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FIGURA 15 — Esquema representativo do cultivo de bactérias em placas
de Petri LB Agar pelo método das estrias. Os nimeros 1, 2 e 3 indicam o
sentido e a ordem com que foram feitas as estrias. A placa “A” indica o
momento em que as bactérias foram semeadas e a placa “B” mostra as

colonias formadas apds desenvolvimento durante @ noite. ......ccveeeeeerreennn.

FIGURA 16 — Sistema de transferéncia por capilaridade de RNA total de
um gel de agarose para uma membrana de nylon. ........ccooeeveneeeirerereennns

FIGURA 17 - Etapas de transformacdo e expressao de proteina
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FIGURA 18 — Plantas de Vigna unguiculata, cultivares Vita 3 e Vita 5, 17
dias apds a germinacdo e 7 dias de inicio do estresse hidrico ou salino. ...

FIGURA 19 — Expressdo da oxidase alternativa (AOX) em extrato protéico
bruto de raizes de Vigna unguiculata, cultivar Vita 3, 17 dias apds a
semeadura, submetidas a diferentes condicdes: C (controle), NaCl 100
mM, NaCl 200 mM e PEG 200,67 g/L (amostras em duplicata). (A) SDS -
PAGE (adicdo de 40 pL de extrato protéico bruto em cada pogo) (B) —
Western blotting; (C) — Gréfico representando as médias das densidades
integradas das bandas reduzidas da AOX. ......ccoverrimmmmsinsmsensmsnerenn,

FIGURA 20 - Expressdo da oxidase alternativa em mitocondrias
purificadas de raizes de Vigna unguiculata, cultivar Vita 3, 17 dias apos a
semeadura, submetidas a diferentes condicdes: C (controle), NaCl 100
mM, NaCl 200 mM e PEG 200,67 g/L (amostras em duplicata). (A) SDS —
PAGE (5ug de proteina mitocondrial em cada pogo); (B) — Western
blotting; (C) - Gréfico representando as médias das densidades

integradas das bandas oxidadas e reduzidas da AOX. .......ccoemviiiiiiniininnnns
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FIGURA 21 — Expressio da oxidase alternativa em mitocdndrias
purificadas de raizes de Vigna unguiculata, cultivar Vita 5, 17 dias apds a
semeadura, submetidas a diferentes condigdes: C (controle), NaCl 100
mM, NaCl 200 mM e PEG 200,67 g/L (amostras em duplicata). (A) SDS -
PAGE (5ug de proteina mitocondrial em cada pogo); (B) - Western
blotting; (C) — Gréfico representando as média das densidades integradas

das bandas oxidadas e reduzidas da AOX. ......erreereereernrerniresssenssessssesssenss

FIGURA 22 - Expressao da oxidase alternativa em mitocondrias
purificadas de raizes de Vigna unguicu/éta, cultivares Vita 3 (V3) e Vita 5
(V5), 17 dias apds a semeadura, submetidas a diferentes condigGes: C
(controle), NaCl 100 mM, NaCl 200 mM e PEG 200,67 g/L. (A) Western
blotting; (B) Grafico representando as densidades integradas das bandas
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FIGURA 23 - Quantificacdo de transcritos da oxidase alternativa em
raizes de Vigna unguiculata, cultivares Vita 3 e Vita 5, 17dias apds a
semeadura, submetidas a diferentes condigdes: controle (1), NaCl 100
mM (2), NaCl 200 mM (3) e PEG 200,67 g/L (4). (A) Eletroforese em gel
de agarose 0,8% do cDNA (620 pb) da AOX sintetizado e amplificado por
RT-PCR usando os primers aoxl e aox6. (B) Eletroforese em gel de
agarose 1,5% da quantidade de RNA total (~1ug) utilizada na RT-PCR.
(C) Grafico da normalizacdo da quantidade de transcritos dado pela
divisdo da densidade integrada da banda de cDNA pela densidade da
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FIGURA 24 — Quantificacio de mRNA da oxidase alternativa em raizes e
folhas de Vigna unguiculata, cultivares Vita 3 e Vita 5, submetidas a
diferentes condicdes: controle (1), NaCl 100mM (2), NaCl 200mM (3),
PEG 200,67g/L (4) e PEG 276,28g/L (5) . (A) Northern blot hibridizado
com cDNA da AOX de V. unguiculata (clone 5). (B) Bandas de RNAr 25 S
coradas com azul de metileno apds deshibridagdo da membrana. (C)
Grafico representando a quantidade relativa de transcritos da AOX
(densidade da banda de mRNA /densidade da banda de RNAr 25 S). .......

FIGURA 25 - Radiografias dos filmes de raio-X revelados no 1°
“screening” da biblioteca de cDNA de folhas de Vigna unguiculata. Os

nimeros de 1 a 14 indicam os clones positivos da AOX isolados. .............

FIGURA 26 — Tamanho dos insertos positivos para AOX dos diferentes
clones AZIPLOX isolados no 3° “screening”. Eletroforese em gel de
agarose 0,8% dos insertos amplificados por PCR usando os primers
universais M13. Os nimeros de 1 a 14 indicam os respectivos clones e M
o marcador de tamanho molecular (DNA “ladder” 100 bp). .....ccceeerrrrnnnnn.

FIGURA 27 — Digestdao do DNA bacteriofagico AZIPLOX dos diferentes
clones positivos para AOX isolados no 3° “screening”. Eletroforese em gel
de agarose 0,8% dos fragmentos de DNA obtidos em presenca das
enzimas de restricdo BamH I e EcoR 1. Os nimeros de 1 a 14 indicam os
respectivos clones e M o marcador de tamanho molecular (DNA “ladder”
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FIGURA 28 — Digestdio do DNA plasmidico pZL1 dos clones positivos para
AOX. Eletroforeses em gel de agarose 0,8% dos fragmentos de DNA dos
diferentes clones obtidos em presenca das enzimas de restricao: (A)
BamH 1 e EcoR I; (B) Hind III e Pst 1. Os nimeros de 1 a 14 indicam os

respectivos clones e M o marcador de tamanho molecular (DNA “ladder
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FIGURA 29 - Segliéncias nucleotidica (em preto) e de aminoacidos
deduzidos (em verde) a partir do cDNA que codifica a oxidase alternativa
de Vigna unguiculata (Vu-clone 3). * indica o cddon de terminagao da
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FIGURA 30 - Seqiiéncias nucleotidica (em preto) e de aminoacidos
deduzidos (em azul) a partir do cDNA que codifica a oxidase alternativa
de Vigna unguiculata (Vu-clone 5). * indica o cédon de terminagao da
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FIGURA 31 — Comparacdo das sequiéncias de aminoacidos entre as
oxidases alternativas de Vigna unguiculata (Vu-clone 3 e Vu-clone5). As
regides de consenso estdo marcadas em azul. A numeragao corresponde

a contagem dos residuos de amin0acidos. .........cerrerreesssssnrenresseesmnmninns

FIGURA 32 — Comparacdo de sequéncias de aminoacidos entre as
oxidases alternativas de Vigna unguiculata (Vu-clone 3 e Vu-clone 5) e
Glycine max (Gm Aox1, Gm Aox2a e Gm Aox2b). As regides de consenso
estdo marcadas em azul, os sitios de clivagem do peptidio sinal estdao
marcados em amarelo e as cisteinas (C) conservadas estdo representadas
em verde. A numeragdo corresponde a contagem dos residuos de
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FIGURA 33 — Comparagdo das seqiiéncias de aminoacidos entre as
oxidases alternativas de Vigna unguiculata (Vu-clone 3) e de Glycine max
(Gm Aox2a). As regides de consenso estdo marcadas em azul. A

numeracao corresponde a contagem dos residuos de aminoacidos. .........

FIGURA 34 — Comparacao das seqiiéncias de aminodacidos entre as
oxidases alternativas de Vigna unguiculata (Vu-clone 5) e de Glycine max
(Gm Aox2b). As regides de consenso estdo marcadas em azul. A
numeragao corresponde a contagem dos residuos de aminoacidos. ..........

FIGURA 35 - AfVore filogenética da oxidase alternativa. A arvore
filogenética foi construida através da submissdo “on line” ao site:
http://www.genebee.msu.su, de seqiiéncias em aminoacidos completas
da AOX de varias espécies obtidas do “GenBank”. Ac (Ajellomyces
capsulatus), An (Aspergillus niger), At (Arabidopsis thaliana), Bf
(Botryotinia fuckeliana), Bg (Blumeria graminis), Cn (Cryptococcus
neoformans), Cr (Chlamydomonas reinhardti), Cro (Catharanthus
roseus), Dd (Dictyostelium discoideum), Gm (Glycine max), Ha
(Hansenula anomala), Le (Lycopersicon esculentum), Mf (Monilinia
fructicola), Mg (Magnaporthe grisea), Mi (Mangifera indica), Nt (Nicotiana
tabacum), Os (Oryza sativa), Pa (Podospora anserina), Pt (Populus
tremula x Populus tremuloides), Sg (Sauromatum guttatum), Ta ( Triticum
aestivum), Tb (Trypanosoma brucei), Vi (Venturia inaequalis), Vu-clone 3
& Vu-clone 5 (Vigna unguiculata),. Em amarelo ouro (plantas), verde
(algas verdes), azul (protistas), vermelho (fungos) e verde musgo
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FIGURA 36 — Seqiiéncia nucleotidica do cDNA da oxidase alternativa (Vu-
clone 5). Em amarelo — Extremidade ndo codante 5’; Em vermelho —
Sequéncia codificadora do peptidio sinal; Em azul - Sequéncia
codificadora da proteina MATURA; Em verde — Extremidade nd@o codante
3’. ATG (codon que codifica para a primeira metionina); TGA (cddon de
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FIGURA 37 — Controle da preparacao do plasmidio de expressao e do
inserto da oxidase alternativa. Eletroforeses em Gel de agarose 0,8%: (A)
Digestdo por Bam H I e Pst 1 e purificacao do plasmidio pQE-30; 1- pQE
nao digerido, 2- pQE digerido por BamH 1 e Pst 1, desfosforilado e
purificado. (B) Amplificacdo por PCR do inserto de cDNA da AOX (Vu-
clone 5) correspondente a proteina matura. (C) Digestao por BamH I e
Pst 1 e purificacgo do inserto de cDNA da AOX (Vu-clone 5)
correspondente a proteina matura. M — marcador de tamanho molecular
(DA™ IBOAEr™ TRD): vi i saismmisdnsnn smamsiirsee s v damaiss

FIGURA 38 — Controle da ligacao do plasmidio de expressao ao inserto da
oxidase alternativa. Eletroforese em gel de agarose 0,8%: 1- Plasmidio
pQE-30 vazio; 2- Plasmidio pQE-30 recombinante; 3 — Plasmidio pQE-30
vazio digerido com BamH I e Pst I; 4 - Plasmidio pQE-30 recombinante
digerido com BamH I e Pst I e 5 — PCR do Plasmidio pQE-30
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FIGURA 39 — Purificacdo e deteccdo da oxidase alternativa recombinante
de Vigna unguiculata. (A) SDS-PAGE com gradiente phastGel 8-25%: M
[marcador de peso molecular LMW (pharmacia)]; 1- Extrato de E. coli
M15 (pREP4) transformadas com o pQE vazio (controle negativo) e
induzidas por IPTG 1mM; 2- Extrato de £ cofi M15 (pREP4)
transformadas com o pQE recombinante e induzidas por IPTG 1mM; P1-
precipitado bruto obtido das etapas iniciais de purificacdo; FT- “flow
through”; L1, L2 e L3 (lavagens da resina Ni-NTA); E1, E2, E3 e E4
(eluicBes da proteina recombinante). (B) Western blotting utilizando o
anticorpo monoclonal anti-AOX de Sauromatum gutattum. ...............c.cu... 116
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RESUMO

Plantas superiores, fungos, algumas algas e protistas possuem uma via
alternativa transportadora de elétrons, ndo fosforilante, e insensivel ao KCN, mediada
pela Oxidase Alternativa (AOX). A oxidase alternativa é codificada por uma familia
multi-génica em algumas plantas e sua expressdo € induzida por varios tipos de
estresse freqlientemente relacionados a produgdo de radicais livres. O presente
trabalho foi realizado em 3 aspectos distintos: 1. estudo da expressdao da AOX em
cultivares de Vigna unguiculata L. walp com diferentes graus de resisténcia ao
estresse hidrico/salino, cv. Vita 3 (mais resistente) e cv. Vita 5 (menos resistente); 2.
caracterizacao de genes da AOX de V. wnguiculata, a partir de uma biblioteca de
cDNA AZIPLOX de folhas da cv. EPACE1; 3. descricdo da produgdo de uma proteina
recombinante em Escherichia coli. Plantulas de V. unguiculata germinadas em papel
de filtro, no escuro, foram transferidas para um sistema de hidroponia, no claro,
apos o terceiro dia. O choque osmatico foi aplicado no décimo dia através da adicdo
de Polietileno glicol (PEG) ou NaCl nas concentragdes indicadas: PEG: 200,67 g/L ou
276,28 g/L; NaCl: 100 mM ou 200 mM a solugdo nutritiva. Raizes ou folhas da cv.
Vita-3 e cv. Vita-5 foram selecionadas apods sete dias de estresse para a extragao e
purificacdo de mitocondrias, extracdo de RNA total e preparacdo de extrato protéico
bruto. A quantidade de proteina da oxidase alternativa foi avaliada através de
“Western blotting” de mitocondrias e extrato protéico bruto e a quantificacdo de
transcritos foi feita através de RT-PCR e “Northern blotting”. Um fragmento de cDNA
homodlogo de zonas conservadas foi usado como sonda no “screening” da biblioteca
de cDNA e a proteina recombinante foi produzida a partir do cDNA Vu-clone 5 num
vetor de expressdo pQE-30. A expressdo da oxidase alternativa em raizes de V.
unguiculata foi maior na cv. Vita 3 do que na cv. Vita-5, em todas as condicOes
estudadas, tanto ao nivel protéico quanto ao de transcritos revelados por RT-PCR
com “primers” de regides conservadas. Uma banda, correspondente a forma
reduzida da AOX (ca. 35 kDa) aumentou com os estresses em extrato protéico de
raizes da cv. Vita 3 e esse aumento foi confirmado pelos transcritos, revelados pela
hibridizacdo com a sonda Vu-clone 5. Em mitocondrias de raizes das cultivares Vita 3
e Vita 5 foi observada uma intensa banda correspondente a forma oxidada da
oxidase alternativa com ca 70 kDa, em todas as condigdes estudadas e uma banda
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correspondente & forma reduzida com ca. 35 kDa que aumentou de intensidade nas
condicBes de estresse nas duas cultivares. Raizes da cv. Vita 5 apresentaram um
aumento na expressdo protéica da oxidase alternativa de 85 e 45% nos estresses
causados por NaCl 100 mM e PEG 200,67 g/L, respectivamente e essa taxa de
expressao nao foi observada em transcritos revelados com a sonda Vu-clone 5. 13
clones positivos para a oxidase alternativa foram isolados da biblioteca de cDNA e
dois genes diferentes foram caracterizados, Vu-clone 3 e Vu-clone 5 numa proporcao
de 9:4. A oxidase alternativa Vu-clone 5 recombinante foi purificada em
cromatografia de afinidade Ni-NTA e detectada com anticorpos monoclonais anti-
AOX. Os resultados mostram que a oxidase alternativa de V. unguiculata é codificada
por uma familia multi-génica de, pelo menos, dois genes distintos cuja expressado é
induzida de modo diverso em cultivares com diferentes graus de resisténcia aos
estresses hidrico e salino. Com base nos dados obtidos fica reforcada a sugestdo que
a oxidase alternativa participa nos mecanismos de ajustamento das plantas as

condigBes ambientais desfavoraveis.
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ABSTRACT

Higher plants, fungi, some algae and protists possess an alternative electron
transport pathway, not coupled to ATP synthesis, KCN-insensitive, mediated by
alternative oxidase (AOX). In some plants, the alternative oxidase is encoded by a
multigene family and its expression is induced by several stress types often related to
the production of free radicals. The present work was carried out in three different
aspects: 1. Expression of AOX in cultivars of Vigna unguiculata L. walp with different
resistance degrees to water/salt stress: cv. Vita 3 (more resistant) and cv. Vita 5
(less resistant); 2. Characterization of genes of AOX of V. unguiculata, starting from
a cDNA library AZIPLOX of leaves of the cv. EPACE1; 3. Description of the production
of a recombinant protein in Escherichia coli. Dark-grown V. unguiculata seedlings
were transferred into a hydroponic system, under light conditions, after the third day
of germination. After the tenth day, an osmotic shock was applied through the
addition, in the nutritive solution, of Polyethylene glycol (PEG) or NaCl under the
corresponding concentrations: PEG 200,67 g/L or 276,28 g/L and NaCl 100 mM or
200 mM. After seven days of stress roots and leaves from Vita-3 and Vita-5 cultivars
were collected in order to purify mitochondria, to isolate total RNA and to prepare
crude protein extract. The amount of AOX protein was evaluated through "Western
blotting" carried out with the mitochondrial fraction and crude protein extract. The
quantification of the transcripts was done through RT-PCR and "Northern blotting”. A
fragment of cDNA, homologous to conserved regions, was used as probe in the "
screening" of the cDNA library and the recombinant protein was produced starting
from the cDNA Vu-clone 5 in a vector of expression pQE-30. In roots, the expression
of AOX was higher in Vita 3 than in Vita-5, in all the studied conditions, either with
proteins or transcripts revealed by RT-PCR with "primers" of conserved regions. The
band corresponding to the AOX reduced form (ca. 35 kDa) increased with the
stresses in crude protein extract of Vita 3 roots and such increase was confirmed by
the transcripts, revealed by hybridization with the probe Vu-clone 5. In root
mitochondria of both cultivars, an intense band corresponding to the oxidized form of
AOX (ca 70 kDa) was observed in all studied conditions and the band corresponding
to the reduced form of AOX increased in the stress conditions. Vita 5 roots presented
an increase in the amount of the AOX protein of 85 and 45% in the stresses,
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respectively induced by NaCl 100 mM and PEG 200,67 g/L. A similar tendency was
not observed with the transcripts, revealed with the probe Vu-clone 5. Thirteen
positive clones of the AOX were isolated from the cDNA library and two different
genes were characterized, Vu-clone 3 and Vu-clone 5 in the proportion of 9:4. The
recombinant AOX encoded by Vu-clone 5 was purified by Ni-NTA affinity
chromatography and detected with monoclonal antibodies against AOX. The results
show that the V. unguiculata AOX is encoded by a multigene family of, at least, two
distinct genes whose expression is induced, in a different way, in each cultivar with
different resistance degrees to water/salt. These data reinforce the suggestion that
the AOX participates in the adjustment mechanisms of the plants submitted to

unfavorable environmental conditions.



INTRODUGCAO

Os primeiros indicios da existéncia de uma via respiratdria, dissipadora de
~energia, vieram dos trabalhos de Garreau em 1851, quando o mesmo demonstrou
haver uma intima relacdo entre o aumento de temperatura e o consumo de oxigénio
nas plantas (Meeuse, 1975). A evidéncia dessa via respiratdria somente foi
formulada, segundo Sluse & Jarmuskiewicz (1998), por Genevois em 1929, com a
descoberta de uma rota de consumo de oxigénio insensivel ao cianeto e ao
monodxido de carbono estudando a germinacdo em ervilha de cheiro [Lathyrus
odoratus (L.)]. Desde entdo, os avangos no entendimento da existéncia dessa via
vieram a ter impulso somente a partir de 1970, apds os trabalhos de Hactkett et al.
(1960a, 1960b); Storey & Bahr (1969); Wilson (1970) e Bendall & Bonner (1971)
quando foi demonstrado que a insensibilidade ao cianeto residia nas mitocondrias e
que essas, quando isoladas mostravam conter duas vias para a transferéncia de
elétrons na cadeia respiratdria: a via classica, transportadora de elétrons sensivel ao
CN™ e acoplada a fosforilagdo oxidativa e uma via insensivel ao cianeto, que se
ramificava a partir do “pool” de ubiquinonas (Figura 1), sendo menos fosforilativo e
sensivel a compostos como o acido salicilhidroxamico (SHAM) (Schonbaum et al,
1971) e o n-propil galato (Siedow & Bickett, 1981).

Os primeiros trabalhos fisioldgicos, utilizando tecidos intactos ou extratos
indicaram que a ocorréncia da resisténcia ao cianeto estava ligada a produgdo de
calor em plantas termogénicas (Lance, 1972; Meeuse, 1975). Quando as
mitocondrias isoladas foram usadas, os estudos passaram a ser direcionédos para a
atividade relativa de ambas as vias, sensivel e insensivel ao cianeto, pela medida da
taxa de respiragao na presenca de um inibidor de cada via. Em 1978, uma ubiquinol
oxidase resistente ao cianeto foi solubilizada de mitocondria de Arum maculatum (L.)
(Hug & Palmer, 1978; Rich, 1978) e a respiracao alternativa resistente ao cianeto foi
atribuida a uma enzima chamada de oxidase alternativa (AOX). A proteina foi
parcialmente purificada no entanto sua limitada atividade impediu os avangos nos
estudos cinéticos e estruturais por um longo tempo (Sluse & Jarmuszkiewicz, 1998).
Em 1986, anticorpos monoclonais a partir da AOX de Sauromatum guttatum (Schott)
foram obtidos (Elthon et al, 1986), o que impulsionou as pesquisas no campo da
AOX, como a identificacdo desta proteina em varias espécies de plantas (Day et al.,
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FIGURA 1 - Representacdo esquematica da cadeia respiratoria mitocondrial de plantas. As setas finas e grossas representam
transferéncias de elétrons e de protons, respectivamente, ao longo e através da membrana mitocondrial interna. DH,
desidrogenase; Cit. C, citocromo c; AOX, oxidase alternativa; P (lado da membrana carregado positivamente) e N (lado da
‘membrana carregado negativamente). (Affourtit et al,, 2001).



1995), fungos (Lambowitz et al., 1989; Sakajo et al., 1991) tripanossomas (Clarkson
et al., 1989) amebas (Jarmuskiewicz et al, 1997) e algas (Eriksson et al, 1995).
Mais recentemente, com o advento das técnicas de biologia molecular foi possivel o
isolamento de genes e cDNAs que codificam a AOX, demonstrando que a proteina é
codificada por uma familia multi-génica possibilitando um consideravel progresso na
compreensao da estrutura, da regulacdo e do papel da AOX.

Até o momento, o Unico papel fisioldgico claro da AOX pode ser reconhecido
em tecidos especializados de reprodugado de plantas termogénicas (inflorescéncia das
Araceas) onde a via alternativa tem funcdo na termogénese. Nessas inflorescéncias a
temperatura pode subir até 10 °C acima da temperatura ambiente possibilitando a
liberagdo de substancias quimicas volateis capazes de atrair os polinizadores
(Meeuse, 1975). Embora ainda ndo se possa atribuir uma func@o clara a AOX, em
plantas ndo termogénicas sabe-se que essa enzima € induzida pela elevagdo no nivel
de carboidratos (Vanlerbergh et al, 1995), pela elevacdo nos niveis de acido salicilico
(Rhoads & Maclntosh, 1993), pelas lesbes e ataque de patdgenos (Laties, 1982),
pelo abaixamento de temperatura (Ito et al, 1997), pelo estresse oxidativo durante
o amadurecimento de frutos (Cruz-Hernandez & Gémez-Lin, 1995; Sluse et al,, 1998,
Considine et al, 2001) e como conseqliéncia dessas condicGes pela elevacdo na
producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (Millar & Day, 1996; Maxwell et al.,
1999; Casolo ef al., 2000).

Familia multi-génica da oxidase alternativa

A produgao do anticorpo monoclonal anti-AOX de S. guttatum (Elthon et al.,
1989) possibilitou que Rhoads & McIntosh (1991) clonassem, pela primeira vez, o
gene da AOX, isolando e caracterizando um cDNA para a proteina da alternativa
oxidase em S. guttatum. Utilizando esse anticorpo monoclonal, eles isolaram um
clone de cDNA (AoxI) que codificava um polipeptidio com 42 kDa. Quase
simultaneamente, Sakajo et al (1991) também isolaram um cDNA da AOX em
Hansenula anomala (Hansen) H. & P. Sydow, mostrando existir um elevado
incremento de sua transcrigao apds a adicdo de KCN ou antimicina A.

Os avancos de técnicas de biologia molecular como “screening” de bibliotecas
de cDNA, PCR com “primers” degenerados construidos a partir de regides
conservadas e métodos de complementacdo tém identificado cDNAs que codificam



seqiiéncias do tipo AoxI de uma ampla variedade de plantas monocotiledoneas e
dicotileddneas nao termogénicas, assim como de fungos e protistas (Considine et al.,
2002).

Inicialmente, varios trabalhos levaram a crer que a AOX era codificada por um
simples gene de origem nuclear AoxZ em muitas espécies de vegetais superiores: S.
guttatum (Rhoads & Mcintosh, 1991), Arabidopsis [Arabidopsis thaliana (L.) Heynh]
(Kumar & Soll, 1992), soja [Glycine max (L.) Merrill] (Whelan et al, 1993), tabaco
[ Nicotiana tabacum (L.)] (Vanlerberghe & Mcintosh, 1994; Whelan et al., 1995), e
Manga [Mangifera indica (L.)] (Cruz-Hernandez & Goméz-Lin, 1995). Em fungos,
adicionalmente a seqiiéncia ja identificada de H. anomala (Sakajo et al,, 1991), Li et
al. (1996) isolaram o gene AoxI de Neurospora crassa (Shear & Dodge) que também
demonstrou seqiiéncia similar aos genes encontrados em plantas. Entretanto,
Whelan et al. (1996), com o uso de técnicas de PCR (Polymerase Chain Reaction),
mostraram a existéncia de trés genes codificando para a AOX em soja, sendo na
época denominados de Aox1, Aox2 e Aox3 e apresentaram evidéncias de pelo menos
dois genes em tabaco. Segundo esses autores, os métodos utilizados anteriormente
através da hibridizacdo com anticorpo monoclonal de S. guttatum e com sondas
onde a homologia seria alta apenas para um dos ;tipos de genes, poderiam nao
detectar todos os produtos génicos com igual eficiéncia. Posteriormente, foi
demonstrado que a AOX também era codificada por uma familia multi-génica em
outras espécies de plantas: Arabidopsis, 5 genes designados como Aoxla, Aoxlb,
AoxIc, Aox2 (Saisho et al,, 1997) e Aox1d (Considine et al.,, 2002); em arroz [Oryza
sativa (L.)]: Aoxla, Aoxlb (Ito et al, 1997), AoxIc (Saika et al, 2002) e Aoxid
(Considine et al,, 2002); em manga : Aoxla, Aoxlb, Aoxice Aox2 (Considine et al.,
2001) e em trigo [ 7riticum aestivum (L.)]: Waoxla e Waoxlc (Takumi et al., 2002).
Ultimamente, foram encontrados 2 genes (Aoxla e Aoxib) no fungo Candida
albicans (Huh & Kang, 1999, 2001) e 2 genes (Aoxla e Aoxlb) na alga verde
Chlamydomonas reinhardtii 1. (Dinant et al., 2001)

Recentemente, Considine et al, (2002) observaram através de estudos
experimentais, de dados disponiveis de ESTs “genomic and expressed sequence tag”,
assim como baseados na caracterizagao de genes de diferentes espécies ao longo
desses Ultimos anos 10 anos, que o gene Aox2 é encontrado em muitas
eudicotiled6neas incluindo soja, manga, tabaco, Arabidopsis e tomate (Lycopersicon




esculentum L.) e esta ausente em todas as monocotiledéneas examinadas até hoje,
enquanto que o gene AoxI é encontrado em ambas plantas mono e dicotiledoneas.
Nesse mesmo trabalho, os autores renomearam 0s genes AoxZ2 e Aox3 de soja como
Aox2a e AoxZb, respectivamente, visto que havia grande similaridade entre os
mesmos e 0 gene Aox3 ndo tinha sido ainda relatado em outras espécies. Dessa
forma, esses autores classificaram os genes da AOX em duas discretas subfamilias
baseados no alinhamento de seqiiéncias: Aox do tipo 1 e Aox do tipo 2, enquanto
que os tipos de genes que ndo estavam de acordo com essa classificagdo foram
denominados de Aox0, sendo assim classificados os genes de C. albicans, Aox0A e
Aox0B: e de C. reinhardtii, Aox0A e AoxOB.

Expressao diferencial dos genes da AOX

O questionamento feito pelos cientistas desde a observacao de que muitas
plantas possuiam uma familia multi-génica para a AOX era o seguinte: essas familias
diferiam em sua expressao ou regulacdo e assim se explicariam suas fungdes no
metabolismo respiratdrio? Considine et al. (2002) propdem atualmente dois papéis
para essas isoenzimas, baseados na disponibilidade de dados de expressao da AOX
em diferentes espécies: a) uma isoenzima seria constitutiva e requerida para uma
funcdo genérica na manutencdo do metabolismo respiratdrio; b) outra isoenzima
seria particularmente necessaria sob condigdes de estresse. Segundo os mesmos
autores esta proposta apdia a hipdtese mantida ha muito tempo de que a AOX
atuaria como um “over flux” no metabolismo do carbono quando a célula estivesse
com suas reservas supridas pela producao de ATP (Lambers, 1982), assim como
também estaria de acordo com a mais recente hipétese de que a AOX funciona para
minimizar a producdo de espécies reativas de oxigénio do transporte de elétrons
durante o estresse oxidativo (Purvis & Schewfelt, 1993; Wagner & Moore, 1997). Os
genes de C. albicans Aox0A e AoxOB seguem o0s modelos funcionais propostos.
Aox0A é constitutivamente expresso, enquanto que Aox0B é induzido em condigdes
de estresse por agentes tais como antimicina A e herbicidas (Huh & Kang 1999,
2001; Considine et al,, 2002). Similarmente, em C. reinhardltii, apenas uma das duas
isoenzimas caracterizadas induziu mRNA num mutante deficiente de atividade do
complexo III mitocondrial (Dinant et al, 2001; Considine et al, 2002). As
eudicotileddneas soja e Arabidopsis com genes da AOX bem caracterizados também



seguem, aparentemente, este modelo. Em soja, as expressdes do gene Aoxl e da
proteina sao limitadas a condigdes de extremo estresse ambiental onde a expressao
foi induzida por antimicina A, tratamento de plantas pelo frio ou tratamento de
suspensao de células com dacido salicilico. Em condicbes normais, o gene AoxI é
expresso apenas fracamente em algum tecido. Por outro lado, os genes do tipo Aox2
(Aox2a e Aox2b) nao sao aparentemente induzidos pelo estresse, sendo Aox2b
expresso em cotilédones, tecido fotossintético e raizes e AoxZa é expresso
abundantemente apenas em tecido fotossintético (Finnegan et al,, 1997, 1999; Millar
et al., 1997; McCabe et al., 1998; Tanudji et al., 1998; Djajanegara et al., 2002). Em
Arabidopsis, o gene AoxZa é induzido por vérios agentes que inibem a respiracdo
celular ou sintese de ATP como antimicina A, NaNs, myxothiazol, oligomicina, 2,4
dinitrofenol e ataque de patdgenos, enquanto o gene AoxZ2 ndo é induzido pelo
estresse mas foi expresso durante o desenvolvimento normal da semente (Saisho et
al., 1997, 2001; Simons et al, 1999). Em manga, ambos os genes AoxI e Aox2 sao
expressos no fruto, entretanto, ha um pico de expressao do gene Aox2 nos estagios
iniciais do desenvolvimento, enquanto que 0s genes do tipo AoxZ sdo expressos
durante os Ultimos estagios de amadurecimento/senescéncia podendo envolver
estresse oxidativo (Considine ef al, 2001). Nas monocotiledéneas como o arroz, os
genes Aoxla e Aoxlb tiveram seus niveis de mRNA aumentados sob condicGes de
baixa temperatura e o gene Aoxlic, aparentemente, nao respondeu ao estresse
(Saika et al., 2002). Em trigo, os niveis de transcritos dos genes Waoxla e Waoxic
aumentaram em condicdes de baixa temperatura, no entanto, quando as plantas
foram tratadas com cianeto apenas o nivel de Waoxia foi aumentado (Takumi et al.,
2002).

Os genes do tipo AoxI identificados e estudados até o momento em ambas
monocotiledoneas e dicotiledoneas foram tipicamente, mas ndo exclusivamente,
expressos em condicfes experimentais de estresses (Considine et al, 2002). Em
Arabidopsis, 0 gene Aoxla também foi expresso, embora numa intensidade menor,
em flores e gemas florais, caule, “rosetas” e raizes sob condicdes normais. Da
mesma forma, o gene AoxIc também se expressa nesses tecidos, porém sua
transcricao ndo foi afetada por estresses causados pelos agentes inibidores da
respiragao celular. Da mesma forma, o gene Aox1b, detectado apenas em flores e
gemas florais, ndo foi induzido pelos agentes quimicos indutores do Aoxla (Saisho et



al, 1997, 2001; Simons et al, 1999). Em arroz, o nivel de AoxIc foi
significativamente detectado em folhas jovens sob constante exposicdo a luz e em
folhas maturas apos aquecimento, mas ndao foram detectados em folhas jovens
estioladas e raizes jovens. Por outro lado, o nivel de mRNA dos genes Aoxla e Aox1b
foram significativamente observados em folhas maturas e raizes jovens (Saika et al,
2002). O que pode ser observado € que ha uma diferenca na expressdao dos genes
da AOX dependente ndo s6 da condicdo em que a planta é submetida, mas também
ha uma resposta dependente do tecido (Finnegan et al,, 1997; Saisho et al,, 1997;
Ito et al., 1997; Considine et al., 2002).

A expressao das subfamilias AoxZ também varia entre genes que sdo orto-
homdlogos em diferentes espécies. Por exemplo, os genes Aoxla e Aox1b que sdo
arranjados um apds o outro no mesmo cromossomo, tanto em arroz como em
Arabidopsis, t€m um padrdo de resposta diferente. Os genes de arroz sdo induzidos
pela baixa temperatura sem apresentarem nenhuma diferenca entre eles no padrdo
de expressao 0 que ndo ocorre com 0s mesmos genes de Arabidopsis, onde estes
apresentam um padrao de expressao diferencial (Ito et al,, 1997).

Com relacdo aos genes do tipo AoxZ, eles sdo também expressos de maneira
dependente do tecido (Finnegan et al., 1997; Saisho et al, 1997). Considine et al.,
(2002) sugerem uma classificacdo num tipo de gene constitutivo por serem bem
mais prevalentes do que os do tipo Aoxl, embora eles também sejam
diferencialmente regulados (Finnegan et al., 1997; McCabe et al,, 1998).

A aparente auséncia da subfamilia do gene Aox2 em plantas de
monocotiledoneas pode ter implicacdes significativas na investigacdo da fungdo e da
regulagao da AOX em plantas (Considine et a/., 2002).

Mltiplas isoformas da proteina tém sido detectadas imunologicamente e elas
sao atribuidas a produtos de genes diferentes (Finnegan et al., 1997; McCabe et al.,
1998; Considine et al, 2001). Em espécies termogénicas o anticorpo anti-AOX
reconhece apenas um simples polipeptideo de peso molecular em torno de 35 a 37
kDa em mitocondrias de tecidos pré-termogénicos (Elthon & MclIntosh, 1987). Em
organelas de tecidos termogénicos essa proteina é detectada em grande abundancia,
juntando-se a ela duas outras proteinas de peso similar e em grande quantidade
(Elthon & McIntosh, 1987; Elthon et a/, 1989). Tipicamente, mitocdndrias de plantas
nio termogénicas contém uma ou mais proteinas de 32 a 39 kDa que reagem com 0



anticorpo monoclonal anti-AOX. Em mitocdndrias de cotilédones de soja proteinas de
34 e 36 kDa sdo detectadas. O sequenciamento dessas proteinas em preparagdes da
AOX parcialmente purificadas demonstrou que as mesmas correspondiam ao produto
~dos genes Aox2 (AoxZa) e Aox3 (Aox2b), respectivamente (Finnegan et al, 1997).
Finnegan et al. (1997) observaram que os transcritos da AOX mais abundantes em
cotilédones eram Aox2 e Aox3 e que suas quantidades refletiam significativamente
nas quantidades das respectivas proteinas detectadas por “immunoblotting”. Essa
observagdo foi apoiada pela exposicdo dos cotilédones estiolados a luz onde houve
um aumento coordenado na quantidade relativa da proteina de 34 kDa e dos
transcritos Aox2 (Aox2a) assim como em mitocondrias de raizes, onde uma simples
proteina de 36 kDa era certamente correlacionada & predominante abundéncia de
transcritos Aox3 (Aox2b) nesse tecido. Uma proteina de 32 kDa encontrada em baixa
quantidade nas mitocondrias de cotilédones de soja também foi proporcionalmente
correlacionada ao nivel de transcritos AoxZ. Entretanto, segundo ainda Finnegan et
al. (1997) ndo é possivel fazer um exato relacionamento entre a abundancia de
transcritos e a de proteina devido a relativa reatividade do anticorpo monoclonal com
cada uma das 3 subunidades protéicas ndo ser conhecida.

Cruz-Hernadez & Gdémez-Lim (1995) estudando o fruto de manga, observaram
gue 3 bandas protéicas de 27, 33 e 36 kDa eram reveladas através da reacdo com o
anticorpo monoclonal anti-AOX. As bandas de 33 e 36 kDa foram detectadas antes
do amadurecimento e aumentaram a medida que o fruto amadurecia sendo esse
aumento também refletido no nivel de mRNA. Ja a banda de 27 KDa foi fracamente
observada apenas em fruto verde. Na ocasidao, esses autores sugeriram que a AOX
estava presente em mais de uma isoforma. Posteriormente, Considine et al. (2001)
identificaram 4 genes para a AOX (Aoxla, Aoxlb, Aoxic e Aox2) sendo que um
aumento na expressao dos genes AoxlIa e Aox1b foi associada as bandas de 33 e 36
kDa.

A presenca de mais de 01 tipo de AOX no mesmo tecido pode produzir
heterodimeros (Umbach & Siedow, 1993; Finnegan et a/, 1997). Tal fato, segundo
Sluse & Jarmuszkiewicz (1998) poderia fornecer um mecanismo muito flexivel de
regulacdo da atividade da AOX em resposta aos estados metabdlicos celulares. Os
mesmos autores acrescentam que as isoformas de AOX e seu heterodimerismo

podem ser uma caracteristica geral em plantas.



Estrutura dos genes da AOX
Os genes da AOX consistem de 4 éxons e de 3 introns na maior parte das

plantas estudadas até aqui (Rhoads & Mcintosh, 1993; Finnegan et al,, 1997; Ito et
al., 1997; Saisho et al, 1997; Saika et al, 2002). A posicdo de cada intron é a
mesma na maior parte dos genes da AOX até aqui identificados, havendo até o
momento, duas excecdes, o gene Aox1b de arroz (Ito et al., 1997) eo gene Aox2 de
Arabidopsis (Saisho et al., 2001). O gene AoxIb de arroz tem 3 éxons porque o éxon
2 contém regides correspondentes a ambos os éxons 2 e 3 da maior parte dos genes
da AOX (Ito et al, 1997). Em contraste, os éxons 1 e 2 do gene Aox2 de Arabidopsis
sao separados por 1 intron na regido que corresponde ao primeiro éxon na maioria
dos genes da AOX.

Poucas familias de genes da AOX tém sido estruturalmente bem
caracterizadas, além de Arabidopsis e arroz, McCabe (2001) citado por Considine et
al. (2002) caracterizou os genes da AOX de soja revelando introns nas seqliéncias
dos genes Aoxl, Aox2a e AoxZ2b em cada uma das 3 posicGes conservadas comum a
maioria dos genes da AOX.

Os genes Aoxla e Aoxib, tanto em Arabidopsis como em arroz sao
encontrados um apds o outro no mesmo cromossomo sendo separados por 1,9 kpb
no caso em arroz e por cerca de 1,5 kpb em Arabidopsis (Ito et al., 1997; Saisho et
al,, 1997). Segundo Saisho ef al (1997) esses pares de genes encontrados um
seguido do outro, provavelmente, ocorreram como um resultado da duplicagao de
uma forma ancestral do gene ou podem ter sido gerados por um mecanismo similar

durante o curso da evolugao.

Importacao e processamento da oxidase alternativa

De acordo com Dessi et al. (2000) a importacdo de proteina para mitocéndria
é geralmente vista como um processo de varios passos que envolvem desde a
sintese do precursor da proteina no citosol até a montagem em unidades funcionais
no compartimento correto dentro da mitocondria.

Segundo Neupert (1997), o processo de importacdo mitocondrial requer a
presenca de fatores citosdlicos e eventos de reconhecimento na superficie da
mitocondria. Dentro das mitocondrias as proteinas sao processadas para uma forma
matura por peptidase(s) especifica(s) de membrana (MPP) que requerem
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informacdes localizadas dentro de uma pré-seqiiéncia (peptidio sinal) para o correto
reconhecimento do sitio de clivagem. As pré-sequiéncias mitocondriais podem ser
divididas em dois dominios, N e C-terminal. De acordo com Roise (1993), citado por
Tanudji et al. (1999) o dominio N-terminal tem o potencial para formar uma a-helice
e € proposto funcionar no enderecamento do precursor. Por sua vez, o dominio C-
terminal contém a informagdo necessaria para propiciar a clivagem da pré-seqiiéncia.
Segundo Chaumont & Boutry (1995), citado por Finnegan et al. (1997), é tipico dos
peptidios sinais de mitocOndrias a falta de zonas conservadas, entretanto, através de
comparagao de seqiiéncias foram observados residuos de arginina (R) conservados
na posicdo — 2 ou — 10 relativas ao sitio de clivagem num nimero de proteinas de
plantas enderecadas a mitocondria. Whelan et al. (1996) demonstraram que a
arginina na posicao — 2, assim como residuos hidroxilados na posicdo + 2 e + 3
relativas ao sitio de clivagem sdo  altamente conservados na maior parte das
seqliéncias da AOX de plantas. Ja a arginina na posicdo — 10 foi somente encontrada
em soja, tabaco e Arabidopsis.

As proteinas precursoras mitocondriais sdo proteoliticamente processadas
dentro da mitocdndria apds a importacdo. A atividade de processamento mitocondrial
geral em mitocOndrias de planta é integrada dentro do complexo citocromico bc(1)
da cadeia respiratéria (Roise, 1997; Szigyarto et a/., 1998).

De acordo com Vanlerberghe & Macintosh (1997) é possivel que a importagdo
do precursor da proteina AOX para a mitocondria bem como o processamento ou
modificacdo subseqgliente da AOX represente outros pontos para o controle da
atividade da AOX.

Estrutura protéica da oxidase alternativa

As seqliéncias de genes da AOX de plantas codificam uma proteina altamente
semelhante conservando caracteristicas como: cDNAs apresentando uma cauda poli
A com tamanho variando de aproximadamente 1100 pb (Takumi et al, 2002) a
aproximadamente 1600 pb de nucleotideos (Cruz-Hernadez & Gdmez-Lim, 1995); um
ORF “open reading frame” variando de 274 residuos de aminoacidos em manga
(Cruz-Hernadez & Gomez-Lim, 1995) a 352 residuos em M. crassa (Li et al., 1996);
uma proteina matura tem sido encontrada variando de 241 residuos de aminoacidos
em mango a 322 residuos em H. anomala (Sakajo et al., 1991); regibes hidrofilicas N
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e C terminal expostas para a matriz mitocondrial; dois residuos de cisteina,
conservados na regido N terminal, sendo que a primeira cisteina provavelmente esta
envolvida na formacdao de uma ligagao dissulfeto intramolecular (Rhoads et al,
1998), excecdo da AOX1b de arroz e de tomate que apresentam uma serina ao invés
da cisteina (Djajanegara et al, 1999); 4 regides na seqliéncia de aminoacidos bem
conservadas: LE_ _ A_VPGMV, NERMHL, G_LEEEA e RADE_ _H numa variedade de
plantas, fungos, protistas e algas (Figura 2)- (Bertold et a/, 2000); as regides
NERMHL e G_LEEEA parecem fazer parte do sitio ativo da proteina (Andersson &
Nordlund ,1999), ja a regido RADE_ _H é responsavel pelo reconhecimento feito pelo
anticorpo monoclonal (Finnegan et a/., 1999).

Umbach & Siedow (1993) demonstraram que a proteina AOX existia como um
dimero na membrana mitocondrial interna. Esse dimero existia em dois estados: um
estado oxidado, no qual o dimero é covalentemente ligado por uma ligagdo dissulfeto
intermolecular, e um estado reduzido, onde tal ligacdo € reduzida a sua forma
sulfidrilica e a estrutura dimérica é mantida por interagbes ndo covalentes. Esses
autores observaram através de “immunoblotting” que o dimero na forma oxidada
migrava com pesos moleculares que variavam de 60 a 75 kDa e que quando na
forma reduzida migrava com pesos moleculares entre 30 e 39 kDa nas diferentes
espécies estudadas como S. guttatum, soja e feijao-mungo [Vigna radiata (L.)

Wilczec].

Modelos estruturais da AOX

O conhecimento das seqiiéncias em aminoacidos da AOX matura de S.
guttatum (Rhoads & Mcintosh (1991), H. anomala (Sakajo et al., 1991), A. thaliana
(Kumar & Séll, 1992) e G. max (Whelan et al,, 1993), assim como os trabalhos sobre
regulagdo de Moore & Siedow (1991), Siedow & Moore (1993) e Umbach & Siedow
(1993) foram essenciais para que Siedow et a/. (1995) apresentassem a primeira das
duas hipdteses existentes sobre a conformacdo estrutural da AOX na membrana

mitocondrial interna.

O modelo de Siedow ef al (1995) baseava-se relativamente nas poucas
seqliéncias da AOX até entdo conhecidas e classificava a AOX como um membro da
familia “bi-férrica” de proteinas que também incluiam a subunidade R2 da
ribonucleotidio redutase e o componente hidroxilase da metanomonoxigenase.
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Baseado em andlises hidrofilicas da AOX foi projetado um modelo estrutural para o
dimero no qual a proteina oxidase alternativa continha duas o-hélices
transmembranares conectadas por uma hélice localizada no espaco intermembranar
e quatro a-hélices ligadas por um centro bi-nuclear de atomos de ferro situado no
dominio hidrofilico C-terminal da proteina, localizado na matriz mitocondrial (Figura
3). As a-hélices transmembranares, que apresentam uma alta conservacdo de
residuos dos aminodcidos Glutamina, Treonina e Tirosina, pareciam ser ou estarem
envolvidas com um provavel sitio de ligacdo para a ubiquinona.

A estrutura da AOX tem sido sujeita a muitas especulagdes. Conforme Albury
et al. (1998) as 4 hélices do dominio C-terminal formariam o sitio catalitico da AOX
devido a presenca de um centro bi-nuclear de ferro (Fe**) e de um residuo
Glutamato (E-270), propiciando uma estabilizacdo da estrutura tridimensional da
proteina. Embora nem dados de cristalografia nem de espectrofotometria sejam
capazes de fornecer evidéncias diretas, 0 que € mais atualmente aceito é que o sitio
ativo dessa enzima consiste de um centro bi-nuclear de ferro ndo-heme (Affourtit et
al., 2002).

Andersson & Nordlund (1999) revisaram o modelo proposto por Siedow et al.
(1995) visto que tal modelo ndo correspondia a informacdo estrutural viavel de
enzimas com centro bi-nuclear de ferro em virtude dos residuos de histidina (H273),
assim como de Glutamato (E-270) relacionados com o centro bi-nuclear de ferro nao
serem inteiramente conservados em varias seqiiéncias de AOX. Usando um motivo
inteiramente conservado de glutamato-histidina (E217-X-X-H220) uma nova
estrutura foi proposta com grande grau de similaridade a outras enzimas de centro
bi-nuclear de ferro. Provavelmente a caracteristica mais distinta do modelo revisado
€ que a proteina oxidase alternativa ndo é transmembranar, mas esta associada
perifericamente a membrana interna no lado da matriz mitocondrial (Affourtit et al.,
2002) (Figura 4).

Berthold et a/. (2000) estudando uma oxidase alternativa de origem plastidial
de Arabidopsis, proteina Im , com elevado grau de homologia a oxidase alternativa
mitocondrial, concluiram através de comparacdo de seqiiéncias que um residuo
invariante de tirosina (Y) da regido hidrofdbica muito préximo ao sitio ativo da AOX
(Andersson & Nordlund ,1999) ficava localizado numa posigdo andloga ao radical de
tirosina do centro bi-nuclear de ferro da enzima ribonucleotidio redutase, assim como
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FIGURA 3 — Monomero da estrutura da oxidase alternativa segundo o modelo proposto
por Siedow et al. (1995). A numeracao dos residuos de aminoacidos é feita a partir da
AOX de Sauromatum guttatum. a-hélices (retdngulos azuis); E (residuo de glutamato),
H (residuo de histidina), Y (residuo de tirosina) e C (residuo de cisteina). As 4 a-hélices

do dominio C-terminal, juntamente com o centro bi-nuclear de ferro formam o sitio

catalitico.
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FIGURA 4 - Representagdo esquematica estrutural da oxidase alternativa (homodimero). A regido helicoidal que
abrange o centro binuclear de ferro (esferas vermelhas) é baseada na estrutura proposta por Andersson &
Nordlund (1999) ( Affourtit, 2002).
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de forma similar as tirosinas proximas ao centro bi-nuclear de ferro das enzimas
bacterioferritina e rubreritrina. Baseados nessas observacdes esses autores
caracterizaram a AOX como uma proteina carboxilato de centro bi-nuclear de ferro.

Diversos estudos tém sido realizados para revelar o comportamento cinético e
0s mecanismos que sao direcionados para a genética e regulacdo pos-traducional da
AOX. Muitos modelos estruturais tém sido desenvolvidos em que o sitio ativo da AOX
consiste de um centro bi-nuclear de ferro ndo-heme ( Fe™ ) Recentemente, estudos
mutagénicos e analises topoldgicas da membrana mitocondrial tém fornecido dados
experimentais que permitem a avaliagdo dessas hipdteses estruturais (Affourtit et al.,
2002).

Albury et al (2002), através de estudos mutagénicos em
Schizosaccharomyces pombe concluiram que a AOX é uma proteina interfacial de
membrana, embora tal estrutura n3ao suporte a presenca de esferas de ligagao
(Andersson & Nordlund, 1999) no centro bi-nuclear de ferro de varias oxidases
alternativas. Mutagbes da Tyr-253 (Y-253) e Tyr-275 (Y-275) para fenilalaninas,
mantém ou excluem a atividade da AOX, respectivamente. Os mesmos autores
também evidenciaram que E217 (Glu-217) é um residuo de aminoacido essencial em
termos de atividade da oxidase alternativa.

De acordo com o modelo de Siedow et al (1995), E217 (Glu 217) é
localizado no espago intermembranar, uma localizacdo que descarta uma fungao
catalitica para esse residuo. Em contraste, Andersson & Nordlund (1999) atribuem
um papel essencial para o residuo de glutamato que, no seu modelo, funciona como
ponte entre a 22 e a 4@ hélices do centro bi-nuclear de ferro. A completa falta de
atividade da proteina oxidase alternativa quando E217 foi trocado por alanina, da
suporte a estrutura interfacial postulada por Albury et al (2002) (Affourtit et al,
2002).

Regulacao da oxidase alternativa

A atividade da AOX é controlada por muitos parametros entre os quais podem
ser distinguidos eventos regulatdrios e disponibilidade de substrato. A regulagdo da
atividade da AOX pode ocorrer em diferentes niveis: i) expressao do(s) gene(s) que
afeta(m) a quantidade da proteina na membrana; ii) modificagdes pos-traducionais
da proteina (ex: seu estado redox que afeta a natureza do dimero); iii) a acdo de
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efetores alostéricos como o piruvato (Sluse & Jarmuszkiewicz, 1998) ( Figura 5).

A atividade da oxidase alternativa pode ser regulada a longo prazo (expressao
génica) ou a curto prazo (modificacdo pds-traducional e ativagdo alostérica) ( Sluse &
Jarmuszkiewicz, 1998).

A expressao da AOX é aumentada sob uma ampla variedade de estresses tais
como o "chilling" em tabaco, injuria de tecido em tubérculos de batata (Solanum
tuberosum L.), estresse osmotico e estresse oxidativo (Day et al, 1995; Mcintosh,
1994; Casolo et al.,, 2000; Pastore et al., 2000). Maxwell et a/. (1999) sugeriram que
as plantas submetidas a condigbes de estresses induzem a producdo de espécies
reativas de oxigénio e a oxidase alternativa funcionaria para minimizar a producgo de
tais radicais. Segundo Levine et al. (1994) e Sen & Packer (1996) espécies reativas
de oxigénio (ROS) sdo sinais que regulam a expressao de inimeros genes.

De acordo com Sluse & Jarmuszkiewicz (1998), a expressao nuclear do gene
da AOX é sensivel a atividade da via citocromica existindo uma comunicagdo entre a
mitocondria e o nicleo. Em levedura, a capacidade de um inibidor da via citocromica
de induzir sintese de AOX (Minagawa et al,, 1992) é relacionada a sua habilidade de
causar a formacdo de superdxidos durante a respiragao mitocondrial.

Espécies reativas de oxigénio (ROS) tais como superdxidos, H20, , ou um
radical hidroxil, podem atuar como indicadores sensitivos para sinalizacdo do nucleo
com relacao a mudancgas no estado redox mitocondrial e servirem para modular a
expressao da AOX (Vanlerberghe & Macintosh, 1997). A inibicdo da via citocromica
por antimicina A ou outros inibidores do Complexo III resulta na geragao de ROS na
mitocondria (Minagawa et al, 1992; Zykova et al 2002). A inibicdo da via
citocrémica pode induzir a sintese da AOX em muitos organismos (Benichou et al.,
1988; Bertrant et al, 1983; Sakajo ef al, 1991; Vanlerberghe & Macintosh, 1992;
Wagner et al,, 1992; Vanlerberghe & Macintosh, 1994).

O mecanismo de transducao de sinais, que regula a expressao de genes que
codificam componentes transdutores de energia deve envolver cascatas de
fosforilacdo/desfosforilacdo de proteinas, assim como a agdo de proteinas ligantes de
DNA (Allen, 1993).

A expressao do gene nuclear da AOX pode também depender da regulagdo
redox. O nivel de ubiquinona reduzida pode atuar como um sinal regulatdrio na
expressao da AOX. Dessa forma, um desequilibrio entre o metabolismo do carbono e
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FIGURA 5 - Mecanismos de regulacao da atividade da oxidase alternativa (Sluse &

Jarmuszkiewicz, 1998)
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o transporte de elétrons resultaria em mudangas no nivel de ubiquinona reduzida e
isso poderia ser contornado pela expressao e conseqiente atividade da AOX
(Hakansson & Allen,1995).

De acordo com Siedow & Umbach (2000) a atividade da AOX /in vivo é
fortemente dependente da quantidade da proteina AOX presente e da concentracdo
de seu substrato, ubiquinona reduzida.

CondicSes metabdlicas que aumentem o poder redutor na célula levam a um
aumento da relacdo Qred/Qtot, do nivel de NADPH (favorecimento da reducdo do
dimero da AOX) e do piruvato (ativador alostérico da AOX), aumentando a particdo
de elétrons para AOX. Um alto suprimento redutor aumenta o potencial fosfato (alta
relacdo ATP/ADP) que conduzira ao decréscimo do fluxo de elétrons para a via
citocromica aumentando o fluxo de elétrons para AOX. Tais condicdes sdo
consequiéncias de um desequilibrio entre o suprimento de substratos reduzidos e
demanda por compostos carbonados para a biossintese, ambos sendo acoplados
através da atividade da cadeia respiratoria. A atividade da AOX pode impedir esse
estado de desequilibrio porque ndo é diretamente controlada pelo estado energético
da célula e pode prevenir a fermentacdo e favorecer a biossintese. Esses
desequilibrios poderiam ser impedidos por uma regulagado rapida da atividade da AOX
(estado alostérico e redox da proteina) ou como um resultado de mudangas lentas
no ambiente (varios estresses), por modificacdo da quantidade de proteina AOX
(expressao génica) (Siedow & Umbach, 2000).

A expressdo do gene Aox responde a um metabolito em particular cujo nivel
reflete algum parametro chave do estado mitocondrial. Um aumento no nivel celular
de um intermediario do ciclo do acido tricarboxilico (TCA) , o citrato (suplementagdo
exdgena para as células, inibicdo da aconitase por monoﬂuoracetato; ou apds o
tratamento das células com H,0;) foi rapidamente seguido por aumento dos niveis
de mRNA de Aox (Vanlerberghe & Macintosh, 1997). O citrato é o primeiro acido
organico do ciclo TCA e sua acumulagdo (fluxo lento de carbono através do ciclo
TCA) pode ser um importante sinal fisioldgico que liga 0 metabolismo mitocondrial e
a expressao do gene nuclear (Vanlerberghe & Macintosh, 1997).

Em mitocondria de planta a isocitrato desidrogenase NADPH-dependente
(mtICDH) atua como um elo de ligagdo entre o controle respiratério e o fluxo de
carbono do ciclo do TCA. A mtICDH é envolvida na ativacdo da AOX, através da
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produgdo de NADPH. Os equivalentes redutores gerados através da NADP-isocitrato
desidrogenase na matriz atuam através de uma tioredoxina ou sistema glutationa
intermediando a reducgdo da cisteina regulatdria e conseqliente ativagdo da AOX
(MacIntosh et al., 1998).

A atividade da AOX in vitro pode ser modulada de muitas maneiras. Em
mitocondrias de plantas, por exemplo, a atividade da AOX aumenta
consideravelmente através da reducdo da ponte dissulfeto que liga as subunidades
da AOX produzindo um homodimero ligado ndo covalentemente (Umbach & Siedow,
1993; Umbach et al, 1994). A enzima reduzida é posteriormente ativada por o-
cetoacidos, particularmente piruvato (Millar et al., 1993), que reage com uma por¢io
sulfidrila formando. um tiohemiacetal (Umbach & Siedow, 1996) (Figura 6). Em
mitocondrias de plantas, a-cetoacidos como hidroxipiruvato e glioxilato também
podem ativar a AOX (Day ef al, 1995; Millar et al,1993; Millar et al, 1996),
entretanto o piruvato € o mais efetivo ativador, sendo necessario na concentragdo de
0.1 mM em mitocOndrias intactas € menos de 5uM em particulas mitocondriais
invertidas para atingir metade da estimulacdo maxima (Millar et a/, 1996).

O piruvato atua do lado da matriz mitocondrial (Millar et al., 1993; Millar et
al., 1996) ativando a AOX através da formacdo de um tiohemiacetal com o grupo
sulfidrila do primeiro residuo de cisteina conservado da AOX (aminoacido n°® 122 na
AOX de S. guttatum). A estimulacdo do piruvato é reversivel e é observada em
mitocondrias onde a AOX estd na forma reduzida (Day & Wiskich, 1995).

De acordo com Millar et a/ (1993) existem dois sistemas de regulagao da AOX
que interagem entre si modulando sua atividade, o estado redox da proteina e a
ligagdo com o piruvato. O dimero de AOX tem que estar na sua forma reduzida para
ser ativada pelo piruvato e a forma reduzida da enzima apresenta pouca atividade na
auséncia de piruvato.

Umbach et al (1994) demonstraram que em mitocOndrias isoladas, o
comportamento cinético da AOX com respeito ao nivel de reducdo da quinona (Q) é
alterado pelo piruvato a tal ponto que a atividade é aumentada predominantemente
em baixos niveis de reducdo. Tais dados sugerem que o piruvato aumenta a
afinidade da oxidase pelo ubiquinol.

Hoefnagel et al. (1997) usando analogos de ubiquinol como substrato artificial
reduzido mostraram que o piruvato afeta exclusivamente a Vmax da oxidase. Os



FIGURA 6 - Diagrama esquematico das caracteristicas regulatdrias da oxidase alternativa de plantas (Siedow &
Umbach, 2000).
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mesmos autores sugeriram que o piruvato pode afetar o potencial redox da oxidase
alternativa ou pode reduzir a ligagao do produto oxidado (Q), em ambos 0s casos
permitindo altas atividades da enzima em niveis relativamente baixos de ubiquinona
reduzida. Os autores ainda acrescentaram que o piruvato tem um dtjplo efeito na
AOX, aumentando a Vmax e decrescendo o Km aparente da enzima pelo nivel de
ubiquinona reduzida e possivelmente envolve a ligacao da ubiquinona em uma regiao
da estrutura primaria da AOX que é relativamente préxima do sitio ativo da enzima.

Rhoads et al (1998) e Vanlerberghe et al (1998), através de estudos
mutagénicos, revelaram que C122 é o sitio onde os eventos regulatdrios ocorrem e
correspondem a porgao mais N-terminal dos dois residuos de cisteina. Uma mutacdo
da C122 para glutamato produz uma enzima menos ativa que a proteina nativa
estimulada pelo piruvato. De acordo com Affourtit ef al (2002) o fendmeno
estimulatorio da AOX observado em sistemas vegetais envolve pelo menos o residuo
de cisteina 122, dos 2 residuos (C122 e C172 no exemplo de S. guttatum) que sdo
altamente conservados.

Genes da AOX de arroz (Aoxib) e de tomate (Djajanegara et al, 1999)
apresentam uma serina no local da primeira cisteina regulatéria (C122). Djajanegara
et al. (1999) mostraram que a mutacao na C122 da AOX de S. guttatum por serina
resulta numa enzima que ndo é mais ativada pelo piruvato, no entanto é
especificamente estimulada pelo succinato. A Mutacdo da C122 por alanina, também
produz uma oxidase alternativa insensivel ao piruvato (Rhoads et al, 1998;
Vanlerberghe ef al, 1998 e Djajanegara ef al., 1999) e baseado em dados de Siedow
& Umbach (2000) e Djajanegara et al. (1999) esse mutante também foi estimulado
pelo succinato. Ja a oxidase alternativa de fungo ndo contém o dominio primario de
aproximadamente 40 aminoécidos que circunda e inclui a cisteina "regulatdria"
(C122) na maioria das seqiiencias de planta. A auséncia desse dominio estrutural
que permite a dimerizacao da AOX, explica porque a maioria das AOXs de fungos
estudadas tém sido encontradas como proteinas monomeéricas e ndo sdo estimuladas
por piruvato (Joseph-Horne et a/., 2000; Umbach & Siedow, 2000; Siedow & Umbach
2000).

As condicBes hipotetizadas para favorecer a particdo de elétrons para a
oxidase alternativa sob um modelo de "over flux" de energia (alto suprimento de
substrato, alta carga de adenilatos) também geram os requerimentos para favorecer
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a atividade da AOX (alta concentracio de piruvato, "pool" de nucleotideo de piridina
reduzido, "pool"de ubiquinona reduzido ). A particdo de elétrons para a via
alternativa ndo é um desvio estatico (um simples "over flux" da via citocrémica),
mas funciona como um sistema dinamico capaz de responder a disponibilidade de
carbono e poder redutor na mitocondria (Vanlerberghe & Macintosh, 1997).

Apesar das dificuldades em obter uma proteina purificada estavel, progressos
consideraveis tém sido feitos nas ultimas décadas para o entendimento da natureza
molecular da regulagdo e catdlise da AOX. Uma ampla variedade de mutantes de
proteina em combinacdo com o desenvolvimento atual de sistemas bacterianos de
"super-expressao” sao ferramentas chaves para uma melhor compreensdo das
hipoteses estruturais e mecanicas (Affourtit et a., 2002).

Técnicas de Biologia Molecular na Exploracdo da Oxidase Alternativa:

Biblioteca de cDNA

As populacdes de RNA mensageiro (mRNA) acumuladas num dado tecido sdo
representativas desse tecido. Dessa forma é possivel caracterizar a expressao de
diferentes genes expressos num dado 6rgdo ou tecido a partir do isolamento e
identificacdo das populaces de mRNA dos genes de interesse. Entretanto, a
manipulacgdo de mRNA é delicada (pequena quantidade existente e sensibilidade a
acdo de nucleases) fazendo-se necessario transformar esses mRNAs em DNAs de

dupla fita que sdo manipulaveis e adaptaveis a clonagens em vetores bacterianos.
Uma biblioteca de cDNA (DNA complementar a um mRNA) é entdo representativa
das populagbes de mRNAs de um dado tecido num estado determinado de seu
desenvolvimento. Ao contrario da biblioteca genémica, uma biblioteca de cDNA sera
especifica de um tecido podendo ser considerada como uma “fotografia instantanea”
das populacdes de mRNAs (Tagu, 1999).

A construgdo de um banco de cDNA envolve varias etapas como: I)
purificacdo dos mRNAs poli adenilados do tecido de interesse (através de
cromatografia de afinidade numa coluna de poli T); II) transformacdo dos mRNAs
em cDNAs de fita simples através de uma transcriptase reversa; III) eliminagdo
especifica dos mRNAs por uma RNAse H; 1IV) sintese da segunda fita de DNA através
de uma DNA polimerase; V) ligacdo de oligonucleotideos (adaptadores) nas
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extremidades dos cDNAs a fim de criar sitios de restrigdo; VI) ligacdo dos cDNAs em
vetores de clonagem (plasmidio ou fago) e VII) integracao dos vetores

recombinantes numa bactéria (Tagu, 1999).

Vetores de clonagem
Os vetores utilizados na construcdo de uma biblioteca de cDNA sdo plasmidios

ou bacteriéfagos.

Um plasmidio € uma molécula de DNA de dupla fita circular, extra
cromossomico, capaz de se replicar (independentemente do cromossomo bacteriano)
dentro de uma célula e de ser transferido para uma outra célula. Os plasmidios sdo
moléculas pequenas (de 3 a 10 kpb), possuindo uma origem de replicagdo, um ou
varios genes que conferem resisténcia a antibidticos (permitem a selecdo de
bactérias que receberam um determinado plasmidio) e um sitio de poli-clonagem. O
sitio de poli-clonagem é uma seqliéncia de DNA constituida de uma sucessdao de
seqiiéncias reconhecidas e seccionaveis por diferentes enzimas de restricdo. Esses
sitios de restricdo sdo Unicos (eles aparecem apenas no sitio de poli clonagem em
toda a seqliéncia do plasmidio) e sdo utilizados para inserir um DNA exdgeno a ser
clonado. Moléculas de DNA exdgenas de até 4 kpb podem ser facilmente integrados
nesses vetores plasmidicos, ja as moléculas maiores serdo dificilmente aceitas (Tagu,
1999).

Um bacteriéfago é um virus bacteriano que pode integrar moléculas de DNA
maiores em relacdo aos plasmidios. O bacteriéfago mais utilizado em clonagem € o
bacteriéfago A que possui um DNA de tamanho aproximado de 50 kpb. O seu DNA
possui extremidades coesivas (seqliéncia cos) o que lhe permite circularizar na
infeccdo bacteriana. Na ocasido dessa infecgdo, a particula do fago fixa-se no
exterior da bactéria e lanca sua molécula de DNA para o interior da célula bacteriana.
A maquinaria enzimatica da bactéria vai ser utilizada para transcrever e traduzir as
proteinas codificadas pelo DNA do fago A, notadamente as proteinas que constituem
a capa protéica do virus. O DNA fagico vai igualmente se replicar em um ndmero
muito grande de vezes e as novas moléculas de DNA sintetizadas serao encapsuladas
dentro de novas capas fagicas no interior da célula bacteriana, em seguida esta
célula ird romper-se e liberar milhares de particulas fagicas idénticas ao fago que
infectou a bactéria. Esses novos fagos irdo entdo infectar as bactérias vizinhas (Tagu,
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1999).
A vantagem de um vetor bacteriofagico sobre um vetor plasmidico € que seu

DNA aceita moléculas de DNA exdgenos maiores, em média 20 kpb (Tagu, 1999).

vetor AZIPLOX

A biblioteca de cDNA utilizada nesse trabalho para o “screening” de clones
positivos da AOX era construida com o vetor AZIPLOX (Figura 7).

O bacteriéfago AZIPLOX (GIBCO BRL) é um vetor de expressdo A
engenheirado a partir do bacteriéfago P1 e do plasmidio pZL1, podendo acomodar
insertos de cDNAs com até 7 kpb. O bacteri6fago P1 tem um sistema de

recombinacdo sitio especifico composto de 2 elementos: um /ox P “cis-acting locus” e
uma proteina (Cre) que catalisam a troca de seqiiéncias que flaqueiam os dois sitios
loxP (Abremski et al, 1983; Hoess & Abremski, 1985). O AZIPLOX foi construido
através da insercao do plasmidio pZL1 entre os sitios /oxP do bacteriéfago P1. O
plasmidio pZL1 é uma versdao modificada do plasmidio pSPORT 1, diferindo por
possuir um simples sitio /oxP e a seqiiéncia clonada incA (Figura 8). O plasmidio
pZL1 apresenta 19 Unicos sitios de restricdo no sitio de poli clonagem flanqueados
pelos promotores SP6 e T7 RNA polimerase, apresenta ainda a origem de replicacao
do bacteriéfago f1 para a producdo de uma simples fita de DNA, além de um gene
Ap" que confere resisténcia a ampicilina '(Figuras 7 e 8). Na construcao da biblioteca,
os cDNAs com extremidades compativeis sao inseridos entre os sitios de restricdo
Not1 e Sall do vetor AZIPLOX .

Excisdo /n vivo do plasmidio pZL1

O plasmidio pZL1 pode ser liberado /in vivo do DNA fagico através da infecgao
de bactérias de £ coli DH10B (ZIP) com o fago AZIPLOX (Figura 9); O plasmidio
pZL1 (e algum cDNA clonado dentro dele) é separado do genoma AZIPLOX e
circularizado pela recombinacdo dos sitios Cre-/loxP dentro de bactérias DH10B
(ZIP). Esse processo também produz um fago A intacto, entretanto, um profago A
residente em DH10B (ZIP) reprime a expressao do fago, prevenindo a iniciacdao da
replicacdo litica. Na bactéria DH10B (ZIP), a medida que o nimero de cdpias do
plasmidio pZL1 aumenta, o locus incA do pZL1 inibe a replicagdo do plasmidio
residente pZIP pela interagdo com o seu ori P1. Em auséncia de selecdao por
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canamicina, o bloqueio da replicagéio causa a rapida perda de pZIP e um declinio no
nivel da recombinase Cre enddgena resultando numa alta producdo de DNA pZL1.

Sistema de expressao de proteina exdégena em Escherichia coli
O sistema de expressao da proteina recombinante produzida nesse trabalho

foi o “QIAexpress” (QIAGEN). Esse sistema permite a expressao, purificacdo,
deteccdo e analise de proteinas ligadas a 6 histidinas na extremidade amino terminal.
Altos niveis de expressao dessa proteina em £. colj, usando vetores pQE QIAexpress
sao baseados no sistema transcricao-traducdo do promotor T5.

Vetor de expressao

Os plasmidios pQE pertencem a familia de plasmidios pDS (Bujard et &/,
1987) e foram derivados de plasmidios pDS56/RBSII e pDS781/RBSII-DHFRS (Stiider
et al.,, 1990). Esses plasmidios apresentam as seguintes caracteristicas (Figura 10):

- Elemento promotor-operador otimizado consistindo de promotor T5 fagico
(reconhecido pela RNA polimerase de £. coli) e duas seqiiéncias do operador /ac que
melhora a ligacdo do repressor /ac e assegura uma eficiente repressao do forte
promotor T5;

- Sitio de ligacdo ribossomal sintético, RBS II, para alta taxa de traducdo;

- Sequéncia codante de 6 histidinas para possibilitar a purificacdo apds a
expressao;

- Sitio de poli-clonagem e cddons “stop” em todo fragmento de leitura para
conveniente preparacao de plasmidios recombinantes;

- Gene da B-lactamase (bla) que confere resisténcia a ampicilina (Sutcliffe,
1979);

- Origem de replicagao ColE1 (Sutcliffe, 1979).

Regulacdo da expressao

Altos niveis de transcri¢do iniciados pelo promotor T5 podem ser regulados e
reprimidos eficientemente somente através da presenca de altos niveis da proteina
repressora lac. A linhagem de E. coli usada nesse sistema contém o plasmidio pREP4

que confere resisténcia a canamicina e expressa constitutivamente a proteina
repressora lac codificada pelo gene /ac I (Farabaugh, 1978). O plasmidio pREP4 =
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derivado do pACYC e contém o replicon p15A. Mltiplas copias do pREP4 estao
presentes nas células de £. coli assegurando a producdo de altos niveis da proteina
repressora lac que se liga as seqiiéncias do operador no plasmidio pQE e regula
finamente a expressdo da proteina recombinante. O plasmidio pREP4 é compativel
com todos os plasmidios que possuem a origem de replicacdo ColE1 e é mantido em
E. coli na presenca de canamicina 25 pg/mL. A expressdo de proteinas
recombinantes codificadas pelos vetores pQE é rapidamente induzida pela adicdo de
IPTG que se liga a proteina repressora lac e inativa-a. Uma vez que o repressor /ac é
inativado a RNA polimerase da £ coli pode transcrever as seqliéncias inseridas
(gene) ao promotor T5. O sistema com duplo operador lac nos vetores pQE em
combinacdo com altos niveis da proteina repressora lac produzidas pelo pREP4
assegura um fino controle da transcricao.

Purificacdo da proteina recombinante

A proteina recombinante expressa em F£. coli através desse sistema
“QIAexpress” € purificada por cromatografia de afinidade de matriz Ni-NTA [acido
nitrilotriacético (NTA) ligado ao ion niquel] gracas a presenca de 6 histidinas (6xHis
tag) na porcdao amino terminal. NTA é um quelante adsorvente tetradentado que
ocupa 4 dos 6 sitios de ligacdo na coordenagdo esférica com o ion niguel, ficando 2

sitios livres para interagir com a seqtiéncia “6xHis tag”.
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OBJETIVOS

1) Estudar o efeito do estresse hidrico e salino na expressao da oxidase alternativa
(AOX) em cultivares de Vigna unguiculata (L.) Walp com diferentes niveis de

tolerancia a esses estresses;

2) Isolar e caracterizar clones de cDNA da AOX de V. unguiculata a partir de uma
biblioteca de cDNA de folhas de V. wunguiculata cv. EPACE 1 em condicdes de

estresse hidrico moderado;
3) Avaliar a expressao do(s) gene(s) da AOX identificados;

4) Produzir a AOX recombinante de V. unguiculata em Escherichia coli .



33

MATERIAL E METODOS
1 - MATERIAL VEGETAL

O feijdo de corda foi classificado por Verdcourt (1970), como uma
dicotiledonea, pertencente a ordem Fabales, Familia Fabaceae, sub-familia
Faboideae, tribo Phaseoleae, sub-tribo Phaseolinae, género Vigna, espécie Vigna
unguiculata (L.) Walp. As cultivares utilizadas neste trabalho foram escolhidas em
virtude de suas diferengas de tolerancias ao estresse salino, sendo a cultivar Vita 3
menos sensivel do que a cultivar Vita 5 (Fernandes de Melo et a/,, 1994).

Sementes de V. unguiculata das cultivares Vita 3 e Vita 5 fornecidas pelo
Banco de Sementes do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do
Ceard, foram imersas, por 5 minutos, em solucdo de hipoclorito de calcio (CaOCl) a
0,5%, para remocdo de possiveis esporos de fungos presentes no tegumento das
sementes, sendo em seguida lavadas exaustivamente em dgua corrente para
remocdo do CaOCl. Apds esse tratamento as sementes foram imersas em agua
destilada, por um periodo de 2-3 horas, até que atingissem, aproximadamente, o
dobro do tamanho inicial. Esse tratamento visava possibilitar uma germinagao mais
uniforme.

A germinacao das sementes foi feita em papel de filtro, com 20 a 25 sementes
por 1/4 de folha embebida com dagua destilada, na obscuridade a temperatura
controlada (25°C), por 3 dias quando as plantulas eram transferidas para um sistema

de hidroponia.
2 — SISTEMA DE HIDROPONIA

O sistema de hidroponia utilizado para o desenvolvimento de plantas de V.
unguiculata nesse trabalho, era constituido por um recipiente revestido com papel
preto para evitar a passagem de raios de luz e consequliente absorgao destes pelas
raizes, assim como um sistema de bombeamento de ar para evitar a desoxigenagao
do meio nutritivo. No experimento completo foram utilizados 10 recipientes, sendo 5
para cada cultivar (Vita 3 e Vita 5) correspondendo as condigfes controle, NaCl 100
mM, NaCl 200 mM, polietileno glicol 6000 (PEG) 200,67 g/L e PEG 276,28 g/L. Cada
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recipiente, como é mostrado na Figura 11, comportava entre 50 e 55 plantas.

2.1 — Solucdo nutritiva
A solugdo nutritiva utilizada foi a solugdo “"KNOP” contendo micro nutrientes:

Ca (NOs); . 4H,0 ——------ 1,44 g/L
KNO3 0,25 g/L
KH,PO4 0,25 g/L
MgS0s . 7H;0 -=---------- 0,246 g/L

Micro nutrientes

FeEDTA 65,7 mg/L
H3BO3 ~------ 2,86 mg/L
MNCl . 4H,0 =-=-----===-=-- 2,84 mg/L
Na,Os;Mo . 2H,0 ----------- 0,286 mg/L
ZnS04 . 7H;0 -—====mmmememmm 0,22 mg/L
CuSO4 . 5H,0 ~———-m=mmmm- 0,079 mg/L
CoSO4 . 7H,0 —=-=-==mmmmamn- 0,0476 mg/L

Apds a fixacdo das plantulas de V. unguiculata no sistema de hidroponia, os
recipientes hidroponicos eram transferidos para uma casa de vegetacdo com luz
artificial nas seguintes condigOes: foto-periodo de 14 horas (14 horas-dia e 10 horas-
noite); temperatura de 24°C dia / 20°C noite e umidade relativa do ar de 70%

dia/noite.

2.2 — Estresse osmético em plantas de Vigna unguiculata

O choque osmdtico nas cultivares Vita 3 e Vita 5 foi aplicado apds 10 dias de
iniciada a germinacao (7 dias em hidroponia). As plantas controle tiveram apenas a
troca da solucao nutritiva antiga por uma nova, enquanto que as demais plantas
foram submetidas a estresse salino pela adigdo de NaCl 100 mM ou a estresse hidrico
pela adicdo de PEG 200,67 g/L a nova solucdo nutritiva. Os estresses mais severos
com NaCl 200 mM e PEG 276,28 g/L foram aplicados somente apds 24 horas em
metade das plantas ja estressadas com NaCl 100 mM e PEG 200,67 g/L,
respectivamente. A adicdo de NaCl ou PEG, estabeleceu um ambiente hidropénico
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FIGURA 11 — Representacao do sistema de hidroponia utilizado para o desenvolvimento
de plantas de Vigna unguiculata
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com diferentes potenciais osmaticos para as raizes das cultivares de V. unguiculata.
Os estresses foram mantidos por um periodo de 7 dias (17 dias apds a germinaggo),
quando as raizes e ou folhas das plantas eram colhidas para a imediata extracdo
mitocondrial ou congeladas a — 80°C para posterior extragdo de RNA total e
preparacdo de extrato protéico bruto. Antes da coleta das raizes, estas eram lavadas
em agua destilada por 90 segundos para a retirada do excesso de sais ou de PEG.

2.2.1 — Potencial Osmético

O potencial osmatico representa a forga exercida pela interac@o entre a dgua e
as particulas de soluto dissolvidas. Ele esta ligado a osmolalidade ou molalidade
(quantidade de moléculas de soluto osmoticamente ativas por kg de agua) pela
equacao: © = - imRT. Considerando = o potencial osmédtico em MPa (mega pascal);
R= 0,00831 MPa . kg / K; T temperatura em K (=293); m molalidade (mol/kg
d'agua); i constante de ionizacdo (para o NaCl, i=2 considerando 1 mol de sal
equivalente a 2 mols de ions osmoticamente ativos, se o sal esta totalmente
dissolvido).

A medida do potencial osmético foi realizada com um osmémetro a pressado de
vapor (VAPRO 5520, Wescor). O resultado era mostrado diretamente na unidade
padrao internacional para a osmolalidade: mmol/kg.

2.2.2- Medida da osmolalidade das solugbes nutritivas

Duas solucGes nutritivas foram inicialmente preparadas diferindo pela
presenca de NaCl 100 mM ou 200 mM e a partir destas solugdes foram medidas as
osmolalidades. O osmometro de Wescor era calibrado com solugbes padrdes de 100,
290 e 1000 mmol/kg, sendo a seguir pipetados 10 uL de solugao nutritiva salinizada
e depositados num disco de papel de filtro na cdmara do aparelho, onde a medida se
efetuava automaticamente. Para as solugbes nutritivas com NaCl 100 mM ou 200 mM
foram obtidas as osmolalidades de 211 e 391 mmol/kg, respectivamente. A partir
desses valores obtiveram-se as solucdes equivalentes em osmolalidades com PEG.
Para a solucdo nutritiva com PEG 200,67 g/L obteve-se uma osmolalidade de 214
mmol/kg enquanto que a solugao com PEG 276,28 g/L apresentou uma osmolalidade

de 389 mmol/kg.
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3 — ESTUDOS BIOQUIMICOS

3.1 - Extracdo da Fracdo Mitocondrial

As mitocondrias foram isoladas de raizes de “Vita 3” e “Vita 5” em condices
controle, de estresse salino (NaCl 100 mM e 200 mM) e de estresse hidrico (PEG
200,67 g/L) pelo método de Cornu et al. (1996) modificado. As raizes (60 a 70 g)
foram separadas dos hipocdtilos e lavadas em dgua destilada a 4°C por 1 minuto e
meio para retirada do excesso de sais e ou PEG, em seguida cortadas com auxilio de
uma tesoura, em pequenos pedagos, num gral previamente resfriado contendo meio
de extragao a 4°C (30 g de raiz/170 mL de tamp&o de extracdo) e maceradas com 0
auxilio de um pistilo durante 7 minutos. O meio de extragdo continha: Manitol 0,45
M, DTT 5,0 mM, EDTA 5,0 mM, BSA 1% (p/v) em tampao MOPS 30 mM sendo o pH
ajustado com KOH 5N para 7,4. O macerado obtido era filtrado em tela de nylon com
malha de 150 um e o homogenato resultante era entdo submetido a centrifugacdo
diferencial, conforme o esquema da Figura 12. Todo o processo de obtencdo do
homogenato foi feito em baixa temperatura e o pH do mesmo, ficou mantido em
torno de 7,2.

O processo de centrifugacdo foi realizado em centrifuga refrigerada Beckman
J2-HC, rotor JA—18; a temperatura de 4°C. A primeira centrifugagdo foi realizada a
1.500 x g por 15 minutos, o precipitado obtido era descartado e o sobrenadante
submetido a nova centrifugacdao a 9.600 x g por 20 minutos. O sobrenadante obtido
era descartado e o precipitado, onde se encontrava a fracao mitocondrial, era
ressuspenso em meio de lavagem contendo Manitol 0,45 M, EDTA 1 mM e BSA 0,5%
(p/v) em tampdo MOPS 10 mM, com pH ajustado para 7,2. Essa ressuspensao era
feita com baixo volume de meio de lavagem, aproximadamente 1 mL, com ajuda de
um pincel de cerdas macias, de modo suave para ndo romper as membranas
mitocondriais. Os precipitados ressuspensos eram transferidos para tubos de
centrifuga que tinham seus volumes completados com meio de lavagem e
submetidos a centrifugacdo de 1.000 x g por 10 minutos, sendo o precipitado obtido
descartado e o sobrenadante centrifugado a 9.600 x g por 15 minutos. O precipitado
obtido nessa Ultima centrifugacao, continha a fragdo mitocondrial bruta, que seria
entdo purificada. A purificagdo da fracdo mitocondrial era feita em gradiente
descontinuo de Percoll (5, 28, 45 e 60%), preparado de acordo com a tabela 1.



38

[ Batves 46 Vigna

unguiculata J = MACERACAO
' =  CENTRIFUGACAO 1.500 x g por

15 minutos
[ PRECIPITADO q [ SOBRENADANTE q
= CENTRIFUGACAO
9.600 x g por 20 minutos
E’REC]PITADO} ( SOBRENADANTE ]

= RESSUSPENSAO
= CENTRIFUGACAO 1.000x g

por 10 minutos
[ SOBRENADANTE ] L PRECIPITADO ]

=  CENTRIFUGACAO 9.600 x g POR 15 minutos
[ PRECIPITADO ] = RESSUSPENSAO

(Mitocondrias brutas) | = CENTRIFUGACAO 7.200
x g por 40 minutos em
gradiente descontinuo de /‘:&1
PERCOLL. s0r
A 1]
| BANDA CONTENDO MITOCONDRIAS | —p [ 28%
45%
p=s
=  CENTRIFUGACAO 13.000 x 60%
g por 20 minutos —

(Mitocondrias puras) [ SOBRENADANTE J

PRECIPITADO ]

FIGURA 12 — Esquema de extracdo e purificacdo de mitocOndrias de raizes de Vigna
ungufculata
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Tabela 1 - Preparacao do gradiente descontinuo de Percoll
5% 28% 45% 60%
Solucao 2X 3 mL 3mL 3mL | 1,8mL + 73,8mg de manitol
Percoll 03mL |1,68mL | 2,70 mL 2,70 mL
H,O 2,70 mL | 1,32 mL | 0,30 mL =
PVP-25 60mg | 60 mg | 60 mg 45 mg
Volume final 6 mL 6 mL 6 mL 4,5 mL

Obs. Ao final, os pHs das solugdes gradiente eram ajustados para 7,2.

O gradiente era montado num unico tubo de centrifuga adicionando-se as
solucdoes de Percoll na ordem decrescente de concentragdo (60, 45, 28 e 5%)
tal
cuidadosamente ao tubo de gradiente aproximadamente 1,0 mL da fracdo

utilizando para uma bomba peristaltica. Em seguida, adicionava-se

mitocondrial bruta (ressuspensa com meio de lavagem) e centrifugava-se a 7.200 x g
JA-18,
esquematizado na Figura 12. A fracdo mitocondrial era removida com auxilio de uma

durante 40 minutos em rotor resultando numa separagao como
pipeta, diluida 10 vezes em meio de lavagem e recentrifugada a 13.000 x g usando o
mesmo rotor por 20 minutos. Apds essa centrifugacdo o sobrenadante era
descartado e as mitocondrias purificadas eram ressuspensas em 5 gotas de meio de
lavagem. Parte das mitocondrias eram separadas para averiguar a qualidade da
preparacao (teste de integridade da membrana externa), e o restante era guardado

a — 20°C para analises de Western blotting.

3.1.1 - Determinacdo da Proteina Mitocondrial

A concentracdo de proteina mitocondrial foi determinada pelo método de
Bradford (1976).

Amostras mitocondriais (5 pL) eram inicialmente diluidas em tubos eppendorf
contendo 245 uL de H,O destilada (diluicdo de 50x). Em seguida, eram pipetados
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50uL dessa solucdo num outro tubo que continha 750 uL de agua destilada, sendo o
tubo homogeneizado e a ele adicionado 200 pL de Reativo de Bradford (diluigao final
de 1.000 x). As amostras eram novamente homogeneizadas e lidas contra um padrao
branco em espectrofotometro a 595 nm apds um intervalo de 5 minutos. A
concentracgao de proteina era determinada em relacdo a uma curva padrao de BSA.
Em média, partindo-se de 60 g de raizes eram obtidas de 1,5 a 3 mg de
proteina mitocondrial. Como as amostras mitocondriais haviam sido ressuspensas em
meio de lavagem contendo 0,5% de BSA, para se chegar ao valor real de proteina
mitocondrial subtraia-se a proteina obtida num dado volume de amostra mitocondrial

da proteina obtida no mesmo volume de meio de lavagem.

3.1.2 - Avaliacao da Integridade da Membrana Mitocondrial Externa

A integridade da membrana mitocondrial externa foi avaliada comparando-se
a cinética de oxidacdo do citocromo C reduzido, em auséncia e presenca de triton X-
100 medida a 550 nm em espectrofotometro. O principio dessa avaliacdo baseia-se
em que a molécula do citocromo C, reduzida com ditionite de sddio, é oxidada pela
cadeia transportadora de elétrons (CTE) por ocasido da ruptura da membrana
mitocondrial externa, que por sua vez é impermeéavel ao citocromo C. A medida que
o citocromo C vai sendo oxidado pela CTE, vai havendo uma mudanga na coloragao
de vermelho para laranja no tubo de reacdo que é detectada pelo decaimento de
absorbancia a 550 nm. O estimulo da velocidade de oxidagdo do citocromo C
reduzido € fungdo do grau de ruptura da membrana externa, sendo a méaxima
velocidade de oxidacao obtida em presenca de triton X-100 0,04% (Neuburger et al.,
1982).

Ensaio controle (auséncia de triton X-100): 5 uL de mitocondrias purificadas
eram adicionadas em 1 mL de uma solucao de reagdao contendo: manitol 0,45 M,
tampdo fosfato 5 mM (pH 7,2), citocromo C 0,6 mg/mL e ditionite de sddio suficiente
para reduzir o citocromo C. Apds a adicdo de mitocondrias, a oxidagdo do citocromo
C era imediatamente medida a 550 nm durante 1 minuto.

O ensaio de ruptura membranar era feito em modo e condicdes semelhantes
as anteriores, mas acrescentando previamente triton X-100 0,04% na solucdo de
reacao.

Os valores de integridade obtidos com mitocondrias de “Vita 3” e “Vita 5” em
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condicBes controle e de estresse hidrico/salino variaram de 75 a 92%.

3.2 — Preparacdo do Extrato Protéico Bruto

A preparacdo de extrato protéico bruto foi feita de acordo com Millenaar et ai.
(2000).

Aproximadamente 200 mg de raizes das cultivares Vita 3 e Vita 5 em
condigbes controle, estresse salino (NaCl 100 mM e 200 mM) e estresse hidrico (PEG
200,67 g/L) eram macerados em nitrogénio liquido durante 2 minutos usando gral e
pistilo previamente resfriados. Em seguida, eram adicionados 800 pL de tampao de
extracao [Tris-HCl (pH 6,8) 62,5 mM, SDS 2% (p/v), glicerol 10% (v/v) e azul de
bromofenol 0,001% (p/v)] e meia espatula de areia fina esterilizada. A amostra era
macerada até que uma mistura pastosa formada se tornasse liquida. O macerado
resultante era entdo centrifugado a 16.000 x g por 10 minutos a temperatura
ambiente e o extrato protéico bruto era obtido a partir do sobrenadante.

3.3 - Eletroforese em Sistema SDS-PAGE
3.3.1 — Preparacao das Amostras
As eletroforeses em SDS-PAGE eram feitas a partir de mitocondrias purificadas

e ou de extrato protéico bruto.

3.3.1.1 — Amostras Mitocondriais

MitocOndrias ressuspensas em méio de lavagem com BSA, guardadas a —20°C
eram descongeladas, diluidas 1:10 (v/v) em meio de lavagem sem BSA (100 uL de
mitocondrias/1 mL de meio de lavagem), homogeneizadas e centrifugadas a 10.000
X g por 10 minutos em centrifuga refrigerada a 4°C. Essa lavagem era repetida mais
uma vez para a retirada do BSA e o precipitado final era dissolvido num volume de
meio de lavagem (sem BSA) para atingir uma concentracdo média de 2 pg/ul. A
proteina mitocondrial era novamente determinada pelo método de Bradford (1976).

Amostras de 5 ng de proteina mitocondrial eram entdo solubilizadas num
volume final de 50 pL de tampao amostra contendo: Tris-HCl (pH 6,8) 0,1 M, SDS
2%, glicerol 10% e azul de bromofenol 0,01%. Em seguida, as amostras eram
aquecidas a 100°C durante 5 minutos, levemente centrifugadas e depositadas no gel

para eletroforese.
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3.3.1.2 — Amostras de Extrato Protéico Bruto
As amostras eram descongeladas e 50 uL eram pipetados num tubo

epperdorf, aquecidas a 100°C por 5 minutos, levemente centrifugadas e depositadas
no gel para eletroforese.

3.3.2 - Preparacdo dos Géis de Poliacrilamida
Os géis de poliacrilamida foram preparados de acordo com o método de
Laemmli (1970) em presenca de SDS, conforme protocolo a seguir:

a) Main gel (10%):

Agua destilada 7,3 mL
Tris-HCI 1,0 M, pH 8,8 7,5 mL
SDS 20 % (p/v) 100 pL
bis-acrilamida 40 % 5,0 mL
Persulfato de Amonia 100mg/mL ---------- 64 puL
TEMED 10 pL
b) Stacking gel (4,5%)

Agua destilada 7,46 mL
Tris-HCl 1,0 M, pH 6,8 1,25 mL
SDS 20 % (p/v) 50 ul
bis-acrilamida 40% 1,12 mL
Persulfato de Amonia 100mg/mL ----------- 100 puL
TEMED 20 pL

Este protocolo permitia a confeccdo de 2 géis com as seguintes dimensdes:
largura 8,5 cm, altura 6,5 cm e espessura de 2 mm.

3.3.3 - Condicdes de corrida das eletroforeses

As proteinas mitocondriais e ou extrato protéico bruto foram aplicadas nos
géis de poliacrilamida e submetidas as mesmas condigOes de eletroforese: Tampao
de migracao contendo Tris 0,025 M, glicina 0,192 M e SDS 0,1%; corrente de 40 mA
(para 2 géis); tensao de 75 V e tempo de aproximadamente 2 horas. Nos géis era
também aplicado marcador de peso molecular, “Low Range Prestained SDS-PAGE
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Standards” (BIO-RAD), variando de 22 a 116 kDa.

3.3.4 — Coloragdo de géis SDS-PAGE

A coloracdo de géis SDS-PAGE foi feita usando o EZBlue™ Gel Staining
Reagent (G 1041, Sigma) que é baseado no Coomassie Brilliant Blue G-250.

Os géis foram lavados 3 vezes por 5 minutos com excesso de &gua
desionizada para a remogao do SDS, em seguida foram adicionados
aproximadamente 20 mL (por gel) do reagente de coloracdo submetendo-se a
agitagao durante, pelo menos, 1 hora. Apds o aparecimento das bandas protéicas,
essa solugdo era descartada e o gel lavado com agua destilada por 2 horas. Uma vez
que os géis haviam sido corados, os mesmos eram secos em folhas de celofane.

3.4 - Western Blotting

O Western blotting consistiu na transferéncia de proteinas de um gel de
poliacrilamida para uma membrana de nitrocelulose. O esquema de montagem do
sanduiche de transferéncia € mostrado na Figura 13. As proteinas das mitocondrias
ou do extrato protéico bruto foram transferidas de um gel de poliacrilamida para
uma membrana de nitrocelulose, marca SIGMA, com poros de 0,2 um através do
“Trans-blot SD Semi-Dry Transfer Cell” de eletrotransferéncia horizontal, marca Bio-
RAD. Esse aparelho faz a transferéncia de proteinas em condigdo semi-seca, onde os
papéis Whatman, -0 gel e a membrana eram colocados em placas de Petri,
embebidos por 30 minutos em tampdo de transferéncia contendo glicina 39 mM, SDS
0,0375% (m/v), metanol 20% (v/v) e TRIS 48 mM pH 9,0, para, em seguida,
montar-se o sanduiche de transferéncia tendo o cuidado de adicionar tampdo de
transferéncia no momento da sobreposicdo de cada camada. A amperagem de
transferéncia era calculada de acordo com a &rea do gel, onde para cada cm?
utilizava-se 5 mA (em média 180 mA por gel), enquanto que a voltagem era mantida
constante em 25 V. Nessas condigcdes o tempo de transferéncia era de 30 minutos.

Apds a transferéncia, desmontava-se o sanduiche e deixava a membrana
secar sobre um papel Whatman por 2 minutos, em seguida, para verificar a
qualidade da transferéncia, corava-se a membrana com uma solucdao de “Rouge
Ponceau” a 0,5% (p/v) (0,5 g do corante de Ponceau, 1,0 mL de dcido acético glacial
e agua destilada g.s.p. 100 mL) durante 2 minutos, recuperava-se o corante e
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FIGURA 13 — Sistema de transferéncia de proteinas de um gel de poliacrilamida para
uma membrana de nitrocelulose ‘
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lavava-se a membrana com &gua destilada até a remogao do excesso de corante,
guando entdo era visualizada a presenca de proteinas. A membrana era lavada 2
vezes (5 minutos) com PBST 1x para ser bloqueada durante a noite e hibridizada no

dia seguinte.

O tampao PBST 10X era constituido por:

NaCl 1,38 M 40,5¢g
KCl 27,1 mM 1,01 g
Na;HPO4 (anidrido) 98,9 mM --------- 7,02 g
KH,PO, (anidrido) 21,5 mM ---------- 1,469
Tween-20 (1%) 5mL
H,0 destilada q.s.p. 500 mL

3.4.1 — Bloqueio e Hibridizacao de Membranas
O bloqueio e a hibridizacdo de membranas teve algumas diferencas entre as
amostras mitocondriais e extrato protéico bruto.

3.4.1.1 - Amostras Mitocondriais

O bloqueio das membranas com as amostras mitocondriais foi feito em placa
de Petri contendo 30 mL de solugao de bloqueio (PBST 1x, leite desnatado 5%) e
deixada sob agitacdo durante a noite para o bloqueio dos sitios ativos livres dessas
membranas.

No dia seguinte a solucao de bloqueio era descartada e a membrana lavada 2
vezes com PBST 1x durante 5 minutos cada. A seguir, a membrana era hibridizada
com anticorpo monoclonal PM 043 isotipo G1, fornecido pela GT Monoclonal
Antibodies (Lincoln, USA) especifico para AOX desenvolvido em camundongo, dirigido
contra AOX de S. guttatum, (denominado anticorpo primario) numa diluicao de 1/500
em 30 mL de solucdo A (PBST 1x e BSA 1%). Apds 1 hora de hibridizacdo, esse
anticorpo primario era recuperado e a membrana lavada 2 vezes com PBST 1x
durante 5 minutos. Em seguida, a membrana era novamente hibridizada, agora com
um anticorpo conjugado a uma peroxidase HRT (anticorpo secundario) desenvolvido
em ovelha contra imunoglobulina de camundongo (fornecido pela Bio-Rad), diluido
1/5.000 em solucdo A. Apds hibridizacdo de 1 hora, o anticorpo secundario era
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descartado e a membrana era lavada 5 vezes com PBST 1x (primeira lavagem era de
15 minutos e as 4 lavagens seguintes eram de 5 minutos cada) antes da revelacao.

3.4.1.2- Amostras de Extrato Protéico Bruto

O bloqueio dos sitios ativos de membrana foi feito de maneira semelhante ao
descrito para as amostras mitocondriais, diferindo apenas na solugao de bloqueio que
era composta de PBST 1x e BSA 3%.

A hibridizacdo de membrana também foi semelhante, tendo como diferencas:
a diluicdo do anticorpo primario que foi de 1/100; as lavagens de membrana entre as
hibridagbes com anticorpo primario e o secundario (foram 5 lavagens, sendo a
primeira de 15 minutos e as restantes de 5 minutos); e a diluicdo do anticorpo

secundario que foi de 1/12.500.

3.4.2 - Revelacao do Western Blotting

As membranas foram reveladas por quimioluminescéncia.

Apds a ultima lavagem, as membranas eram ligeiramente secas em papel
whatman, colocadas sobre uma nova placa de Petri e incubadas por 1 minuto numa
solugdo de luminol (125 pL de solucdo de luminol/cm?® de membrana) que continha
os reagentes “enhanced luminol” e “oxidazing” (na proporcao 1:1) fornecidos pela
NEN life science. A seguir, as membranas eram enxutas suavemente em papel
toalha, enroladas em “filmito de polietileno” e levadas a uma sala de revelacao
fotogrdafica, onde a membrana era colocada dentro de um “cassette” para, em
seguida, ser sobrepostav por um filme de raio-X. O cassete era fechado deixando-se a
membrana em contato com o filme pbr até 5 minutos, quando entdo o mesmo era
recuperado e imerso numa solucdo reveladora por 5 minutos, lavado em agua
destilada e fixado numa solugao fixadora por mais 5 minutos.
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4 — ESTUDOS MOLECULARES

4.1 —"Screening” de uma Biblioteca de cDNA de Vigna unguiculata

Clones de cDNAs da AOX de V. unguiculata foram isolados de uma biblioteca
de cDNA AZIPLOX (Gibco-BRL) construida a partir de RNAs de cauda poli (A)* de
folhas de V. unguiculata, cultivar EPACE 1, submetido a condicdes de estresse hidrico
moderado (El Maarouf et al,, 1999).

As etapas de isolamento dos clones de cDNA da AOX compreenderam a
realizacdo de 3 “screenings”, nos quais foi necessaria a utilizacdo de uma sonda
homdloga da AOX marcada radioativamente para detecgdo dos mesmos. A Figura 14

mostra esquematicamente as etapas de um “screening”.

4.1.1 - 1° “Screening”
Para a realizacdo do 1° Screening, antes de tudo foi necessaria a preparacao,
purificacdo e marcacdo radioativa de uma sonda homodloga (cDNA) da AOX de V.

unguiculata.

4.1.1.1 — Obtencao de cDNA da AOX por RT- PCR

Um fragmento de cDNA da AOX foi obtido da reacdo da AMV transcriptase
reversa a partir de RNA total de V. unguiculata e do oligonucleotideo degenerado
(primer aox6) como iniciador. Posteriormente o produto de transcricao reversa (RT)
foi amplificado por PCR (reacdo em cadeia da DNA polimerase I) usando os primers
aox1 e aox6 que foram deduzidos de zonas conservadas da AOX de Arabidopsis e S.
guttatum segundo Cruz Hernandez and Gomez-Lim (1995).

5'- TGGACCTGCTTCAGGCCATGGGAGACGTA-3' primer aox1 (senso)
5'- TGRTT8ACRTC8CKRTGRTG8GCYTCRTC8GC-3' Primer aox6 (anti-senso)

A reacao de transcricao reversa foi feita de acordo com a tabela 2:
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FIGURA 14 — Etapas de “screening” de uma biblioteca de cDNA utilizando uma

sonda radioativa
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Tabela 2 — Mistura da reacdo de transcricdo reversa (RT)

FRNA total de folhas de Vigna unguiculata 1 ng/ulL 1 il
(7 dias de estresse com NaCl 200 mM)
Primer 6 - 10 p mols/uL 0,5 uL
H,O esterilizada 5uL
Aguecimento a 70°C durante 10 minutos seguido de resfriamento a 4°C
d NTPs (5 mM de cada) 5pulL
Tampdo 10x da RT AMV 2,5 L
RNAsina (inibidor de RNAse) 40 U/uL 0,6 uL
H,0 esterilizada 10,15 uL
Transcriptase reversa AMV (F — 570S Finnzymes) — 20 U/uL 0,25 pL

Trés tubos de reacdo foram incubados a 42°C durante 40 minutos, aquecidos
a 95°C por 5 minutos e rapidamente resfriados a 4°C. Posteriormente, o produto de
RT foi amplificado por PCR como mostrado na tabela 3.

Tabela 3 — Mistura da reacao de PCR

Produto de RT 10 puL

H.0 esterilizada 11 yL | Programa de PCR para amplificacdo
do produto de RT

Ebulicdo (100°C) durante 5 minutos

e rapidamente resfriado a 4°C 92°C ---- 1minuto

35 ciclos 50°C ---- 2 minutos

Primer 1 (10 pmols/ulL) 0,5 uL 72°C - 2 minutos
Primer 6 (10 pmols/uL) 0,5 uL

# _ Extensao 72°C --- 10minutos
Tampao da Taq polimerase 10x 2;5 k. Armazenagem 4°C -— o, (infinito)
Red- Taq polimerase 1 U/uL 0,5 uL

4.1.1.2 — Eletroforese do fragmento de cDNA Amplificado

Os Produtos de PCR (6 tubos de 25 plL) foram submetidos a eletroforese
horizontal em gel de agarose 1,5% (agarose 1,5% em TBE 1x) e TBE 1x como
tampao de corrida utilizando uma cuba de eletroforese GNA 100 (Pharmacia Biotech).
Em cada tubo de PCR foram adicionados 5 pL de azul de bromofenol [azul de
bromofenol 0,4% (m/v) e glicerol 50%] e em seguida os produtos de RT foram
aplicados em 6 pocos do gel de agarose, sendo um sétimo pogo preenchido com 200
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ng do marcador 100 pb (pares de base) DNA ladder. A eletroforese foi realizada nas
condigBes de 90 V, 25 mA, durante 1 hora e 30 minutos. Apos a eletroforese, o gel
era imerso numa solugao de brometo de etidio 0,5 pg/mL durante 20 minutos e em
- seguida lavado em agua destilada durante 15 minutos quando entdo era visualizado

num transluminador.

4.1.1.3 — Purificacao do Fragmento de cDNA da AOX

O fragmento de cDNA amplificado foi extraido do gel de agarose 1,5% com o
"QiAquick Gel extraction kit" (Quiagen, Alemanha).

Bandas do gel contendo o fragmento de cDNA de aproximadamente 620 pb
foram cortadas com a ajuda de um bisturi estéril e pesadas em dois tubos
"eppendorfs”, obtendo-se aproximadamente 360 mg de gel em cada tubo. Foram
adicionados 3 volumes de tampd@o QG para um volume de gel (100 mg de gel
correspondia a aproximadamente 100 pL de tampdo QG). A mistura foi entdo
incubada a 50°C, durante 10 minutos, invertendo-se os tubos em intervalos de 2 ou
3 minutos. Uma vez dissolvido o gel, a coloracdo esperada da mistura era amarela.
Em seguida, a amostra foi aplicada em uma coluna de "QiAquick", a qual era
centrifugada durante 1 minuto a 10.000 x g. Descartou-se o eluato e lavou-se a
coluna com 0,75 mL de tampdo PE, centrifugando-se durante 1 minuto a alta
velocidade. Mais uma vez, o eluato foi descartado e a coluna recentrifugada por 1
minuto a 10.000 x g para eliminar restos de etanol. Em seguida, o fragmento de
cDNA foi eluido por centrifugacdo, apds 1 minuto, em velocidade méxima, com 50 pL
de dgua. A amostra de cDNA foi entdo precipitada com acetato de sédio 0,3 M e 2,5
volumes de etanol durante 2 horas a —20°C . Finalmente a amostra foi centrifugada a
22.000 x g (centrifuga eppendorf) durante 15 minutos e o precipitado, invisivel a
olho nu, foi ressuspenso em 10 uL de H,O esterilizada. A qualidade e a quantidade
de cDNA purificado foram estimadas através de eletroforese em gel de agarose
1,5%. A concentragdao de cDNA foi estimada em 20 ng/uL através da comparacdo da
intensidade da banda do cDNA com as intensidades das bandas do marcador (100 bp
DNA ladder) reveladas pela emissao de fluorescéncia do brometo de etidio ao ser

irradiado por raios UV.
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4.1.1.4 — Obtencao da sonda marcada com *P
O fragmento de cDNA da AOX de V. unguiculata purificado foi marcado com

[o-**P]dCTP utilizando o kit “PRIME AGENE”".

O tubo de reacdo (tabela 4) foi incubado a 37°C durante 1 hora e
posteriormente a sonda marcada foi purificada em coluna de sephadex G-50 DNA
grade (Pharmacia Biotech).

Tabela 4 — Mistura da reacdao de marcacdo do cDNA da AOX
Fragmento de cDNA (20 ng/uL) ‘ 4 uL
H,0 esterilizada 58 uL
Ebulicdo (100°C) durante 5 minutos, seguido de
resfriamento a 4°C

Tampdo da DNA polimerase 5x 20 pL
DNTPs (5 mM de cada, menos dCTP) 4 ulL
BSA 4 uL
[0-*2P]dCTP (80 uCi) 8 ulL
DNA polimerase I (2,5 U/ul) 2 uL

O volume de reacdo (100 pL) foi adicionado a 5 mL de TE e eluido em coluna
de sephadex. O eluato foi recolhido em diferentes tubos eppendorf e o tubo de
eluicdo contendo 900 puL da sonda marcada foi identificado através de um detector

de radiagao.

4.1.1.5 — Hibridacao de membranas

A biblioteca de cDNA de V. unguiculata contendo aproximadamente 500.000
clones de bacteriéfagos (AZIPLOX) proliferados de Escherichia coli Y1090 (ZL) em
meio solido de cultura LB Agar (Agar Luria-Bertani) era formada por 10 placas de
Petri com didmetro de 15 cm (15 x 150 mm).

Membranas de nitrocelulose (hibond) foram cortadas em circulos similares a
area de superficie das placas de Petri e numeradas de 1 a 10. Para cada placa de
Petri foram cortadas 2 membranas objetivando evitar a coleta de clones falso-
positivos. Assim, para a placa de Petri n°® 1, havia as membranas 1A e 1B.

Inicialmente, as membranas foram marcadas com grafite, colocadas em
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contato com o LB Agar de suas respectivas placas de Petri durante 2 minutos.
Enquanto isso, a superficie inferior externa das placas era também marcada de
acordo com marcas de grafite feitas nas respectivas membranas. Esse procedimento
possibilitava a orientagdo e deteccdo dos clones positivos no meio de cultura apés a
revelacdo dos filmes radiograficos. Em seguida, as membranas eram pingadas do LB
Agar, imersas numa solucdo de desnaturagao (NaCl 1,5 M; NaOH 0,5 M) por 2
minutos, transferidas para uma solucdao de neutralizacao [NaCl 1,5 M; Tris-HCI 0,5 M
(pH 7,5)], deixadas por 5 minutos e lavadas em SSC 2x também por 5 minutos. As
membranas eram entdo colocadas para secar sobre papel Whatman durante 2 horas
com a face de clones transferidos voltada para cima. Em seguida, esses clones eram
fixados através da exposicdo das membranas aos raios UV por um tempo de 2
minutos.

As membranas foram enroladas em telas de nylon, colocadas em 4 tubos de
acrilico (5 membranas por tubo) com cada tubo contendo 30 mL de tampdo de
hibridacdo 2x. As membranas foram entdo pré-hibridizadas a 42°C durante 4 horas
num forno de hibridacdo (Techne Hibridization incubator). Passado esse tempo, a
sonda marcada foi aquecida a 100°C por 10 minutos e rapidamente resfriada em
gelo por 5 minutos. O tampdo de pré-hibridacdo foi diluido 1:1 com agua esterilizada
a 42°C, 225 uL da sonda marcada foram adicionados a cada tubo e as membranas

foram hibridizadas a 42°C durante a noite.

Tampao de hibridacdo 1x

Formamida 50%

SSC 5X

Solucao de Denhardt’s 5X

(PVP 0,1%, ficoll 0,1%, BSA 0,1%)

Fosfato de sddio (pH 6,8)--------------- 50 mM
SDS (p/v) 1%

DNA de esperma de salmao ------------ 100 pg/mL

O tempo de hibridacdo foi de 16 horas. No dia seguinte, a sonda diluida no
tampao de hibridacdo foi recuperada e as membranas foram lavadas com diferentes
concentracdes de SSPE (NaCl 0,15 M, NaH,PO4 . H,O 10 mM (pH 7,4), EDTA 1,25
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mM) na seguinte ordem:
12 lavagem — 50 mL de SSPE 1x durante 20 minutos a 42°C;

22 lavagem - 50 mL de SSPE 0,5x durante 35 minutos a 42°C

32 lavagem — 50 mL de SSPE 0,2x por 45 minutos a 42°C

42 lavagem — 50 mL de SSPE 0,2x por 20 minutos a 42°C

Apds as lavagens, as membranas foram desenroladas da tela de nylon,
plastificadas em 4 grupos de membranas (5 membranas/grupo) e marcadas com
pontos radioativos para a identificacdo da orientacao do filme de raio-X apds a
revelacdo. Numa sala fotografica, cada grupo de membranas com a face radioativa
voltada para cima foi entdo posicionado dentro de um “cassette” sendo a seguir
sobreposto um filme de raio-X. Os “cassetes” foram fechados e armazenados a —
80°C durante 48 horas.

4.1.1.6 — Revelagao e coleta de clones positivos da AOX

Os “cassettes” foram retirados db freezer a — 80°C e levados para uma sala
fotografica. Os filmes foram recuperados, imersos numa solucdo reveladora por 5
minutos, lavados em agua e fixados por 5 minutos numa solugdo fixadora.

Apds a revelacdo, os filmes foram cortados de acordo com a imagem circular
pressionada das membranas e das marcas dos pontos radioativos feitos antes da
exposi¢cao. Em seguida, cada placa de Petri da biblioteca de cDNA foi sobreposta ao
par de filmes de raio-X correspondente (por exemplo, os filmes 1A e 1B eram
relativos a placa 1) e a posi¢cao dos clones positivos no LB Agar foi marcada na placa
de Petri para realizar a coleta. A coleta foi feita numa camara de fluxo laminar com o
auxilio de uma ponteira esterilizada de pipeta automatica (P-200), utilizando-se a
extremidade de encaixe para remogao do LB Agar contendo o clone positivo. O LB
Agar foi entdo adicionado a um tubo eppendorf previamente etiquetado com as
informagdes do referido clone e contendo 250 pL de tampao SM (NaCl 100 mM,
MgSO4 . 7H,0 10 mM, Tris-HCI 50 mM (pH 7,5), gelatina 0,01% p/v). Ao final foi
adicionada 1 gota de cloroférmio em cada tubo.

4.1.2 — Preparacgado de clones positivos para o 2° e 3° “Screenings”
Uma vez obtidos os clones de AZIPLOX positivos no 1° “screening” foi

necessaria a realizagdo de dois “screenings” complementares até o isolamento
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completo desses clones. Para isso, os clones coletados de AZIPLOX deveriam ser
proliferados em placas de Petri com LB Agar de forma que fosse possivel obter zonas
de lise bem isoladas. Dessa forma, para a realizacdo desses “screenings” era
previamente indispensavel: preparar meios de cultura, fazer cultura de bactérias E£.
coli Y1090 (ZL) e DH10B (ZIP), determinar a diluicao adequada para cada clone de
MIPLOX positivo, preparar placas de Petri (LB Agar) dos clones de AZIPLOX com a
diluicao adequada e enfim, realizar os “screenings”.

4.1.2.1 — Preparacao de Meios de cultura
Os meios de cultura necessarios a realizacdo dos experimentos foram
preparados com MgSO4 10 mM para favorecer o desenvolvimento de fagos AZIPLOX.

TOP Agarose 0,6%

Bacto-triptona 2g
Extrato de levedura ----------- 1g
NaCl 0,5¢g
MgSO; . 7H,0 0,52¢g
H-0 destilada suficiente

para a dissolugdo

NaOH 2,5N 0,2 mL
Agarose 128
H.O destilada g.s.p. ---------- 200 mL

LB liquido MgS04

Bacto-triptona. ~———=s=scmmees 2g
Extrato de levedura ----------- 1g
NaCl 059
MgSO; . 7H20 0,52g

H-0 destilada suficiente

para a dissolucégo

NaOH 2,5N 0,2 mL
H,O destilada q.s.p. ---------- 200 mL
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LB Agar MgSO4

Bacto-triptona 10g
Extrato de levedura ----------- 5g

NaCl 259
MgS0O, . 7H,0 2,69

H>0 destilada suficiente
para a dissolucao

NaOH 2,5N 0,1 mL
Bacto-Agar 15g
H,0 destilada g.s.p.-——--------- 1000 mL

O top agarose foi aquecido até a dissolucdo, dividido em aliquotas de 3,7 mL
e adicionados em tubos de ensaio com tampa, enquanto que o LB liquido foi dividido
em aliquotas de 20 mL em erlenmeyers fechados com tampas feitas de “gaze”,
algoddo e recobertas com papel aluminio. Os meios foram esterilizados por
autoclavagem (121°C por 20 minutos a 15 Ib/pol®).

4.1.2.2 — Preparacao de placas de LB Agar MgSO4

Apds autoclavagem, uma parte do LB Agar foi deixado resfriar num banho
maria a 60°C para ser adicionado antibidtico, enquanto que a outra parte foi utilizada
diretamente para preparar placas sem antibidtico. Uma vez que o LB Agar atingiu
60°C adicionou-se canamicina ou tetraciclina numa concentracao final de 12 pg/mL,
homogeneizou-se e numa camara de fluxo de laminar verteu-se cerca de 20 mL do
meio em cada placa de Petri estéril (10 x 95 mm), deixando-se solidificar a
temperatura ambiente por aproximadamente 30 minutos. As placas foram

posteriormente armazenadas numa camara fria a 4°C.

4.1.2.3 — Cultura de bactérias de Escherichia coliY1090 (ZL) e DH10B (ZIP)

As linhagens de E. coli Y 1090 (ZL) ou DH10B (ZIP) foram cultivadas em
placas de LB Agar contendo o antibidtico especifico, tetraciclina ou canamicina,
respectivamente. Bactérias conservadas em glicerol a — 80°C foram descongeladas e
semeadas em LB Agar MgSO; antibidtico especifico. Préximo a uma chama,
utilizando-se uma pipeta Pasteur com a ponta fechada por flambagem, tragou-se
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répida e levemente, diversas estrias sobre a superficie de gelatina como mostrado na
Figura 15A. Em seguida, as placas foram colocadas numa estufa a 37°C e deixadas
por uma noite. No dia seguinte, com o crescimento bacteriano, foi possivel visualizar
colonias completamente isoladas (Figura 15B). As placas eram entdo guardadas a
4°C ou colonias isoladas eram utilizadas diretamente para preparacao de cultura em
LB liquido. Nesse caso, trabalhando préxima de uma chama, uma colonia bem
isolada era coletada com um toque de uma ponteira de pipeta automatica (P-200)
estéril, sendo adicionada num erlenmeyer contendo 20 mL de LB liquido, antibidtico
especifico [tetraciclina 12 pug/mL para bactérias £. coli Y1090 (ZL); canamicina 12
ug/mL para bactérias £. coli DH10B (ZIP)] e maltose 0,2% quando se tratava de
cultura de E. coli Y1090 (ZL). Em seguida, os erlenmeyers eram incubados a 37°C
sob agitacdo de 140 rpm num “Orbital incubator SI 50” (marca Stuart scientific)
durante uma noite. No dia seguinte a cultura liguida de bactérias £. coli DH10B (ZIP)
era guardada a 4 °C para posterior utilizacdo nos experimentos de excisdo, enquanto
que a cultura de bactérias £ coli Y1090 (ZL) era centrifugada a 4.000 x g (20°C),
durante 10 minutos e ressuspensa em 2 mL de uma solugao contendo MgS0O4 .7H,0
10 mM obtendo uma solucdo de bactérias agora 10x concentrada. As bactérias
concentradas foram armazenadas a 4°C para serem utilizadas no 2° e 3°

“screenings”.

4.1.2.4 — Determinacdo da diluicdo étima de clones (AZIPLOX) positivos

A determinacdo da diluicdo étima de fagos (AZIPLOX) positivos, para obter
zonas de lise bem isoladas, foi feita testando a incubagdo de diferentes diluicdes de
fagos com bactérias £. coli Y1090(ZL) e posterior cultivo em LB Agar. As diluigbes

dtimas variaram de 10 a 10™.

4.1.2.5 — Cultura de clones (AZIPLOX) positivos

A cultura de clones positivos consistia em incubar fagos (clones positivos do 1°
screening) com bactérias £. coli Y1090 (ZL) sendo em seguida semeados em placas
de LB Agar e deixados em estufa a 37°C durante uma noite para formagado das zonas
de lise.

Para a realizacdo desse experimento utilizavam-se 3 banhos maria em
diferentes temperaturas (100°C, 48°C e 37°C).
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Colbénias bem
isoladas

FIGURA 15 — Esquema representativo do cultivo de bactérias em_placas de Petri LB
Agar pelo método das estrias. Os nimeros 1, 2 e 3 indicam o sentido e a ordem
com que foram feitas as estrias. A placa “A” indica 0 momento em que as bactérias
foram semeadas e a placa “B” mostra as colonias formadas apds desenvolvimento

durante a noite.
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Inicialmente, bactérias £. coli Y1090 (ZL) 10x concentradas, guardadas a 4°C,
eram diluidas 1:10 em solucdo contendo MgSO; 10 mM, enquanto que os fagos dos
diferentes clones positivos eram diluidos em tampao SM nas concentragdes Stimas
previamente determinadas. Em seguida, 5 ou 10 pL da diluicdo étima de fagos eram
adicionados num tubo de ensaio contendo 200 puL de bactérias £ coli Y1090 1x e
incubados a 37°C por 30 minutos. Durante esse tempo, aqueciam-se os tubos com
top agarose (3,7 mL) a 100°C até dissolucdo e transferiam-se para um outro banho a
48°C. Apods incubacdo, préximo a uma chama, adicionava-se o top agarose no tubo
contendo fagos e bactérias £ coli Y1090 (ZL), homogeneizava-se rapidamente e
depositava-se sobre uma placa de Petri com LB Agar MgSO4 tendo o cuidado de
espalhar bem. Apds fazer esse procedimento para todos os clones, as placas eram
entdo colocadas em estufa a 37°C e cultivadas durante uma noite.

4.1.3 — 2° “Screening”
Tanto o 2° “screening” como o 3° foram realizados de modo semelhante ao 12,

mas com algumas modificagdes.

4.1.3.1 — Obtenc8o da sonda marcada com 3P
O fragmento de cDNA purificado (item 4.1.1.3) da AOX de V. unguiculata foi
marcado com [a-*?P]dCTP (Amersham, Franca) utilizando o kit Nonaprime II

(Appligene).

Tabela 5 — Mistura de reacdao de marcacao de sonda com o kit Nonaprime II

Fragmento de cDNA purificado (15ng/ul) 3,51k
H,0 esterilizada 15 fl
Ebulicdo (100°C) durante 10 minutos seguido de resfriamento a 4°C
Solucao L, 4 uL
(primers aleatdrios misturados em Tampdo de incubacdo 5x)

Ls (dATP) 1pul
Ls (dGTP) 1pul
Ls (dTTP) 1pl
[o-**P]dCTP (80 uCi) 5L

L, (DNA polimerase Klenow 2,5 U/ul) 1pul
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O tubo de reacdo foi incubado a 37°C durante 1 hora e posteriormente a
sonda marcada foi purificada em coluna sephadex G-25 DNA grade (Pharmacia
Biotech).

O volume do meio de reagdo (20 pulL) foi adicionado a 200 pL de TE, aplicado
em coluna de sephadex G-25 (volume 1 mL) e o eluato foi recolhido num tubo 1 (+
200 ul). Em seguida, foram aplicados consecutivamente 200, 400, 200 e 200 pL de
TE sendo o eluato recolhido respectivamente nos tubos 2, 3, 4 e 5. O tubo 3 (+ 400
uL) continha a sonda marcada e purificada.

4.1.3.2 — Hibridacao de membranas

As membranas foram preparadas de maneira semelhante ao ja descrito a
partir de cultura dos diferentes clones positivos em placas de Petri com LB Agar
MgSO;.

A pré-hibridacdo das membranas foi feita num Unico tubo de acrilico contendo
tampao de hibridacdo 1x (sem formamida e com SDS 0,5% p/v) a 60°C num forno
de hibridizagao (Techne Hibridization incubator) durante 2 horas e 30minutos. Apds a
pré-hibridizacdo, a sonda marcada (270 pL) foi desnaturada a 100°C por 10 minutos,
rapidamente resfriada em gelo e adicionada ao tubo de hibridacdo, deixando-se sob
agitacdo em carrossel durante a noite, sempre a 60°C.

A sonda foi recuperada apds 16 horas de hibridacdo e as membranas foram
lavadas como é descrito abaixo:

12 e 2° lavagens — cada lavagem foi feita com 25 mL de solugdo contendo SSC
2x, SDS 0,1% durante 20 minutos a temperatura ambiente (alta adstringéncia);

32 e 42 lavagens - cada lavagem foi feita com 25 mL de solucdo contendo SSC
0,2x, SDS 0,1% durante 20 minutos a 60°C (baixa adstringéncia);

4.1.3.3 — Revelacdo e coleta de clones positivos da AOX

Filmes de raio-X foram expostos as membranas radioativas durante 2 horas e
30 minutos a — 80°C e em seguida revelados como ja descrito no item 4.1.1.6. Os
filmes revelados foram entdao sobrepostos as suas respectivas placas de cultura, os
clones (zonas de lise) positivos foram identificados e 3 ou 4 clones por placa foram
coletados num tubo eppendorf contendo 500 uL de tampao SM. Em razao da baixa
separacdo dos clones tornou-se necessaria a realizagao de um terceiro “screening”.
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4.1.4 — 3° Screening
A partir dos clones AZIPLOX positivos coletados no 2° “screening” foi feita

uma nova determinacdo da diluicdo dtima de fagos, cultura de fagos em LB Agar,
hibridizacgado de membranas, revelagdo e enfim, coleta de clones positivos da AOX
completamente isolados. Todos os procedimentos experimentais foram similares aos
do 2° screening e ao final, foram coletados de 3 a 4 clones de cada placa de LB Agar,
que correspondiam a um dado clone isolado no primeiro screening, sendo em
seguida adicionados a eppendorfs previamente etiquetados com 200 plL de tampdo
SM.

4.2 — Caracterizacao de clones de cDNA da AOX

Os clones de cDNAs da AOX foram caracterizados através da analise dos
clones positivos AZIPLOX isolados do 3° “screening” em diferentes etapas como: PCR
dos clones AZIPLOX isolados; mini preparacdo e digestdo de DNA bacteriofagico
AMIPLOX; excisdo /n vivo; mini preparacao e digestdo de plasmidios pZL1, bem como

midi preparacado e seqiienciamento de plasmidios pZL1.

4.2.1 — PCR dos clones isolados
Para verificar o tamanho dos insertos nos diferentes clones isolados foi feita

uma PCR usando os primers universais M13.

5’- CCCAGTCACGACGACGTTGTAAAACG-3" (M13 Forward)
5’- AGCGGATAACAATTTCACACAGG -3’ (M13 Reverse)
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Tabela 6 — Mistura de reacao da PCR
fagos AZIPLOX (3° “screening”) o il

d NTPs (5 mM de cada) 1l Programa de PCR para
H.0 esterilizada 15 yl amplificaciio dos insertos
Ebulicdo (100°C) durante 5

: . : A 92°C ---- 1minuto
minutos e rapidamente resfriado a 30 ciclos  50°C ---- 2 minutos
4°C 72°C ---- 2 minutos
M 13 F (10 p mols/ul) 0,5 pl Extensdo 72°C - 10 minutos
M 13 R (10 p mols/uL) 0,5 uL Armazenagem 4°C --- « (infinito)

Tampao da Taq polimerase 10x 2,5 uL

Red - Taqg polimerase 1 U/uL 0,5 uL

Apés a PCR, o tamanho dos insertos amplificados foi observado por

eletroforese em gel de agarose a 0,8%.

4.2.2 — Mini preparacdo de DNA bacteriofagico AZIPLOX

Os clones de fagos AZIPLOX isolados do 3° screening foram cultivados em
meio liquido NZY e o DNA bacteriofagico foi isolado e purificado através do método
de lise alcalina e precipitacdo por PEG (Sambrook et al,, 1989).

O meio de cultura NZY e a solucdo de PEG 20% foram preparados como

abaixo:

Meio NZY PEG 20%
NaCl 24 _ Polietilenoglicol 6000 ------ 60g
MgSO4 , 7Ho0 ~=m—=m=mmee 0,8g NaCl 35,149
Extrato de Levedura ------ 24 Tris 2M (pH = 7,5) --—------ 1,5 mL
NZ amina 49 MoS0; . 7H30 —=memeee 7,399
H,0 destilada g. s. p. 400 mL H,0 destilada g. s. p. - 300 mL

* PH =7,5 ajustado com NaOH

O meio NZY foi dividido em aliquotas de 20 mL em erlenmeyers fechados com
tampas feitas de algoddo enrolado em gaze e revestidas de papel aluminio. Os meios
foram, em seguida, esterilizados por autoclavagem (121°C por 20 minutos a 15
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Ib/pol?).

4.2.2.1 — Cultura de fagos AZIPLOX

Aliquotas de 80 pL de fagos (coleta 3° screening) foram incubadas a 37°C,
durante 20 minutos com 50 pL de bactérias £ coli Y1090 (ZL) 2x e posteriormente
adicionadas em erlenmeyers contendo 20 mL de meio NZY estéril. Em seguida, os
erlenmeyers foram colocados sob agitacao de 140 rpm num “Orbital incubator SI 50”
(marca Stuart scientific) a 37°C, durante a noite.

No dia seguinte, adicionaram-se 5 gotas de cloroférmio em cada erlenmeyer
deixando-se agitar por mais 20 minutos a 37°C. O volume de cada erlenmeyer foi
entdo transferido para um tubo falcon e centrifugado a 8.000 x g por 10 minutos a
4°C. Em seguida, 10 mL do sobrenadante foram recuperados em tubos corex,
adicionados 5 puL de RNAse A (10 pg/ulL) e 3 uL de DNAse I (5 ng/ulL) para a
degradacao de 4cidos nucléicos bacterianos, enquanto que a outra parte do
sobrenadante foi guardada a 4°C como um estoque de fagos concentrados. Os tubos
corex foram entdo homogeneizados e incubados a 37°C durante 30 minutos. Logo
em seguida, adicionou-se igual volume de PEG 20%, homogeneizou-se e deixou-se a
4°C durante 1 hora para precipitar as particulas de fagos. Os tubos foram
centrifugados a 10.000 x g, (rotor JA-18, centrifuga Beckman J2-HC) durante 20
minutos a 4°C, o sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspenso em 0,5
mL de solugao A (tris 10 mM (pH 7,5), MgSQ4 . 7H,0 10mM). O homogenato foi
transferido para tubos eppendorf sendo adicionados 10 pL de SDS 10% e 10 plL de
EDTA 0,5 M (pH 8,0) para em seguida os tubos serem aquecidos a 68°C durante 15
minutos. O homogenato foi entdo submetido a 3 extracbes em solventes organicos
sendo 2 extracdes em fenol-cloroférmio 1:1 e uma extracdo em cloroférmio/AIA
(24:1). Apds as extracdes, aproximadamente 500 pL de fase aquosa foram
recuperados em eppendorfs e o DNA bacteriofagico foi deixado precipitar a — 20°C,
durante uma noite, apds a adicdo de 50 puL de acetato de sddio 3 M e 500 pL de
isopropanol. No dia seguinte, a mistura contendo o DNA bacteriofagico foi
- centrifugada a 18.000 x g durante 15 minutos a 4°C e o DNA foi ressuspenso em 50
uL de TE (Tris 10 mM pH 8, EDTA 1 mM).
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4.2.3 — Digestdo de DNA bacteriofagico AZIPLOX
O DNA dos diferentes clones AZIPLOX foi digerido pelas enzimas de restricao

BamH 1 e EcoR 1 durante 4 horas e a 37°C em tubos eppendorf contendo:

DNA AZIPLOX

3puL

H,0O estéril

3:5 uL

Tampao violeta 10x (eurogentec) -- 1 pL

RNAse A 1 ug/uL

EcoR 1 10 U/pL (eurogentec) -------
BamH I 12 U/uL (eurogentec) ------

0,5 uL
1pul

Apds a digestdo, 2 pL de azul de bromofenol (azul de bromofenol 0,04%,

glicerol 50%) foram adicionados ao volume de reacao e as amostras foram

submetidas a eletroforese gel de agarose 0,8%.

4.2.4 — Excisao in vivo do plasmidio pZL1
A excisdo /n vivo do plasmidio pZL1 foi feita em E. coli DH10B (ZIP) e para a
cultura dessas bactérias foram preparadas placas de LB Agar (MgCl, 10 mM) com

ampicilina 100 pg/mL e meio LB liquido.

LB Agar MgCl,

Bacto-triptona 3,50
NaCl 3.5:0
Extrato de levedura -----=--------- 1,75 @
- H-0 destilada suficiente

Para dissolucdo

- pH = 7 ajustado com NaOH 2,5 N

Bacto-Agar 79
MgChL 1 M 3,5mL
H.0 q.s.p. 350 mL

#A solugdo foi autoclavada, deixada
resfriar a 60°C, adicionado 700 pL de
ampicilina 50mg/mL e preparado
placas com 20 mL de meio.

LB liquido
Bacto-triptona 1g
Extrato de levedura ------------ 0,5g
NaCl 1g
- H>0 destilada suficiente
Para dissolugdo
- pH = 7 ajustado com NaOH 2,5 N
H.0 g.s.p. 100 mL

#0O LB liquido foi dividido em
aliquotas de 20mL e autoclavado.
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Ensaios de cultura foram feitos em placas de LB Agar (MgCl,) ampicilina com
diferentes diluicdes de fagos incubados em E. coli DH10B (ZIP) objetivando
determinar a diluicdo 6tima de fagos de cada clone para obter colénias de £ coli
DH10B (ZIP) com o plasmidio de excisdo, bem isoladas.

4.2.4.1 — Transformacdo de £. coliDH10B

Aliguotas de 5 pL de fagos (coleta 32 “screening”) dos diferentes clones foram
diluidas 1:2.000 em tampado SM e 100 pL dessa diluigdo foram incubados em tubos
de ensaio contendo 100 plL de bactérias £. coli DH10B 2x, durante 5 minutos e a
temperatura ambiente. Posteriormente, proximo a uma chama, adicionava-se 1pL de
Xgal 2% e 4 uL de IPTG 100 mM em cada tubo de ensaio, homogeneizava-se e
imediatamente versava-se as misturas de bactérias £. co/i DH10B infectadas sobre
placas de LB Agar (MgCl,) ampicilina espalhando até a completa difusdo. As placas
de Petri eram entdo colocadas em estufa a 37°C durante uma noite para no dia
seguinte coletar-se de cada placa uma colonia bem isolada de £ co/i DH10B
transformada com o plasmidio pZL1 através do auxilio de uma ponteira de pipeta
automatica estéril (P-200). Cada col6nia era depositada num tubo falcon contendo 3
mL de LB liquido e ampicilina 100 ug/mL sendo em seguida incubadas a 37°C sob
agitacdo de 140 rpm num “Orbital incubator SI 50” (marca Stuart scientific) durante
a noite.

4.2.4.2 — Mini preparacdo de plasmidios pZL1

A mini preparagdo de plasmidios foi feita segundo Holmes & Quicley (1981).

No dia seguinte, 2 mL da cultura de £ coli DH10B (ZIP) transformadas com o
plasmidio pZL1, referente a cada clone, foram coletados em eppendorfs (2 mL) e
centrifugados a 8.000 x g durante 2 minutos e a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e as bactérias foram ressuspensas com 150 pL de
tamp&o STET (NaCl 0,1 M, Tris-HCI (pH 8) 10 mM, EDTA (pH 8) 1 mM e triton X-100
5% v/v) sendo em seguida adicionado 15 uL de lisozima 10 pg/pL e agitado em
vortex vigorosamente. Os eppendorfs foram entdo aquecidos a 100°C durante 1
minuto, resfriados e centrifugados a 18.000 x g por 15 minutos a 4°C. O
sobrenadante (+ 120 pL) foi recuperado em novos tubos eppendorf, sendo
adicionado igual volume de fenol/cloroférmio 1:1 e centrifugado a 8.000 x g por 3
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minutos. A fase aquosa foi recuperada e reextraida, agora com mesmo volume de
cloroférmio. A fase aquosa foi novamente recuperada em eppendorfs e o plasmidio
pZL1 foi precipitado a — 20°C, durante 30 minutos com 150 uL de isopropanol sendo
- em seguida centrifugado a 18.000 x g durante 15 minutos a 4°C. O precipitado foi
deixado secar sobre a bancada e depois ressuspenso em 50 pL de H,O estéril.

4.2.5 — Digestdo de plasmidio pZL1 por enzimas de restricio
O plasmidio pZL1 isolado dos diferentes clones foi digerido com diferentes
enzimas de restrigdo durante 2 horas e 30 minutos & 37°C, em eppendorfs contendo:

Digest&o I Digestéo II
DNA plasmidico (mini-prep.) ------- 5uL DNA plasmidico (mini-prep.)-— 1,5 pL
H.0 estéril 6 pL H,0 estéril 8,2 uL
Tampdo violeta 10x (eurogentec) - 1,5 uL  Tamp&o n® 2 10x (Gibco) ----- B2 4k
RNAse A 1 pg/uL 0,5uL RNAse A1 ug/uL --==-m--m--m- 0,5 uL
EcoR T 10 u/uL (eurogentec) ------ 1uL Hird III 50u/uL (Gibco) ------- 0,3 uL
BamH 1 12 u/uL (eurogentec) --—- 1ul  PstI50 u/ul (Gibco) ——------ 0,3 puL

Apds a digestdo, 2 puL de azul de bromofenol (azul de bromofenol 0,04%,
glicerol 50%) foram adicionados ao volume do meio de reagdo de cada eppendorf e
em seguida, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,8%.

4.2.6 — Preparacgdo de clones £ coliDH10B (pZL1) para Seqiienciamento

Para o seqiienciamento dos clones positivos era necessario obter plasmidios
purificados e em quantidade suficiente. Dessa forma, fez-se necessaria a realizagdo
de uma midi preparacdo de plasmidios pZL1.

4.2.6.1 — Cultura de bactérias DH10B (pZL1)
A midi preparagé@o de plasmidios pZL1 foi feita a partir de uma cultura de £
coli DH10B (pZL1) em meio liquido Terrific Broth.
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Terrific Broth
Bacto-triptona 3649
Extrato de levedura 7,240
Glicerol 1,2 mL
H»0 deionizada q.s.p. 270 mL
- O volume foi separado em 6

aliguotas de 45 mL

- Autoclavagem
Adicao de tampao fosfato (KH,PO4
0,17 M, K:HPO4 0,72 M) autoclavado ------ 5mL

A mesma colbnia de £. co/i DH10B (pZL1) utilizada para a mini preparacao de
plasmidios foi tocada com uma ponteira P-200 (amarela) e em seguida depositada
num erlenmeyer contendo 50 mL de meio Terrific Broth e ampicilina 100 pg/mL.
Erlenmeyers com colbnias de diferentes clones foram entdo incubados a 37°C e
mantidos sob agitacdo de 140 rpm num “Orbital incubator SI 50" (marca Stuart

scientific) durante uma noite.

4.2.6.2 — Midi preparacéo de plasmidios pZL1

A midi preparacdo de plasmidios pZL1 foi feita utilizando o “Qiagen Plasmid
Midi Kit”.

A cultura de E. coli DH10B (pZL1) de cada clone preparada anteriormente foi
dividida em dois tubos falcon estéreis e centrifugada a 6.000 x g durante 15 minutos
a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado de cada um dos 2 tubos foi
ressuspenso com 2 mL de tampdo P1, sendo a seguir agrupados num so tubo,
adicionados 4 mL de solucdo P2 e incubados por 5 minutos a temperatura ambiente.
Em seguida, foram adicionados 4 mL de solucdo P3 e a mistura resultante foi
imediatamente transferida para um “QIA filter cartridge” sendo deixada em repouso
por 10 minutos para que o precipitado flutuasse. A mistura foi entdo filtrada
diretamente numa coluna (Tip 100) previamente equilibrada com 4 mL de QBT, o 1°
eluato foi descartado, a coluna foi lavada duas vezes com 10 mL de tampdo de
lavagem (Tamp&o QC) e, em seguida, eluida com 5 mL de tampdo QF num novo
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tubo falcon estéril. Os plasmidios foram precipitados adicionando-se ao eluato 3,5 mL
de isopropanol e centrifugando-se a 15.000 x g durante 30 minutos a 4°C. O
precipitado foi ainda lavado com etanol 70%, recentrifugado a 15.000 x g durante 10
minutos e ressuspenso em 100 uL de TE.

4.2.6.3 — Sequlenciamento e comparacao de seqiiéncias

O sequenciamento dos clones dos cDNAs da AOX foi feito por um laboratério
de prestagdo de servigos do “Institut Nacional de la Recherche Agronomique” (INRA)
Nancy — Franga. Esse sequenciamento foi feito a partir de 7 pg de plasmidio pZL1
purificado (midi preparagdo) utilizando inicialmente os primers universais M13 para o
plasmidio pZL1, seguido de sequenciamento com primers especificos para a AOX:
aox1, aox3, aox6, aox8 e aox9. As seqliéncias nucleotidicas parciais foram alinhadas
e comparadas utilizando o programa CLUSTAL W (Thompson et al, 1994). A
inversao/complementagdo das seqliéncias nucleotidicas como também a tradugdo em
aminoacidos foram feitas através do site: http://www.infobiogen.fr. A &rvore
filogenética foi construida no formato “Phylip” através da submissdo “on line” de
seqliiéncias em aminoacidos completas da AOX de varias espécies ao site:
http://www.genebee.msu.su.

Primers utilizados no sequenciamento:
M13 F 5- CCCAGTCACGACGACGTTGTAAAACG-3'
M13 R 5'- AGCGGATAACAATTTCACACAGG -3'
promotor T7 5- TAATACGACTCACTATAGGG -3’
aox1 (senso) 5'- TGGACCTGCTTCAGGCCATGGGAGACGTA-3'
aox3 (anti-senso) 5'-YTCRTTYTCOGCYTCITC -3’
aox6 (anti-senso) 5'- TGRTT8ACRTC8CKRTGRTG8GCYTCRTC8GC-3'
aox8 (anti-senso) 5'-ACCATGCCTGGAACAGCAGC-3'
aox9 (senso) 5'-CCATGGAACTGTTTCATGC-3'

4.3 — Expressao da AOX em Cultivares de Vigna unguiculata
O nivel de transcritos (MRNA) da AOX em cultivares de V. unguiculata , Vita 3
e Vita 5, submetidos a diferentes tratamentos foi avaliado através de técnicas de

Northern blot e RT- PCR.
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4.3.1 — Extracdo de RNA total utilizado no Northern blot

Os RNAs totais foram extraidos a partir de 1 g de raizes ou folhas de V.
unguiculata, cultivares de Vita 3 e Vita 5, em diferentes tratamentos: controle, NaCl
100 mM, NaCl 200 mM, PEG 200,67 g/L e PEG 276,28 g/L segundo protocolo
modificado de Chang et a/ (1993). O material foi inicialmente macerado em
nitrogénio liquido durante 3 minutos utilizando gral e pistilo previamente resfriados.
Em seguida, apds a obtengdo de um pd fino, esse era transferido rapidamente para
um tubo falcon com 15 mL de tampédo de extragdo aquecido a 65°C contendo: Tris-
HCl pH 8 0,1 M, CTAB 2% (m/v), PVP-40 2% (m/v), EDTA 25 mM pH 8, NaCl 2M,
espermidina 0,5 g/L e B-mercaptoetanol 1% (v/v). Depois de 15 minutos de
incubagdo nessa temperatura, adicionavam-se 15 mL de cloroférmio/AIA (24:1, v/v).
O extrato era centrifugado a 3000 x g por 20 minutos a temperatura ambiente e a
fase aquosa era reextraida mais 2 vezes em cloroférmio/AIA. Apds a Ultima extragdo,
adicionava-se % de volume de LiCl 10 M a fase aquosa e deixava-se precipitar a 4°C
durante a noite. No dia seguinte, centrifugava-se a 8.300 x g durante 30 minutos, a
4°C, o precipitado era recuperado e ressuspenso em 500 uL de tamp&do SSTE
contendo: Tris-HCl pH 8 10 mM, NaCl 1M, SDS 0,5% e EDTA (pH 8) 1 mM e a fase
aquosa formada era reextraida em cloroférmio/AIA. Em seguida, a fase aquosa era
recuperada num tubo eppendorf, adicionado acetato de sddio 0,3 M, 2 volumes de
etanol absoluto a — 20°C e deixado precipitar por 2 horas nessa temperatura. Os
RNAs eram entdo precipitados a 22.900 x g, durante 30 minutos a 4°C e a seguir
ressuspensos em 100 pl de agua tratada com DEPC (dietil pirocarbonato 0,1%).

4.3.2 — Extracao de RNA total utilizado na RT-PCR

A extracdo de RNA total de raizes de V. unguiculata, cultivares Vita 3 e Vita 5,
submetidos a diferentes tratamentos: controle, NaCl 100 mM, NaCl 200 mM e PEG
200,67 g/L foi feita utilizando o "RNeasy Plant Mini Kit".

Raizes de V. unguiculata (200 mg) foram maceradas em nitrogénio liquido
com auxilio de gral e pistilo até a obtengdo de um p¢ fino, que entdo era transferido
para um eppendorf contendo 900 uL de tampdo RLT e 20 puL de B-mercaptoetanol. A
mistura no eppendorf foi homogeneizada por uma vigorosa agitagdo em "vortex". A
amostra homogeneizada foi aplicada numa mini coluna do "kit" ("QIAshedder spin
column"- lilds, acoplada a um tubo coletor de 2 mL) e em seguida centrifugada a
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10.000 rpm 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% (450uL) misturando por pipetagem. Posteriormente, transferiu-se o
volume dessa mistura para a coluna de fixacdo de RNA ("RNeasy mini spin column" -
rosea, acoplada a um tubo coletor de 2 mL) e centrifugou-se a 10.000 rpm por 15
segundos. O eluato foi descartado, adicionou-se 700 pL de tampdo RW1 a coluna e
centrifugou-se novamente a 10.000 rpm por 15 segundos, para lavagem. A coluna
foi em seguida transferida para um novo tubo coletor e submetida a duas
centrifugages de 10.000 rpm durante 15 segundos e 2 minutos, respectivamente,
com 500 pL de RPE. Os eluatos e o tubo coletor foram descartados, a coluna foi
reutilizada com um novo tubo coletor de 1,5 mL e o RNA total foi eluido da coluna
com 40 pL de égué livre-de-RNAse centrifugando-se a 10.000 rpm por 1 minuto. O
RNA total foi quantificado, analisado por eletroforese em gel de agarose 1,2% e
armazenado a — 20°C para subseqlientes reacdes de RT-PCR.

4.3.3 — Quantificacdo e qualificagdo de RNA total

A quantificacdo de RNA total foi realizada em espectrofotometro a 260 nm em
cubeta de quartzo. Para o célculo da concentracdo utilizava-se a seguinte relagdo:
densidade dtica igual a 1 corresponde a uma concentracdo de 40 ug/mL de RNA
total.

A pureza dos RNAs totais foi calculada através da relagdo de absorbancia
Azeo/Azs0 que deve ficar entre 1,8 e 2,0.

A degradacdo dos RNAs totais foi avaliada a partir de eletroforese em gel de
agarose 1,2% em tamp&o TBE 1x (Tris 90mM, acido bdrico 90 mM e EDTA 2 mM). As
amostras eram preparadas com 1/10 do volume de tamp&o de carga contendo azul
de bromofenol 0,4% (m/v), xyleno cyanol 0,4% e glicerol 50% (v/v). A migragdo era
feita a 80 V.

4.3.4 — Expressao da AOX detectada por Northern blot

4.3.4.1 — Eletroforese em condi¢des desnaturantes

Aliquotas de 30 pg de RNA total foram separadas em gel de agarose 1,2%
preparado com tampdo MOPS 1x (MOPS 20 mM, acetato de sddio 5 mM, EDTA 1



70

mM) e contendo formaldeido 12,3 M.

As amostras eram desnaturadas adicionando 3 volumes de tampao de
desnaturacdo [formamida 50% (v/v), formaldeido 12,3 M, MOPS 1x, azul de
bromofenol 0,01% (m/v) e glicerol 10%] ao volume de RNA total. Em seguida as
amostras eram aquecidas a 65°C durante 15 minutos e resfriadas rapidamente a 4°C
por 5 minutos antes de deposita-las em gel. A migracdo de 20 amostras em gel de
agarose 1,2% era feita a 80 V, 100 mA durante aproximadamente 4 horas.

4.3.4.2 — Transferéncia de RNA total

Apos a eletroforese o gel era incubado em solugdo de SSC 20x (NaCl 3 M,
citrato de sddio 300 mM) e os RNAs eram transferidos passivamente para uma
membrana de nylon N* (Boehringer), durante a noite, como mostrado na Figura 16
(Sambrook et al, 1989). No dia seguinte, o sistema era desmontado, os pogos eram
marcados na membrana com grafite, a membrana era rapidamente lavada em SSC
2x, deixada secar e os RNAs eram fixados através da exposicdo a raios UV durante 2

minutos.

4.3.4.3 — Obtenc&o de sonda marcada com [o-**P]dCTP

A sonda utilizada para a hibridizacdo do Northern blot foi obtida a partir da
digestdo do plasmidio pZL1 (midi preparacdo) referente ao clone 5 com as enzimas
de restricdo BarmH 1 e Pst 1. O produto de digestdo foi separado por eletroforese em
gel de agarose 0,8% e uma banda de aproximadamente 1400 pb foi extraida e
purificada do gel utilizando o "QiAquick Gel extraction kit" como ja descrito. Em
seguida, a sonda purificada foi marcada com [a-*P]dCTP (Amersham, Franga)
utilizando o “kit Nonaprime II"” (Appligene).

4.3.4.4 — Hibridizacao e revelagao

A membrana foi pré-hibridizada e hibridizada com a sonda radioativa recém
marcada de maneira similar ao descrito no item 4.1.3.2. Posteriormente, a
membrana radioativa foi exposta a um filme de raio-X durante 10 dias a -80°C e a
seguir, o filme foi recuperado, imerso numa solugdo reveladora por 5 minutos, lavado

em agua e fixado por 5 minutos numa solugdo fixadora.
Apbés a revelacdo do filme de raio-X, a membrana foi deshibridizada
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FIGURA 16 — Sistema de transferéncia por capilaridade de RNA total de um gel de
agarose para uma membrana de nylon.
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aquecendo-se a 100°C numa solugdo de SDS 0,5% durante 10 minutos ou até ndo
haver mais radiacdio. A membrana foi entdo lavada com agua esterilizada, incubada
em acido acético 5% durante 15 minutos, corada em solugdo de azul de metileno
0,04% (azul de metileno 0,04% , acetato de sddio 0,5 M) durante 10 minutos e
novamente lavada em agua esterilizada até o aparecimento das bandas de RNAs
ribossdmicos (RNAr) 25 S e 18 S (Sambrook et al., 1989).

4.3.4.5 — Analise de Northern blot por densitometria

O Northern blot foi analisado por densitometria através do “Bio-Rad molecular
imager and imaging densitometer and software” (Bio-Rad Multi-Analyst, version
1.0.2; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). Mediu-se a densidade obtida das bandas
reveladas no filme de raio-X (mRNA), como também a densidade das bandas de
RNAr 25 S na membrana corada com azul de metileno e a quantificacdo foi feita
através de um valor relativo obtido pela divisdo da densidade das bandas de mRNA
pela densidade das bandas de RNAr 25 S.

4.3.5 — Expressao da AOX por RT- PCR

As reagdoes de RT-PCR para avaliar a expressdo da AOX em raizes de V.
unguiculata, cultivares de Vita 3 e Vita 5, foram feitas utilizando o "kit" "Ready-To-
Go™ RT-PCR Beads" (AMERSHAM PHARMACIA BIOTECH). Cada tubo eppendorf do
"kit" contém esferas liofilizadas que retiinem todos os reagentes para uma reagdo de
RT-PCR num volume final de 50 pL, contendo: 2 U de Tag DNA polimerase, TRIS-HCI
10 mM (pH 9.0), KCI 60 mM, MgCl; 1,5 mM, 200 uM de cada dNTP, transcriptase
reversa de Moloney Murine Leukemia Virus (M-MuLV) (FPLC puré™), inibidor de
ribonuclease (porcine) (RNAguard™=) e estabilizadores tais como BSA livre de RNase
e DNase. O "kit" fornece primers para construgao da primeira fita de cDNA: pd(N)s e
pd(T) 1218 . A Tabela 7 mostra a mistura que foi adicionada aos tubos de reagdo
contendo as esferas para o processamento da RT- PCR.

Os tubos contendo a mistura reativa foram colocados no gelo para a
dissolugdo das esferas e preservacgado a atividade da M-MuLV sendo logo em seguida
incubados @ 42°C durante 25 min para a sintese da primeira fita de cDNA. Essa
mistura era submetida a ciclos de amplificagdo conforme esta descrito no programa
ao lado da Tabela 7.
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Tabela 7 — Mistura de reacdio para a RT-PCR Programa da RT-PCR

H,O DEPC g.s.p. 50 pL 42°C----25 minutos

Pd(M12-18 0,5 pg/pl 1pl 92°C ---- 1 minuto

Primer aox1 10 pmoles/uL 1puL 30 ciclos 50°C ---- 2 minutos
72°C ---- 2 minutos

Primer aox6 10 pmoles/uL 1l

RNA total (1 ug) +1ou?2pl Extensdo 72°C --- 10 minutos

Armazenagem 4°C --- q (Infinito)

Ap6s a amplificacdo do cDNA, 25 ulL das amostras eram submetidas a
eletroforese em gel de agarose 1%, posteriormente a banda de cDNA era revelada
pela fluorescéncia emitida pelo brometo de etidio irradiado por luz UV. A intensidade
da banda era analisada por densitometria através do “Bio-Rad molecular imager and
imaging densitometer and software” (Bio-Rad Multi-Analyst, version 1.0.2; Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA).

4.4 — Expressao da AOX de Vigna unguiculata em Escherichia coli

A producdo da oxidase alternativa recombinante envolveu varias etapas de
preparacdo do sistema de expressdo E. coli tais como: preparacdo do plasmidio de
expressdo, preparacdo do inserto da AOX de V. unguiculata , ligagdo do inserto ao
plasmidio de expressdo, amplificacdo da construgdo do plasmidio de expressao
recombinante e expressdo e purificacdo da AOX. As etapas de preparagdo do
plasmidio de expressdo e do inserto foram sempre acompanhadas de eletroforese
em gel de agarose a 0,8%.

4.4.1 — Preparacdo do plasmidio de expressao

O Plasmidio de expressdo escolhido (pQE-30) foi inicialmente clonado em
bactérias de E. coli XL1 bleu, digerido por enzimas de restricgdo especificas,
desfosforilado e purificado para as etapas seguintes.

4.4.1.1 — Midi preparagao do plasmidio pQE-30
Bactérias XL1 bleu transformadas com o plasmidio pQE-30 e armazenadas em
glicerol 15% a — 80°C foram descongeladas e cultivadas em placas de LB Agar
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ampicilina 100 pg/pL de forma semelhante ao ja descrito no item 4.1.2.3 . Em
seguida, uma coldnia bem isolada de XL1 bleu foi tocada com uma ponteira P-200
estéril e adicionada em meio liquido Terrific Broth contendo ampicilina 100 pg/uL
sendo cultivada a 37°C e sob agitacdo durante 14 horas.

A midi preparacdo do plasmidio pQE-30 clonado em XL1 bleu, foi feita usando
o0 “Qiagen Plasmid Midi Kit” como ja foi descrito para o plasmidio pZL1.

4.4.1.2 - Digestdo do plasmidio pQE-30

A escolha das enzimas de restrigdo para digestdo do plasmidio pQE-30
envolveu previamente uma analise do mapa de restrigdo do cDNA da AOX (clone 5)
sequienciado e dos sitios de restrigdo da regido de multi clonagem do plasmidio pQE-
30. Com base nessas andlises escolheram - se 0s sitios BamH 1 e Pst 1.

O plasmidio pQE-30 foi digerido com as enzimas de restricdo BamtH I e Pst1 a
37°C, durante 4 horas num tubo de reagao contendo:

- Plasmidio pQE-30 (7,5 pg) =========== 39 uL
BamH 1 12 U/uL (eurogentec)---—--- 3puL
Pst1 10 U/ulL (eurogentec) ---------- 3
Tampao azul 10x (eurogentec) ----- 5l

4.4.1.3 — Purificacdo do plasmidio pQE-30

O plasmidio pQE-30 digerido fol purificado por FCA (fenol/cloroférmio/alcoot
isoamilico).

12 extragdo — Num tubo eppendorf foram adicionado 49 uL da reagdo de
digestdo por BamH I e Pst I, 151 ulL de TE, 100 pL de fenol e 100 uL de
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). A mistura foi bem homogeneizada em “vortex” e
centrifugada a 9.000 x g durante 3 minutos e a temperatura ambiente.

28 e 32 extracOes — Aproximadamente 190 uL de fase aquosa foram
recuperados, adicionados num novo tubo eppendorf com igual volume de
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1) e o eppendorf foi centrifugado a 9.000 x g
durante 3 minutos e a temperatura ambiente.

Apds a 32 extracdo a fase aquosa (180 uL) foi novamente recuperada,
adicionada 19 pL de acetato de amonia 7,5 M, 400 uL de etanol absoluto (- 20°C) e
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deixada & — 20°C durante 15 minutos. O DNA plasmidico foi precipitado por
centrifugagdo a 16.000 x g durante 30 minutos a 4°C e em seguida ressuspenso em
40 pL de H,0 estéril.

4.4.1.4 — Desfosforilagdo do plasmidio pQE-30

Os grupos fosfatos das extremidades digeridas 3’ e 5’ do plasmidio pQE-30
foram removidos pela acdo da CIAP (fosfatase alcalina de intestino de bezerro)
incubada a 37°C durante 30 minutos num tubo de reagdo contendo:

Plasmidio pQE-30

(digerido, purificado) -------—---- 40 uL
Tris-HCI 1M (pH 8) ~---------—-- 2,5 uL
EDTA 1mM 5l
CIAP 70 U/uL 1 uk,
Hz0 g.s.p. 50 pL

O plasmidio pQE-30 desfosforilado foi entdo repurificado por FCA, precipitado
com acetato de amonia e etanol (- 20°C), centrifugado e ressuspenso em 20 pL de
TE. A concentraggo do plasmidio pQE-30 foi estimada em 30 ng/uL pela comparagao
da intensidade de sua banda com as bandas do marcador (DNA Ladder 1kb, 0,5 ug)
no gel de agarose 0,8% reveladas pela fluorescéncia emitida pelo brometo de etidio
apos eletroforese.

4.4.2 — Preparacdo do inserto da AOX de Vigna unguiculata

A preparacao do inserto da AOX envolveu a escolha de primers , amplificacdo
do cDNA da AOX por PCR, eletroforese em gel de agarose, purificacdo do produto de
PCR, digestdo do cDNA da AOX amplificado, purificagdo por FCA do cDNA da AOX
digerido.

4.4.2.1 — Escolha dos primers

Os primers foram deduzidos a partir da andlise de varios parametros tais
como: mapa de restricdo do cDNA da AOX (clone 5); seqiiéncia desse cDNA
correspondente a proteina matura; temperatura de anelamento.
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4.4.2.1.1 — Mapa de restricdo do cDNA da AOX

O mapa das enzimas restricdo ausentes na seqliéncia de cDNA da AOX foi
obtido a partir da submissdo “on line” dessa seqii€ncia de cDNA ao site da internet:

http://www.infobiogen.fr/services/analyseg/cgi-bin/carteres_in.pl

Os sitios de restricdo, escolhidos para serem colados nas extremidades do
cDNA da AOX a ser amplificado e servirem para a ligacdo desse cDNA ao plasmidio
pQE-30, foram BarmH I e Pst1 por estarem ausentes na seqiiéncia do cDNA da AOX
como também por estarem presentes no sitio de multi clonagem do plasmidio pQE-
30.

4.4.2.1.2 — Seqliéncia do cDNA da AOX correspondente a proteina matura

A sequiéncia do cDNA correspondente a proteina matura a ser amplificada foi
determinada através da identificacdo do sitio de clivagem do peptidio sinal e do
cddon de terminagdo da transcricdo (TGA) na seqiiéncia completa do cDNA da AOX
(clone 5).

O sitio de clivagem do peptidio sinal foi determinado por comparacdo de
peptidios sinais de varias AOXs (Finnegan et al., 1997) e através da submissdo da
sequéncia protéica da AOX (clone 5) ao site: http://psort.nibb.ac.jp/form.html. O
PSORT compara a seqiiéncia fornecida a um banco de dados de peptidios sinais ja
determinados e prevé o sitio de clivagem de acordo com o método descrito por Nakai
and Kanehisa, (1992).

4.4.2.1.3 — Temperatura de anelamento

A temperatura de anelamento foi calculada através da formula: TM = 4 (G +
C)+2(A+T);onde G, C, A T representam o nimero de vezes que cada um
desses nucleotideos aparecem na seqiiéncia do primer. O valor do TM deve ficar

entre 50 e 80.

4.4.2.2 — Amplificacdo do cDNA da AOX por PCR

O cDNA da AOX a ser inserido no plasmidio pQE-30 foi amplificado através da
reacdo da DNA polimerase Pfis nativa a partir do plasmidio pZL1 recombinante (clone
5) isolado da biblioteca de cDNA de V. unguiculata e de primers deduzidos a partir
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das condicOes acima descritas:

BamH 1
5 — TATTAGGATCCATGTCCACTCTTCCAGAC - 3’ primer senso (aox12)
Pst1
5" — TATTACTGCAGTCAATGGTAACCAATAGG — 3’ primer anti senso (aox13)

Tabela 8 — Mistura de reacdo da PCR do

inserto da AOX

DNA pZL1 (clone 5) 1,2 ug/ul 0,2 ub Programa para ampiificacdo
dNTPs (5mM de cada) 3 uL da PCR

H,0 estéril 31,8 uL 92°C ----- 5 minutos
Ebulicdo (100°C) durante 5 minutos 80°C -—-20 minutos

e resfriado rapidamente a 4°C §2°C ---- 1 minuto
Primer aox12 (12 p mols/uL) 4L 25 ciclos gszzcé e i mli';ltjjttgs
Primer aox13 (12 p mols/uL) 4 ul

Tampdo da DNA polimerase 10x |5 uL E\ﬁfgzsfr?aqem 73:5 i(;?rz:‘?;zgi
DNA polimerase Pfu nativa 2,5U/ul |2 pL

4.4.2.3 — Eletroforese em gel de agarose

O produto de PCR (2 x 50 pL) foi misturado a 10 plL de tampac de carga 10x
(azul de bromofenol 0,04%, glicerol 50%), aplicade num Unico pogo do gel de
agarose 0,8% e separado por eletroforese em tampado de migracdo TBE 1x, a 90 V e
25 mA.

Apos a eletroforese, o gel foi imerso numa solugdo de brometo de etidio 0,5
pg/mL durante 20 minutos, lavado em agua por 15 minutos e a banda do inserto de
c¢DNA amplificado foi visualizada pela fluorescéncia emitida pelo brometo de etidio
irradiado por raios UV num transluminador. A banda foi cortada do gel com um

bisturi estéril e guardada a — 20°C para purificacao.

4.4.2.4 — Purificacao do produto de PCR

O ¢cDNA da AOX ampiificado foi extraido e purificado do gel de agarose (,8%
com o "QiAguick Gel extraction kit" (Quiagen, Alemanha) conforme j& descrito. Ac
final, o cDNA purificado foi ressuspenso em 30 ul de TE.
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4.4.2.5 — Digestdo do cDNA da AOX amplificado

O cDNA da AOX amplificado (inserto) foi entdo digerido por enzimas de
restricdo BamH I e Pst I incubadas a 37°C, durante 2 horas e 30 minutos, num tubo
de reagao contendo:

Inserto purificado 27 ulL
BamH T 12 U/plL (eurogentec) ------ 2 pL
Pst1 10 U/pL (eurogentec) ---------- 2 uL
Tampao azul 10x (eurogentec) ----- 3.1 L

4.4.2.6 — Purificagao do cDNA da AOX digerido

Apds a digestdo foram adicionados 69 uL de TE ao tubo de reagdo e o cDNA
da AOX digerido foi purificado por FCA como ja descrito, sendo ao final ressuspenso
em 15 uL de TE.

O cDNA purificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose 0,8% e
apds visualizagdo num transluminador do gel tratado com brometo de etidio, sua
concentragao foi estimada em 50 ng/pL.

4.4.3 — Ligagéo do Inserto da AOX ao plasmidio de expressdo

A partir da estimativa da concentragéo do cDNA da AOX (+ 50 ng/uL) e do
plasmidio de expressdo pQE-30 (+ 30 ng/uL) foram preparados tubos de reagao com
excesso de cDNA nas proporgoes 2:1 e 4:1 como é mostrado abaixo.

Reacdo de Ligagdo 1 Reacdo de Ligagdo 2

Inserto / plasmidio. pQE-30 (2:1)

Inserto / plasmidio pQE-30 (4:1)

cDNA da AOX (+ 200 ng) ------- 4 uL cDNA da AOX (+ 200 ng) ~------ 4 ul
Plasmidio pQE-30 (+ 100 ng) -- 3 uL Plasmidio pQE-30 (+ 50 ng) -—— 1,5 uL
T4 DNA ligase 5 U/uL --=-------- 0,5 uL T4 DNA ligase 5 U/uL ========---- 0,5 uL
Tampéo de incubagdo 10x ----- 1pL Tampdo de incubagdo 10X ------ 1uL
H,O estéril 2 uL H,0 estéril 3puL

Os tubos de reagdo foram incubados a 16°C durante 20 horas e a reagéo foi
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encerrada através do aquecimento a 70°C durante 10 minutos.

4.4.4 — Amplificagdo da construgao do pQE-30 recombinante _

Uma vez feita a ligacdo do cDNA da AOX ao plasmidio de expressdo pQE-30
foi necesséario clonar (amplificar) esse plasmidio recombinante. A clonagem foi feita
através de cultura de bactérias £ coli JM 109 transformadas com o plasmidio

recombinante.

4.4.4.1 — Preparacdo de bactérias JM 109 competentes

Bactérias JM 109 conservadas em glicerol 15% a — 80°C foram descongeladas
e uma pequena fragdo foi colocada em cultura num tubo falcon com 2 mL de LB
liguido, sob agitacdo de 145 rpm, a 37°C e durante uma noite num incubador orbital
SI 50. No dia seguinte, os 2 mL de cultura foram versados num erlenmeyer contendo
50 mL de LB liquido e incubados nas mesmas condicdes anteriores, durante 3 horas
e 30 minutos. Em seguida, a cultura de bactérias JM 109 foi dividida em 2 tubos
falcon e centrifugada @ 926 x g durante 15 minutos e a 4°C, o sobrenadante foi
descartado, cada precipitado foi ressuspenso em 12,5 mL de CaCl, 50 mM (4°C) e
deixados no gelo durante 40 minutos. Os tubos falcon foram novamente
centrifugados a 926 x g por 15 minutos e a 4°C, o sobrenadante foi descartado, os
precipitados ressuspensos em 2,5 mL de CaCl, 50mM e em seguida guardados a 4°C.

4.4.4.2 — Transformac&o de bactérias JM 109 competentes

Aliquotas de 2 plL do produto da reacdo de ligagdo 1 e 2 foram adicionadas a
eppendorfs contendo 150 ul de bactérias JM 109 competentes, deixados no gelo
durante 40 minutos; submetidos a um choque térmico de 42°C durante 3 minutos e
novamente resfriados no gelo. Em seguida, foram adicionados a cada eppendorf, 1
mL de meio 2x YT, submetendo-se a agitacdo de 145 rpm a 37°C num “incubador
orbital SI 50", durante 1 hora. A cultura resultante foi entdo semeada em placas de
petri LB Agar ampicilina (100 pg/mL) sendo, em seguida, incubadas em estufa a
37°C durante uma noite.
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2x YT
Bacto triptona 16g
Extrato de levedura ------------ 1,0g
NaCl 0,59
H,0 g.s.p. 100 mL

pH € ajustado a 7 com NaOH

4.4.4.3 — Selecdo de colonias JM 109 transformadas

Para avaliar que coldnias haviam sido transformadas com o plasmidio pQE-30
recombinante, fez-se uma PCR usando os primers aox12 e aox13 a partir de uma
pequena amostra de cada colonia, obtida pelo toque com uma ponteira. Dentre as
colonias que apresentaram a amplificagdo de uma banda de tamanho aproximado de
850 pb escolheu-se uma para fazer uma midi preparagao de plasmidio.

4.4.4.4 — Midi preparacdo do plasmidio pQE-30 recombinante

Uma col6nia JM 109 bem isolada, previamente avaliada por PCR, foi coletada
com um toque de uma ponteira p-200 estéril, adicionada a meio liquido terrific broth
contendo ampicilina 100 pug/uL e incubada a 37°C, sob agitagdo de 145 rpm num
incubador orbital durante 16 horas. A midi preparacdo foi feita como ja foi descrito
anteriormente.

O plasmidio recombinante obtido da midi preparagao foi analisado por
eletroforese em gel de agarose 0,8% através do produto de PCR utilizando os
primers aox12 e aox13, como também através de sua digestdo com enzimas de
restricdo BarmH I e Pst 1.

4.4.5 — Expressdo da AOX em £. coliM15 (pREP4)

Como mostrado na Figura 17, a expressdo da AOX em bactérias E cofj
envolveu a transformacdo de bactérias £ cofi M15 (pREP4) competentes com o
plasmidio recombinante, como também a preparagdo de uma grande cultura da £.
coli M15 (pREP4). transformada para a indugdo da expressao e purificagdo da
proteina de interesse (AOX).
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4.4,5.1 — Transformacao de £. coliM15 (pREP4) competentes

Em eppendorfs contendo 100 uL de £ coli M15 (pREP4) competentes foram
adicionados aproximadamente 50 ng de plasmidio pQE-30 recombinante ou
plasmidio pQE-30 vazio (controle negativo), colocados no gelo durante 20 minutos,
submetidos a um choque térmico a 42°C durante 90 segundos e imediatamente
transferidos pro gelo deixando-os por 2 minutos. Em seguida, foram adicionados aos
eppendorfs 300 ul de meio Psi Broth (bacto triptona 10 g/L, extrato de levedura 5
g/L, NaCl 171 mM, MgS0O4 4 mM, KCI 10 mM), incubando-os a 37°C sob agitagdo de
200 rpm num incubador orbital durante 90 minutos. A mini cultura foi entdo semeada
em placas LB Agar ampicilina 100 ug/mL, canamicina 25 ug/mL e deixadas em estufa
a 37°C durante uma noite.

4.4.5.2 — Cultura de E. coliM15 (pREP4) transformadas

Uma colonia bem isolada de £. coli M15 (pREP4) transformada com o pQE-30
recombinante ou com o pQE-30 vazio foi adicionada num tubo falcon contendo 10
mL de LB, ampicilina 100 pg/mL, canamicina 25 pg/mL e em seguida incubada a
37°C, sob agitacdo de 220 rpm num incubador orbital durante uma noite.

No dia seguinte, lancou-se uma grande cultura de E coli M15 (pREP4)
transformada com o pQE-30 recombinante para a inducdo da expressdo protéica.
Uma aliquota de 10 mL da mini-cultura feita anteriormente foi adicionada num vidro
contendo 200 mL de LB, ampicilina 100 pug/mL e canamicina 25ug/mL sendo a seguir
incubado & 37°C, sob agitagdo de 220 rpm num incubador orbital até que a
densidade 6tica a 600 nm atingisse o valor de 0,6 (aproximadamente 2 horas).

4.4.5.3 — Inducdo da sintese da proteina recombinante

A inducdo da sintese protéica foi feita pela adicao de 400 pL de IPTG 500mM
(1 mM final) ao vidro de cultura com densidade ética a 600 nm de 0,6 e deixando-se
sob agitacdo de 220 rpm, a 37°C durante 2 horas e 30 minutos num incubador
orbital.

Em seguida, a cultura foi dividida em aliquotas de 100 mL em tubos de
centrifuga e centrifugada a 3840 x g durante 25 minutos a 4°C, o sobrenadante foi
descartado e os precipitados foram guardados & — 20°C para a purificagdo da

proteina recombinante.
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4.4.5.4 — Purificagdo da proteina recombinante

A purificacdo da proteina recombinante foi feita em condigdo nativa. Os
precipitados guardados a — 20°C foram descongelados e ressuspensos em 4 mL de
tampao de lise nativa contendo: 3,86 mL de Tamp&o de lise (NaH;POs 50 mM, NaCl
300 mM e imidazol 10 mM), 100 pL de inibidores de proteases (p8849, sigma) 0,01 g
de lisozima e 40 uL de triton 25% (0,1% final). Apds a ressuspensdo, o homogenato
bacteriano foi deixado no gelo durante 30 minutos sendo em seguida submetido a
sonicagao a 4°C (6 pulsos de 10 segundos) e centrifugado a 10.000 x g durante 30
minutos a 4°C. O precipitado (P1) foi dissolvido em 4 mL de tamp&o de lise e
guardado para eletroforese a - 20°C, ja o sobrenadante foi recuperado num tubo de
ensaio, adicionado 500 pL de resina Ni-NTA (resina de niquel coordenada com o
acido nitrilo triacético) e colocado sob forte agitacdo & 4°C durante 1 hora. Em
seguida essa mistura foi transferida para uma coluna de filtragéo com tampa, deixada
em repouso até que a resina Ni-NTA depositasse no fundo, quando entfo a tampa foi
removida e o “flow through” (FT) foi recolhido. A coluna foi lavada 3 vezes com 4 mL
de tampdo de lavagem (NaH,PO4 50 mM, NaCl 300 mM e imidazol 20 mM) e o
produto de lavagem foi recuperado em 3 eppendorfs consecutivamente (L1, L2 e L3).
Enfim, a coluna foi eluida 4 vezes com 250 pL de tampdo de eluicdo (NaH,PO4; 50
mM, NaCl 300 mM e imidazol 250 mM) sendo os eluatos recolhidos em 4 eppendorfs
consecutivamente (E1, E2, E3 e E4).

4.4.5.5 — Eletroforese em SDS-PAGE

A separacdo das proteinas bacterianas, como das varias frages obtidas
durante a purificaciio protéica foi feita num PhastSystem™ (Pharmacia) em SDS-
PAGE com gradiente PhastGel 8-25 usando o tampao SDS PhastGel. O gradiente
PhastGel 8-25 é formado por um gel de 0,45 mm de espessura em gradiente
continuo de 8 a 25% com 2% de ligacdes cruzadas. O sistema de tampdo no gel é
constituido de acetato 0,112 M e Tris 0,112 M, (pH 6.4), enquanto que o tampé&o de
empilhamento (equivalente ao tampao de corrida) feito de agarose 2% é constituido
por: tricina 0,2 M, Tris 0,2 M (pH 8,1) e SDS 0,55%.

As condicdes utilizadas na eletroforese foram de 250 V, 10 mA, 3 W e 15°C
para um tempo de corrida aproximado de 20 minutos. Os géis foram coloridos em
solucdio de coloracdo [PhastGel bleu R 0,02%, metanol 30%, acido acético 10% e
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CuSOs4 0,1% (p/v)] durante 8 minutos, lavado 3 vezes (8 minutos) em solucdo de
descoloragdo (metanol 30%, acido acético 10%), preservados em solucdo contendo
glicerol 10%, acido acético 10% e colocados para secar.

4.4.5.5.1 — Preparacao das amostras

As amostras de bactérias transformadas com o plasmidio pQE-30
recombinante ou com o plasmidio pQE-30 vazio induzidas com IPTG 1 mM foram
obtidas a partir de 500 uL da cultura de bactérias apds 2 horas e 30 minutos de
indugdo. Entdo, esse volume de cultura bacteriana foi adicionado num eppendorf,
centrifugado a 9.000 x g durante 5 minutos, o sobrenadante foi descartado, o
precipitado foi ressuspenso em 50 ulL de Tris 0,1 M (pH 6,8), adicionado 50 pL de
tampao de amostra 2x (Tris 0,1 M (pH 6,8), SDS 4%, azul de bromofenol 0,02%) e
aquecido a 100°C durante 5 minutos antes de depositar 4uL no gel.

Com relag@o as outras amostras, 20 ul das fragGes P1, FT, L1, L2, L3, E1, E2,
E3 e E4 também foram adicionadas em 20 pL de tampdo de amostra 2x, aquecidas a
100°C durante 5 minutos e 4 pL foram aplicados em gel.

4.4.5.6 — Western blot

As proteinas do “PhastGel” foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose, marca SIGMA, com poros de 0.2 pum em uma cuba de
eletrotransferéncia vertical marca HOEFFER com uma solucdo tampdo de
transferéncia composta de glicina 39 mM, SDS 0,0375 % (m/v) e metanol 20 % (v/v)
em tampdo TRIS 48 mM pH 7,2, num volume final de 1500 ml, sob condigbes de
amperagem constante de 200 mA fornecida por uma fonte marca PHARMACIA
BIOTECH, modelo EPS-600. O tempo de transferéncia foi de 2 horas e todo o
processo ocorreu em camara fria, sendo a agitagdo do tampdo de transferéncia
realizada por um agitador magnético.

Apos a transferéncia, a membrana foi bloqueada, hibridizada com anticorpos e
revelada por quimioluminescéncia como ja descrito para o “Western blot” de
amostras de extrato protéico bruto.
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RESULTADOS

1 — ESTRESSE HIDRICO E SALINO EM PLANTAS DE Vigna unguiculata cv. VITA 3 E
VITA 5.

1.1 — Parametros de Crescimento

O desenvolvimento das plantas de V. unguiculata, cultivares Vita 3 e Vita 5,
foi avaliado apds o 10° dia da semeadura, quando entdo as plantas apresentavam-se
bem adaptadas ao sistema de hidroponia tendo como caracteristicas observaveis, o
inicio da queda dos cotilédones, folhas primarias bem desenvolvidas, consistentes e
iniciando o processo de desenvolvimento das folhas secundérias. Tomando esses
parametros como base, observou-se o desenvolvimento das plantas desde o
momento da aplicacdo dos estresses (10° dia da semeadura) ou troca da solugdo
nutritiva (no caso do controle) até 72 horas depois, como também apds o 72 dia de
inicio dos estresses (17° dia da semeadura) quando os tecidos eram coletados para
as analises bioguimicas e moleculares de expressdo da AOX.

As plantas controle, tanto da cultivar Vita 3 quanto da cultivar Vita 5, ndo
foram visualmente afetadas pela troca da solugdo nutritiva antiga por uma outra
recém preparada e apds 72 horas ja apresentavam as folhas secundarias bem
desenvolvidas. As folhas primarias de Vita 5 apresentavam uma caracteristica
peculiar de semi-enrolamento. Com relacdo ao desenvolvimento das plantas
submetidas ao choque osmotico com NaCl 100 mM, essas apresentavam folhas
consistentes porém, em ambas as cultivares, observou-se visualmente uma
diminuicdo no desenvolvimento das folhas secundarias em torno de 30% quando
comparadas com as folhas das plantas controle. J& as plantas de Vita 3 e de Vita 5
submetidas a estfesse com NaCl 200 mM apresentaram uma diminuicdgo no
desenvolvimento das folhas secundarias em torno de 80% e as folhas primarias de
Vita 3 aparentavam perda de consisténcia. Quanto aos estresses causados por PEG
200,67 g/L e PEG 276,28 g/L, esses parecem ter sido mais severos vez que as folhas
primarias das duas cultivares apresentaram perda de consisténcia. No caso da
cultivar Vita 5, 72 horas ap6s a aplicagdo do estresse, presenca de PEG 200,67 g/L,
as folhas primarias voltaram a apresentar consisténcia comparavel a das plantas-
controle. Entretanto, em presenca de PEG 276,28 g/L, nado foi verificado recuperagao
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da consisténcia das folhas primérias e no caso da cultivar Vita 3 essas folhas
murcharam. Quanto ao desenvolvimento das folhas secundarias, houve uma redugao
de crescimento estimada entre 60 e 70% em relagdo as folhas das plantas controle,
tanto em Vita 3 quanto em Vita 5, quando o estresse foi causado por PEG 200,67
g/L. Ja na presenga de estresse hidrico, provocado por PEG 276,28 g/L, ndo se
observou desenvolvimento das folhas secundarias na cultivar Vita 5 enquanto que na
cultivar Vita 3 verificou-se desenvolvimento dessas folhas, embora inferior ao das
folhas das plantas controle.

As plantas de V. unguiculata, cultivares Vita 3 e Vita 5, apds 7 dias de inicio
da aplicagdo dos estresses estdo mostradas na Figura 18. Durante esse periodo, as
plantas-controle consumiram muito mais solugdo nutritiva do que as plantas
estressadas, vez que, dependendo do grau do estresse aplicado, as plantas
praticamente paravam de consumir soluca@o nutritiva.

As folhas das cultivares Vita 3 e Vita 5, estressadas com NaCl 100 mM,
apresentaram uma coloragdo verde escura, como também um desenvolvimento
reduzido das folhas secundarias em aproximadamente 50% em relagdo as folhas das
plantas-controle, enquanto que as folhas primdrias apresentavam-se consistentes. Ja
em presenca de NaCl 200 mM, as folhas primarias da cultivar Vita 3 revelaram-se
menos consistentes que as da cultivar Vita 5. No tocante ao desenvolvimento das
folhas secundarias observou-se um decréscimo em torno de 50% em relagdo ao
tratamento com NaCl 100 mM, tanto na cultivar Vita 5 quanto na cultivar Vita 3. As
plantas estressadas com PEG 200,67 g/L e PEG 276,28 g/L apresentaram-se menos
desenvolvidas quando comparadas ao estresse salino. Na presenga de PEG 200,67
g/L por exemplo, a maior parte das plantas estava com as folhas primarias murchas
sendo essa observacdo predominante na cultivar Vita 3 que também apresentava
uma coloracdo verde escura e acinzentada nas folhas primarias. Ja no estresse com
PEG 276,28 g/L, observava-se que as folhas primarias estavam caindo e as folhas
secundarias praticamente ndo tinham se desenvolvido desde o inicio da aplicagdo do
estresse.



87

CONTROLE NaCl 100mM NaCl 200mM PEG 200,67g/L  PEG 276,28g/L

VITA 5

CONTROLE NaCl 100mM NaCl 200mM PEG 200,67g/L  PEG 276,28g/L

FIGURA 18 — Plantas de Vigna unguiculata, cultivares Vita 3 e Vita 5, 17 dias apds a
germinacdo e 7 dias de inicio do estresse hidrico ou salino
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2 — EXPRESSAO DA OXIDASE ALTERNATIVA DE Vigna unguiculata

A expressdo da oxidase alternativa foi analisada através da quantificacdo
protéica e da quantificacdo de transcritos nas cultivares Vita 3 e Vita 5 de V.
unguiculata, submetidas a diferentes condigdes de tratamentos, 17 dias apds a
semeadura.

2.1 — Analise da expressdo protéica da AOX

A expressao protéica da AOX foi estudada em raizes de V. unguiculata a partir
do extrato protéico bruto de raizes de Vita 3 e de mitocondrias purificadas de raizes
de Vita 3 e Vita 5 em condicdo — controle e em presenca de NaCl 100 mM, NaCl 200
mM, e PEG 200,67 g/L.

2.1.1 — Andlise da expressdo protéica da AOX: Extrato protéico bruto

A expressao da oxidase alternativa em extrato protéico bruto de raizes de Vita
3 esta mostrada na Figura 19. A Figura 19A revela a quantidade de extrato protéico
bruto de raizes da cultivar Vita 3 através da visualizacdo da intensidade das proteinas
separadas por SDS-PAGE. Duas bandas de massas moleculares muito proximas
compreendidas na faixa de 34 a 36 kDa (forma reduzida) foram reveladas por
anticorpos anti-AOX de S. guttatum em todas as amostras de extrato protéico bruto
(Figura 19B), sendo a intensidade das bandas usada como parametro para avaliar a
expressdo da AOX. A exposicdo das plantas de Vita 3 aos estresses hidrico e salino
aumentou a expressdo protéica da AOX sobretudo na forma correspondente a banda
de menor massa molecular. Quando as plantas foram estressadas com PEG 200,67
g/L houve um acréscimo em torno de 50% na quantidade da AOX comparada a do
controle. J& quando o estresse foi causado por NaCl 100 mM ou 200 mM a
quantidade da AOX aumentou em média de 30 e 20%, respectivamente (Figuras 19B
e 19C).

2.1.2 — Andlise da expressdo protéica da AOX: Mitocdndrias purificadas

Em mitocOndrias de raizes purificadas dos cultivares Vita 3 e Vita 5, foram
reveladas por “Western blotting”, 4 bandas protéicas, sendo uma banda oxidada
(c.a. 70 kDa) e 3 bandas reduzidas com massas moleculares variando na faixa de 32



3y

NaCl NaCl PEG
C 100mM 200mM 200,67g/L

(kDa)_ _I l l l

NaCl NaCl PEG
100mmM  200mM 200,679/

(kDa) (priai) ,:'i'?.m:-'-’mw..“,. me-sc.as:-:,if "‘"’,"";"Wj‘“‘f A RN Y, WO
1 1 6 "‘-i.v..r‘.— 5 ¢ v 5 i

51,8 ==

22 =5

Forma
Reduzida

Controle NacCl NaCl PEG
100mM 200mM 200,67g/L

Densidade das bandas

FIGURA 19 — Expressdo da oxidase alternativa (AOX) em extrato protéico bruto de
raizes de Vigna unguiculata, cultivar Vita 3, 17 dias apds a semeadura, submetidas a
diferentes condicdes: C (controle), NaCl 100 mM, NaCl 200 mM e PEG 200,67 g/L
(amostras em duplicata). (A) SDS — PAGE (adicdo de 40 plL de extrato protéico bruto
em cada pogo) (B) — Western blotting; (C) — Grafico representando as médias das

densidades integradas das bandas reduzidas da AOX.
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a 36 kDa. A banda oxidada é intensa e visivel em todas as condigdes. Ja as bandas
reduzidas sdo bem menos intensas e apenas uma banda de massa molecular
intermedidria (c.a. de 35 kDa) aumenta de intensidade, tornando-se nitidamente
visivel, em funcdo do estresse aplicado.

As Figuras 20 e 21 mostram a expressdo da oxidase alternativa em
mitocondrias purificadas de raizes de Vita 3 e de Vita 5, respectivamente. A
quantificacdo protéica da fragdo mitocondrial purificada foi estimada através da
visualizagdo da intensidade das bandas separadas por SDS-PAGE (Figuras 20A e
21A). Em termos quantitativos, ndo se constata diferenga significativa de expressao
da AOX na cultivar Vita 3 quando se compara o somatdrio das intensidades das
bandas oxidada e reduzida em condi¢des controle e de estresse. Contudo, se for
comparada somente a forma reduzida (c.a. 35 kDa), observa-se que ha um aumento
de no minimo 100% na intensidade das bandas em condigGes de estresse (Figuras
20B, 20C e 22). Esse aumento na intensidade da banda reduzida (c.a. 35 kDa) em
condigbes de estresse também foi observado para a cultivar Vita 5 sendo no minimo
de 200% (Figuras 21B, 21C e 22). Ja com relacdo ao somatdrio das bandas oxidada
e reduzida (c.a. 35 kDa), observa-se um aumento em torno de 85 e 45%, em relacao
ao controle, na expressao da AOX em presenca de NaCl 100 mM e de PEG 200,67
g/L respectivamente. Entretanto, em presenca de NaCl 200 mM, o somatdrio das
referidas bandas apresentou-se semelhante ao somatdrio das do controle (Figura
21C).

A Figura 22 mostra a comparacdo da expressdo da AOX em mitocOndrias
purificadas de raizes das cultivares Vita 3 e Vita 5. Quantitativamente a expressao da
AOX na cultivar Vita 3 € maior do que a expressdo na cultivar Vita 5 independente da
condigao de tratamento que as plantas sejam submetidas.

2.2 — Andlise da expressdo de mRNA da AOX

A quantificacdo do mRNA da AOX foi feita tanto de forma indireta através da
transcricdo reversa do cDNA da AOX e de sua amplificagdo por PCR (RT-PCR), como
de forma direta através da hibridizacdo do cDNA da AOX de V. unguiculata (clone 5)
com uma membrana de nylon contendo amostras de RNA total de diferentes tecidos
de V. unguiculata ("Northern blot™).
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FIGURA 20 — Expressao da oxidase alternativa em mitocondrias purificadas de raizes
de Vigna unguiculata, cultivar Vita 3, 17 dias apds a semeadura, submetidas a
diferentes condigbes: C (controle), NaCl 100 mM, NaCl 200 mM e PEG 200,67 g/L
(amostras em duplicata). (A) SDS — PAGE (5ug de proteina mitocondrial em cada
poco); (B) — Western blotting; (C) — Grafico representando as médias das densidades
integradas das bandas oxidadas e reduzidas da AOX.
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FIGURA 21 — Expressao da oxidase alternativa em mitocondrias purificadas de raizes de
Vigna unguiculata, cultivar Vita 5, 17 dias apds a semeadura, submetidas a diferentes
condigdes: C (controle), NaCl 100 mM, NaCi 200 mM e PEG 200,67 g/L (amostras em
duplicata). (A) SDS — PAGE (5ug de proteina mitocondrial em cada pogo); (B) - Western
blotting; (C) — Grafico representando as média das densidades integradas das bandas

oxidadas e reduzidas da AOX.
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FIGURA 22 — Expressao da oxidase alternativa em mitocondrias purificadas de raizes de
Vigna unguiculata, cultivares Vita 3 (V3) e Vita 5 (V5), 17 dias apds a semeadura,
submetidas a diferentes condicdes: C (controle), NaCl 100 mM, NaCl 200 mM e PEG
200,67 g/L. (A) Western blotting; (B) Grafico representando as densidades integradas
das bandas oxidadas e reduzidas da AOX.
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2.2.1 — Quantificacdo de transcritos da AOX por RT-PCR

A Figura 23 mostra a quantificagdo de transcritos da AOX em raizes de V.
unguiculata, cultivares Vita 3 e Vita 5, submetidas a diferentes condigdes: controle,
NaCl 100 mM, NaCl 200 mM e PEG 200,67 g/L. A RT-PCR de 1 ug de RNA total
utilizando os “primers” aox1 e aox6 amplificou um fragmento de cDNA da AOX de
tamanho molecular esperado de 620 pb em todas as condi¢bes nas duas cultivares
(Figura 23A). A Figura 23B mostra a eletroforese da quantidade de RNA total (c.a.
1ug) usada como matriz para a RT-PCR, onde foram reveladas as bandas de RNAr 25
S e 18 S. A quantidade de cDNA da AOX amplificada foi normalizada pela divisdo da
densidade da banda de cDNA pela densidade da banda de RNAr 18 S correspondente
(Figura 23C) possibilitando assim, corrigir um erro pratico de quantificacdo do RNA
total. A Figura 23C mostra entdo as quantidades relativas de mRNA (cDNA) da AOX
em raizes de Vita 3 e Vita 5 submetidas a diferentes condicdes de estresses,
revelando haver uma maior expressao da AOX na cultivar Vita 3 em todas as
condigdes em torno de pelo menos 30%. Com relagdo ao efeito dos estresses na
expressao de mRNA da AOX houve uma diminui¢do em torno de 30% em Vita 3 e de
50% em Vita 5 apenas quando o estresse foi causado pelo PEG 200,67 g/L. Ja nas
demais condicdes (NaCl 100 mM e NaCl 200 mM) nao houve diferenga significativa
em comparac¢ao ao controle tanto em Vita 3 quanto em Vita 5.

2.2.2 — Quantificacdo de transcritos da AOX Através de “Northern blot”

A quantificacdo de transcritos da AOX através de “Northern blot” € mostrada
na Figura 24. Uma banda de mRNA de tamanho aparente de 1,2 kb foi revelada pela
hibridizacdo da sonda da AOX de V. unguiculata (clone 5) com as diferentes
amostras de RNA total de raizes e de folhas das cultivares Vita 3 e Vita 5 (Figura
24A). Na analise da expressdo da AOX, a intensidade da banda de mRNA foi
normalizada através da divisdo da densidade dessa banda pela densidade da banda
de RNAr 25 S correspondente (Figura 24B), obtendo um nUmero relativo
proporcional a quantidade de mRNA (Figura 24C). Como mostrado na Figura 24C, a
expressao da AOX em folhas de Vita 3 de plantas submetidas a estresse com NaCl
100 mM foi semelhante a do controle, aumentou em torno de 100 e 40% em
presenca de NaCl 200 mM e de PEG 200,67 g/L respectivamente e foi decrescida
aproximadamente 30% em presenca de PEG 276,28 g/L. Ja& em raizes da mesma
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FIGURA 23 — Quantificacdo de transcritos da oxidase alternativa em raizes de Vigna
unguiculata, cultivares Vita 3 e Vita 5, 17dias apds a semeadura, submetidas a
diferentes condigdes: controle (1), NaCl 100 mM (2), NaCl 200 mM (3) e PEG 200,67
g/L (4). (A) Eletroforese em gel de agarose 0,8% do cDNA (620 pb) da AOX sintetizado
e amplificado por RT-PCR usando os primers aox1 e aox6. (B) Eletroforese em gel de
agarose 1,5% da quantidade de RNA total (~1ug) utilizada na RT-PCR. (C) Grafico da
normalizagao da quantidade de transcritos dado pela divisdo da densidade integrada da
banda de cDNA pela densidade da banda de RNAr 18 S correspondente.
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FIGURA 24 — Quantificacdo de mRNA da oxidase alternativa em raizes e folhas de Vigna
unguiculata, cultivares Vita 3 e Vita 5, submetidas a diferentes condicdes: controle (1),
NaCl 100mM (2), NaCl 200mM (3), PEG 200,67g/L (4) e PEG 276,28g/L (5) . (A)
Northern blot hibridizado com cDNA da AOX de V. unguiculata (clone 5). (B) Bandas de
RNAr 25 S coradas com azul de metileno apds deshibridacdo da membrana. (C) Grafico
representando a quantidade relativa de transcritos da AOX (densidade da banda de
mRNA /densidade da banda de RNAr 25 S).
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cultivar foi observado um aumento de transcritos em todos os estresses comparados
ao controle, variando de 111 a 144% em presenca de NaCl 100 e 200 mM
respectivamente e de 44 a 55% em presenca de PEG 200,67 e 276,28 g/L
respectivamente. Contrariamente, em folhas e raizes da cultivar Vita 5 sob condigGes
de estresse, houve uma redugdo na expressdo de mRNA da AOX comparando-se aos
respectivos controles. Essa reducdo de mRNA em folhas de Vita 5 variou de
aproximadamente 75% (variagdo maxima) em presenga de NaCl a 17% (variacdo
minima) em presenca de PEG. J&4 em raizes, a percentagem de reducdo de
transcritos da AOX em condigbes de estresse foi no maximo 50% em presenca de
NaCl e no minimo 10% em presenca de PEG.

2.3 = Andlise da expressd@o de genes da AOX a partir de uma biblioteca de
cDNA

2.3.1 —"Screenings”

A Figura 25 mostra os 14 clones positivos para AOX que foram coletados no
12 “screening” do banco de cDNA de folhas de V. wnguiculata, cv. EPACE 1
submetido a um estresse hidrico moderado. Apds a realizagdo de 2 “screenings”
complementares foram isolados 13 clones uma vez que o clone n® 2 foi perdido na
coleta do 1° “screening”.

2.3.2 — Analise dos clones por PCR e por RFLP

A Figura 26 mostra o tamanho dos insertos de cDNA positivos para AOX nos
diferentes clones de AZIPLOX isolados, amplificados por PCR usando os “primers”
universais M13. Esses “primers” sdo especificos para o plasmidio pZL1 e se
hibridizam nos flancos do sitio de “multi clonagem” possibilitando amplificar um
cDNA inserido nesse plasmidio. Essencialmente, os clones positivos para AOX
apresentaram dois padrdes de tamanhos diferentes. Os clones 1, 4, 8, 11 e 12
revelaram uma banda de tamanho aparente de 850 pb e os clones 3, 6, 7, 10 e 13
apresentaram uma banda em torno de 1.450 pb., Os clones 5, 9 e 14 nao
apresentaram amplificagao.

Os perfis de RFLP (“Restriction Fragments Length Polymorphism™) dos
diferentes clones s8o mostrados nas Figuras 27 e 28. A Figura 27 mostra o perfil de
RFLP da digestdo do DNA bacteriofagico AZIPLOX com as enzimas de restrigdo Bamt
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FIGURA 26 — Tamanho dos insertos positivos para AOX dos diferentes clones AZIPLOX
isolados no 3° “screening”. Eletroforese em gel de agarose 0,8% dos insertos
amplificados por PCR usando os primers universais M13. Os nimeros de 1 a 14 indicam
0s respectivos clones e M 0 marcador de tamanho molecular (DNA “ladder” 100bp).
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FIGURA 27 — Digestdo do DNA bacteriofagico AZIPLOX dos diferentes clones positivos
para AOX isolados no 3° “screening”. Eletroforese em gel de agarose 0,8% dos
fragmentos de DNA obtidos em presenca das enzimas de restricao BamH I e £coR 1. Os
numeros de 1 a 14 indicam os respectivos clones e M o marcador de tamanho molecular
(DNA “ladder” 100bp).
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FIGURA 28 — Digestdo do DNA plasmidicc pZL1 dos clones positivos para AOX.
Eletroforeses em gel de agarose 0,8% dos fragmentos de DNA dos diferentes clones
obtidos em presenca das enzimas de restricao: (A) BamH I e EcoR I; (B) Himd III e Pst
I. Os numeros de 1 a 14 indicam os respectivos clones e M o marcador de tamanho

molecular (DNA “ladder” 100bp).
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I e FcoR I que sdo especificas para os flancos do sitio de poli clonagem do plasmidio
pZL1 onde esta inserido o cDNA de interesse. As bandas superiores representam “0s
bragos” do DNA AZIPLOX e as bandas menores, com tamanhos entre 600 e 1.500
pb, correspondem aos insertos. Os clones 1, 4, 8, 11 e 12 apresentaram uma Unica
banda de aproximadamente 700 pb e os clones 5, 9, e 14 também apresentaram
uma Unica banda em torno de 1.400 pb. Por outro lado, os clones 3, 6, 10 e 13
revelaram duas bandas de tamanhos aparentes de 800 e 600 pb e o clone 7
apresentou um perfil estranho de duas bandas em torno de 1.400 e 1.200 pb. A
Figura 28 mostra a digestdo do DNA plasmidico pZL1 com as enzimas de restricao
BamH 1 e EcoR 1 (Figura 28A) e Hind III e Pst I (Figura 28B). O DNA plasmidico
possui sitios de restrigdo que flanqueiam o inserto e sdo especificos para as referidas
enzimas. As Figuras 28A e 28B apresentam em todos os clones positivos para AOX
uma banda superior de tamanho aproximado de 4.300 pb correspondente ao
plasmidio pZL1 sem o inserto, enquanto que as bandas que aparecem principalmente
entre os tamanhos de 600 e 1.500 pb correspondem aos insertos. O perfil de RFLP
dos insertos obtidos da digestdo do PNA plasmidico pZL1 com as enzimas BamH I e
EcoR 1 foi semelhante ao perfil apresentado pela digestdo do DNA bacteriofagico com
as mesmas enzimas, com excecao do clone 7 que apresentou duas bandas, uma em
torno de 1.200 pb e outra de aproximadamente 200 pb. A digestdo do DNA
plasmidico com as enzimas Hind III e Pst I apresentou trés padres de cortes de
restricdo diferentes. Os clones 1, 4, 8, 11 e 12 revelaram uma Unica banda
correspondente ao inserto de tamanho molecular em torno de 700 pb e os clones 3,
6, 10 e 13 apresentaram uma Unica banda em torno de 1.350 pb. Ja os clones 5, 9 e
14 apresentaram duas bandas com tamanhos aproximados de 1.200 e 200 pb. O
clone 7, igualmente aos clones 5, 9 e 14 também apresentou duas bandas mas com
diferentes tamanhos que foram em torno de 1.250 e 250 pb (Figura 28B).

2.3.3 — Sequenciamento de clones de cDNA da AOX

A analise dos perfis de PCR (Figura 26) e de RFLP (Figuras 27 e 28) revelou a
existéncia de 4 padrdes distintos de clones. Padrao A: clones 1, 4, 8, 11 e 12; padrao
B: clones 3, 6, 10 e 13; padrao C: clones 5, 9 e 14; padrao D: somente o clone 7.
Dessa forma, foi selecionado um clone de cada padrao (clones 8, 3, 5 e 7) para o
seqiienciamento dos insertos. Os insertos (cDNAs) dos clones 3, 5 e 8 foram
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seqlienciados completamente sendo observado por comparagdo de seqliéncias com
outras espécies de plantas que os cDNAs dos clones 3 e 5 eram completos, enquanto
que o cDNA do clone 8 era incompleto e possuia 100% de identidade com parte da
seqliéncia do cDNA da AOX do clone 3. O cDNA do clone 7 foi parcialmente
seqilienciado sendo observado que era um hibrido do cDNA do clone 5 com outra
seqliéncia diferente que n&o codificava para AOX.

O cDNA da AOX do clone 3 (Figura 29) apresentou um tamanho molecular de
1.201 pb. Tomando a fita senso 5-3" como correspondente ao mRNA foi observado
que esse cDNA possuia 19 bases na extremidade ndo codante 5, 195 bases na
extremidade ndo codante 3’ sendo 23 correspondentes a cauda poli A e um “Open
reading frame” (ORF) de 987 bases que codificavam para 329 aminoécidos. Ja o
cDNA da AOX do clone 5 (Figura 30) apresentou um tamanho molecular de 1203 pb,
onde foram observadas 79 bases na extremidade ndo codante 5, um ORF de 978
bases codificando para 326 aminoacidos e 146 bases na extremidade ndo codante 3’
que continha uma cauda poli A de 15 bases.

2.3.4 — Andlise da expressdo da AOX de clones isolados

Os perfis de PCR (Figura 26) e RFLP (Figuras 27 e 28) e o seqiienciamento
dos cDNAs (Figuras 29 e 30) sugerem que em plantas de EPACE 1 sob condigGes de
estresse hidrico moderado houve pelo menos a expressdo de 2 genes diferentes da
AOX, um gene representado pelo Vu-clone 3 (clones completos 3, 6, 10 e 13, além
dos incompletos 1, 4, 8, 11 e 12) e o outro representado pelo Vu-clone 5 (clones 5,
9, 7 e 14) fazendo uma razédo de 9 clones para o gene Vu-clone 3 e 4 clones para 0

gene Vu-clone 5.

2.3.5 — Analise das AOXs de Vigna unguiculata

A comparacdo entre as seqliéncias protéicas da AOX Vu-clone 3 e da AOX Vu-
clone 5 (Figura 31) mostra que ha uma homologia de 65% entre as duas proteinas
sendo as diferencas observadas principalmente na extremidade N- terminal onde é
~ encontrada a seqliéncia do peptidio sinal. O sitio de clivagem do peptidio sinal nos
dois clones foi presumido pela comparagéo de seqiiéncias peptidicas ja determinadas
em soja (Finnegan et al, 1997), pela arginina (R) na posicdo —2 e através do
programa PSORT que utiliza o método de Nakai & Kanehisa (1992). Os “motifs”
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Vu-clone 3

GCGATTCTTCTCTCGAGAG ATG AAG TTC ATT GCA TTG AGT TGT ACG GTT CGG CGA GCT CTG 61
M K F I A L S Cc T v R R A L
20 30
CTC AAT GGC CGC AAC TGC AAC GGC CTC GGT TCG ACG GCG GTG ATG GCA TAT GCG GCA CCG 121
L N G R N Cc N G L G S T A v M A ¥ A A 2
40 : 50
GAA ACG AGG TTT CTC TGT GCC GGC GCC GCT AAC GGA GGT CTC TTC TAC TGG AGG AGG TCG 181
E T R F L c a G A A N G G L F ¥ W R R S
60 70
ATG GCT TCG CAG GCG GAA GCT AAG TTG CCG GAG AAG GAT AAG GAG AAG GCC GAG GCC GAG 241
M A S Q A E A K L P E K D K E K A E A E
80 90
AAG AGT GTG GTA GAG TCC AGT TAT TGG GGG ATT TCG AGG CCG AGG ATT ATG AGA GAG GAC 301

K S v v E S S ¥ W G I S R P R i M R E D
100 110
GGA ACG GAG TGG CCT TGG AAC TGC TTC ATG CCT TGG GAG ACT TAT CAT TCA AAC CTG TCG 361

120 130
ATA GAT CTT ACT AAA CAT CAT GTG CCA AAG AAT TTT CTG GAC AAA GTT GCT TAC AGG ACC 421

140 150
GTG AAA CTC CTC AGA ATT CCT ACA GAT TTG TTT TTT CAG AGA CGG TAT GGT TGC CGC GCA 481

160 170
ATG ATG CTA GAA ACA GTT GCA GCT GTA CCT GGC ATG GTA GGA GGG ATG TTG TTG CAC CTC 541

180 190
AGG TCT CTC CGT AAG TTT CAG CAA AGC GGT GGT TGG ATC AAA GCA TTG ATG GAG GAA GCA 601

200 210
GAA AAT GAG AGA ATG CAC CTA ATG ACT ATG GTG GAA CTT GTG AAG CCC AAA TGG TAC GAA 661
K

220 230
AGA CTG CTG GTT ATT GCT GTA CAG GGA GTT TTC TTC AAT GCG TTT TTC GTA CTT TAC ATA 721

240 250
CIC TCC CCC AAG GTG GCT CAT AGA ATA GTT GGG TAC CTT GAG GAG GAG GCT ATA CAT TCT 781

260 270
TAC ACG GAG TAT TTA AAG GAT ATT GAA AGT GGT GCA ATC GAA AAT GTT CCT GCT CCT GCC 841
Y b E b 4 L K D I E S G A I E N v P A P A
280 290
ATT GCA ATA GAC TAC TGG AGG CTT CCC AAG GAT GCC AAA TTG AAA GAT GTT ATA ACA GTC 901
& A I D b4 W R L 4 K D A K L K D v i 3 T v
300 310
ATT CGT GCT GAC GAG GCT CAT CAT CGA GAT GTG AAT CAT TTT GCT TCT GAT ATC CAC TTT 961
I R A D E A H H R D v N H F A S D I H F
320
CAA GGT AAA GAA CTG CGG GAA GCA CCA GCT CCT ATT GGT TAT CAC TAA GTCTTTGCTGCCACG 1024
Q G K E L R E A B A 2 : G o H *

AAGATGAAGTACGTTTTGCTTAGTACAGTCCTTTACCATGACACCGTTGGATATAGCATTTAAAGTAAATATGTCAATG 1103
ATTATAGTGCAATATCTCATCTGAGAACCATGTATGTTACCATTACGATATAGATAAGTACTTCTTCCTCGAGTAARRA 1182

AAAAAAAAAAARAAAANARAR 1201

FIGURA 29 - Seqiiéncias nucleotidica (em preto) e de aminoacidos deduzidos (em verde) a partir
do cDNA que codifica a oxidase alternativa de Vigna unguiculata (Vu-clone 3). * indica o codon

de terminacado da traducao protéica.




Vu-clone 5

ATTTTCATTCACAGAAGATCTCAGCCATTTTCATTCACAGATCAAGARATAGAARC 56
1 10
ATTACATGCTGTCAAGATCCACC ATG AAG CAT ACT TTA GTA AGG TCA GCG GCA CGA GCT CTG CTT 121
M K H b L v R S A A R A L L
20 30
GGC GGC GGC CGT AGC TAC TAC CGC CAC GCC CCA ACA GCG GCG ATC GTG GAG CCG ACA CGC 181

G G G R S Y p'4 R 'H A P T A A 2 v E : >4 L R
40 50

CAG CAT GGC GGC GGC GCG TTT GGA AGC TTC TAT TTG CGG AGG ATG TCC ACT CTT CCA GAC 241

Q H G G G A F G S F b4 L R R M S T L P D
60 70
ATC AAG GAT CAC AAC TCA GAG GAG AAA AAA AAC GAG GTC AAA GAC GAC AAC ACC AAC GCC 301
I K D H N S E E K K N E v K D D N i N A
80 90
GTC ATT TCC AGT TAC TGG GGG ATC TCA AGA CCC AAG GTC CGC AGG GAG GAC GGA ACT GAG 361
v I S S -4 W G I S R P K v R R E D G T E
100 110
TGG CCA TGG AAC TGT TTC ATG CCA TGG GAT ACT TAC CAC TCA GAT GTG TCA ATA GAC GTG 421

120 130
ACC AAG CAT CAC ACA CCG AAG TCG TTA ACC GAC AAG GTT GCT TTT AGG TCT GTC AAG TTT 481

140 150
CTA AGG GTT CTC TCT GAT TTA TAC TTC AAG GAA CGG TAT GGG TGC CAT GCC ATG ATG CTG 541

160 170
GAA ACA ATT GCA GCG GTT CCA GGA ATG GTG GGA GGG ATG CTG CTG CAC CTG AAG TCT CTG 601

180 190
AGG AAG TTT CAG CAC TCT GGG GGA TGG ATC AAG GCA TTG CTT GAG GAA GCA GAG AAC GAG 661

200 210
AGG ATG CAC CTT ATG ACG ATG GTG GAG CTG GTG CAG CCA AAA TGG CAC GAG AGG CTT CTG 721

220 230
ATT TTC ACT GCA CAG GGC GTT TTC TTC AAC GCA TTC TTC GTC TTT TAC CTC CTC TCA CCA 781

240 250
AAA GCA GCA CAC AGG TTT GTT GGG TAC TTA GAG GAA GAG GCT GTG ATT TCA TAC ACA CAA 841

260 270
CAT TTG GAA GCA ATT GAG AGT GGC AAA GTT GAA AAC GTC CCT GCT CCT GCC ATT GCC ATC 0901

280 290
GAC TAC TGG AGG CTC CCC AAG GAT GCA ACT CTC ARA GAC GTT GTC ACT GTG ATT CGT GCA 961

D Y W R L P K D A T L K D v v T v I R A
300 3io

GAT GAG GCT CAC CAC AGA GAT GTC AAC CAC TTT GCT TCT GAT ATT CAC CAC CAA GGA ARG 1021
D E A H H R D v N H F A S D I H H Q G K

320
GAA TTA AGA GAT GCT CCA GCT CCT ATT GGT TAC CAT TGA GCCATTGTTTGTAARAACCATTTGTAGC 1087

E L R D A P A P X G Y H *

TTTTCTCATCTAAAACTTTCTATTCGTGCCTGGAGGTTCAATAAAATGTATTTTCACTCACTTTAAAACAGAAGTTTTA 1166
TTGAGATCAGTAGTTATATTATAAAAAAAAARAARARA 1203

FIGURA 30 — Segiiéncias nucleotidica (em preto) e de aminocacidos deduzidos (em azul) a partir
do cDNA que codifica a oxidase alternativa de Vigna unguiculata (Vu-clone 5). * indica o cddon

de terminacdo da traducdo protéica.
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FIGURA 31 — Comparagao das seqiiéncias de aminoacidos entre as oxidases alternativas de Vigna unguiculata (Vu-clone 3 e

Vu-clone5). As regides de consenso estdo marcadas em azul. A numeragdo corresponde a contagem dos residuos de

aminoacidos.
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RSMASQ na AOX Vu-clone 3 e RRMSTL na AOX Vu-clone 5 foram determinados como
pontos de clivagem possibilitando a dedugao da seqiiéncia da proteina matura onde
as AOX Vu-clone 3 e Vu clone 5 teriam 274 e 277 residuos de aminoacidos
respectivamente. '

A Figura 32 compara seqiliéncias protéicas das AOXs de soja Gm AOX1, Gm
AOX2a, Gm AOX2b e de feijéo de corda Vu-clone 3 e Vu-clone 5. O alinhamento das
diferentes seqiiéncias mostra 8 zonas de consenso com pelo menos 6 aminoacidos,
nessa ordem: AMMLET, AAVPGMV, EEAENERMHLMT, QGVFFNA, GYLEEEA,
ENVPAPAIAIDYW, RADEAHHRDVNHFASDIH e APIGYH. A proteina Gm AOX1
mostrou maior diferenca entre as seqliéncias, apresentando uma homologia de 58,
53, 60 e 54% com Gm AOX2a, Gm AOX2b, Vu-clone 3 e Vu-clone 5,
respectivamente. Gm AOX2a e Gm AOX2b tinham uma homologia de 68%,
semelhante a apresentada entre Gm AOX2a e Vu-clone 5 que era de 69%, enquanto
que a homologia entre Gm AOX2b e Vu-clone 3 foi de 64%. Por outro lado, Gm
AOX2a apresentou alta homologia (90%) com Vu-clone 3 da mesma forma que Gm
AOX2b foi 91% idéntica a Vu-clone 5.

As Figuras 33 e 34 mostram as comparagOes de seqiliéncias protéicas de Gm
AOX2a com Vu-clone 3 e Gm AOX2b com Vu-clone 5, respectivamente. Foi
observado que as diferengas entre as respectivas seqiiéncias de aminoacidos ocorria
principalmente no peptidio sinal.

A arvore filogenética da AOX comparando diferentes espécies de plantas,
algas verdes, protozoarios, fungos e proteinas homdlogas de cloroplastos é mostrada
na Figura 35. Como ja observado por Considine et al (2002), em plantas ha dois
grupos diferenciados da AOX, um grupo formado pelas AOXs do tipo 1 e 0 outro
formado pelas AOXs do tipo 2 (representado por Gm AOX2a, Vu-clone 3, Gm
AOX2b, Vu-clone 5, At AOX2 e Mi AOX2). A distancia filogenética entre as proteinas
Gm Aox2b e Vu-clone 5 foi um pouco maior do que a distdncia observada entre as
proteinas Gm AOX2a e Vu-clone3. Pode ser observado também que as proteinas
homdlogas de cloroplasto possuem uma grande disténcia filogenética quando
comparadas com as AOXs mitocondriais correspondentes de A. thaliana como
‘também de outras espécies de plantas.
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FIGURA 32 — Comparagdo de sequéncias de aminoacidos entre as oxidases alternativas de Vigna unguiculata (Vu-clone 3 e Vu-clone
5) e Glycine max (Gm Aoxl, Gm Aox2a e Gm Aox2b). As regides de consenso estdo marcadas em azul, os sitios de clivagem do

peptidio sinal estao marcados em amarelo e as cisteinas (C) conservadas estdo representadas em verde. A numeracdo corresponde a
contagem dos residuos de aminoacidos.
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FIGURA 33 — Comparagao das seqiiéncias de aminoacidos entre as oxidases alternativas de Vigna unguiculata (Vu-clone 3) e

de Glycine max (Gm Aox2a). As regides de consenso estdo marcadas em azul. A numeracdo corresponde a contagem dos
residuos de aminoacidos.
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FIGURA 34 — Comparacdo das seqiiéncias de aminoacidos entre as oxidases alternativas de Vigna unguiculata (Vu-clone 5) e

de Glycine max (Gm Aox2b). As regides de consenso estdao marcadas em azul. A numeracdo corresponde a contagem dos
residuos de aminoacidos.
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~ Arvore Filogenética da AOX
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FIGURA 35 — Arvore filogenética da oxidase alternativa. A arvore filogenética foi construida
através da submissdo “on line” ao site: http://www.genebee.msu.su, de seqiiéncias em
aminoacidos completas da AOX de varias espécies obtidas do “GenBank”. Ac (Ajellomyces
capsulatus), An (Aspergillus niger), At (Arabidopsis thaliana), Bf (Botryotinia fuckeliana), Bg
(Blumeria graminis), Cn (Cryptococcus neoformans), Cr (Chlamydomonas reinhardti)), Cro
(Catharanthus roseus), DA (Dictyostelium discoideum), Gm (Glycine max), Ha (Hansenula
anomala), Le (Lycopersicon esculentum), Mf (Monilinia fructicola), Mg (Magnaporthe grisea), Mi
(Mangifera indica), Nt (Nicotiana tabacum), Os (Oryza sativa), Pa (Podospora anserina), Pt
(Populus tremula x Populus tremuloides), Sg (Sauromatum guttatum), Ta (Thiticum aestivum),
Tb (Trypanosoma brucei), Vi (Venturia inaequalis), Vu-clone 3 & Vu-clone 5 (Vigna unguiculata), .
Em amarelo ouro (plantas), verde (algas verdes), azul (protistas), vermelho (fungos) e verde
musgo (proteinas homdlogas de cloroplasto).
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3 — EXPRESSAO DA OXIDASE ALTERNATIVA DE Vigna unguiculata em E. coll.

3.1 — Preparagao do plasmidio de expressado e do inserto da AOX para ligagdo

A Figura 36 mostra a discriminagdo das diferentes partes do cDNA da AOX de
V. wnguiculata (Vu-clone 5). A seqliéncia codante da proteina matura (837pb),
mostrada em azul, foi amplificada com extremidades de sitios de restricdo BamH I e
Pst 1 para ser ligada ao vetor de expressdo pQE-30. As etapas de preparacdo do
inserto da AOX e do plasmidio de expressdo foram acompanhadas por eletroforese
em gel de agarose 0,8% (Figura 37). A Figura 37A acompanha a preparacao do
plasmidio pQE-30. Apds digestdo, desfosforilagdo e purificacdo, o plasmidio
linearizado (pQE-30 digerido) apresentou um tamanho de aproximadamente 3,4 kpb,
enquanto que o plasmidio circular (pQE-30 ndo digerido) migrou de forma diferente.
A Figura 37B mostra o inserto da AOX (Vu-clone 5) correspondente a proteina
matura, amplificado por PCR usando os “primers” aox12 e aox13. Teoricamente o
inserto tinha 859 pb uma vez que haviam sido adicionados os sitios de restricdo
BarH 1 e Pst I nas extremidades 5 e 3, respectivamente. O inserto foi
posteriormente digerido pelas enzimas BarmH 1 e Pst 1 e purificado (Figura 37C),
ficando disponivel para a ligagdo ao vetor.

3.2 — Plasmidio recombinante

A eletroforese da Figura 38 controla a ligacdo do plasmidio de expressdo ao
inserto da AOX. Foi observado que o plasmidio recombinante (pogo n° 2) tinha um
tamanho molecular maior do que o plasmidio vazio (pogo n°® 1). Quando esses
plasmidios foram digeridos com as enzimas de restrico BanH I e PstI (pogos n* 3
e 4) observou-se¢ que no plasmidio recombinante (pogo n° 4) havia um inserto de
tamanho aproximado de 850 pb n3@ao havendo nenhuma banda correspondente no
plasmidio vazio (pogo n° 3). A insergdo da AOX foi confirmada pela PCR do plasmidio
recombinante com os “primers” especificos aox12 e aox13 (pogo n° 5) que
apresentou uma banda de mesmo tamanho molecular comparado a da digestdo do

plasmidio recombinante (pogo n° 4).

3.3 — Purificacdo e deteccdo da oxidase alternativa recombinante
A purificagdo e a detecgdo da proteina recombinante é mostrada na Figura 39.



113

5/

ATGCTGTCAAGATCCACCATGAAGCATACTTTAGTAAGGTCAGCG
GCACGAGCTCTGCTTGGCGGCGGCCGTAGCTACTACCGCCACGCCCCAACAGCG
GCGATCGTGGAGCCGACACGCCAGCATGGCGGCGGCGCGTTTGGAAGCTTCTAT
TTGCGGAGGATGTCCACTCTTCCAGACATCAAGGATCACAACTCAGAGGAGAAA
AAAAACGAGGTCAAAGACGACAACACCAACGCCGTCATTTCCAGTTACTGGGGG
ATCTCAAGACCCAAGGTCCGCAGGGAGGACGGAACTGAGTGGCCATGGAACTGT
TTCATGCCATGGGATACTTACCACTCAGATGTGTCAATAGACGTGACCAAGCAT
CACACACCGAAGTCGTTAACCGACAAGGTTGCTTTTAGGTCTGTCAAGTTTCTA
AGGGTTCTCTCTGATTTATACTTCAAGGAACGGTATGGGTGCCATGCCATGATG
CTGGAAACAATTGCAGCGGTTCCAGGAATGGTGGGAGGGATGCTGCTGCACCTG
AAGTCTCTGAGGAAGTTTCAGCACTCTGGGGGATGGATCAAGGCATTGCTTGAG
GAAGCAGAGAACGAGAGGATGCACCTTATGACGATGGTGGAGCTGGTGCAGCCA
AAATGGCACGAGAGGCTTCTGATTTTCACTGCACAGGGCGTTTTCTTCAACGCA
TTCTTCGTICTTTTACCTCCTCTCACCAAAAGCAGCACACAGGTTTGTTGGGTAC
TTAGAGGAAGAGGCTGTGATTTCATACACACAACATTTGGAAGCAATTGAGAGT
GGCAAAGTTGAAAACGTCCCTGCTCCTGCCATTGCCATCGACTACTGGAGGCTC
CCCAAGGATGCAACTCTCAAAGACGTTGTCACTGTGATTCGTGCAGATGAGGCT
CACCACAGAGATGTCAACCACTTTGCTTCTGATATTCACCACCAAGGAAAGGAA
TTAAGAGATGCTCCAGCTCCTATTGGTTACCATTGAGCCATTGTTTGTAAAACC
ATTTGTAGCTTTTCTCATCTAAAACTTTCTATTCGTGCCTGGAGGTTCAATAAA
ATGTATTTTCACTCACTTTAAAACAGAAGTTTTATTGAGATCAGTAGTTATATT
ATAAAAAAAAAAAAAAA 3’

FIGURA 36 — Seqiiéncia nucleotidica do cDNA da oxidase alternativa (Vu-clone 5).
Em amarelo — Extremidade ndao codante 5; Em vermelho — Sequéncia
codificadora do peptidio sinal; Em azul — Sequéncia codificadora da proteina
MATURA; Em verde — Extremidade ndao codante 3’. ATG (cédon que codifica
para a primeira mefionina) ; TGA (codon de terminacdo da traducdo protéica).



114

FIGURA 37 — Controle da preparacdo do plasmidio de expressao e do inserto da oxidase
alternativa. Eletroforeses em Gel de agarose 0,8%: (A) Digestao por BamH 1 e Pstle
purificacdo do plasmidio pQE-30; 1- pQE ndo digerido, 2- pQE digerido por BamH 1 e
Pst 1, desfosforilado e purificado. (B) Amplificagao por PCR do inserto de cDNA da AOX
(Vu-clone 5) correspondente a proteina matura. (C) Digestdo por BamH I e Pst1 e
purificacdo do inserto de cDNA da AOX (Vu-clone 5) correspondente a proteina matura.
M — marcador de tamanho molecular (DNA “ladder” 1kb)
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FIGURA 38 — Controle da ligacdo do plasmidio de expressdo ao inserto da oxidase
alternativa. Eletroforese em gel de agarose 0,8%: 1- Plasmidio pQE-30 vazio; 2-
Plasmidio pQE-30 recombinante; 3 — Plasmidio pQE-30 vazio digerido com BamH I e Pst
I; 4 - Plasmidio pQE-30 recombinante digerido com BamH I e Pst I e 5 — PCR do
Plasmidio pQE-30 recombinante com os primers aox12 e aox13.
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FIGURA 39 - Purificacdo e detecgdo da oxidase alternativa recombinante de Vigna
unguiculata. (A) SDS-PAGE com gradiente phastGel 8-25%: M [marcador de peso
molecular LMW (pharmacia)]; 1- Extrato de £ colf M15 (pREP4) transformadas com o
pQE vazio (controle negativo) e induzidas por IPTG 1mM; 2- Extrato de £ coli M15
(pREP4)' transformadas com o pQE recombinante e induzidas por IPTG 1mM; Pi1-
precipitado bruto obtido das etapas iniciais de purificacao; FT- “flow through”; L1, L2 e
L3 (lavagens da resina Ni-NTA); E1, E2, E3 e E4 (eluigbes da proteina recombinante).
(B) Western blotting utilizando o anticorpo monoclonal anti-AOX de Sauromatum

gutattum .
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A eletroforese da Figura 39A em gradiente phastgel 8-25% mostra a separagao
protéica dos extratos obtidos de bactérias transformadas com o plasmidio vazio
(amostra 1) e com o plasmidio recombinante (amostra 2), induzidas por IPTG 1 mM,
assim como as fragdes P1, FT, L1, L2, L3, E1, E2, E3 e E4 obtidas das etapas de
purificagdo da proteina recombinante a partir do extrato de bactérias da amostra 2.
O extrato de bactérias da amostra 2 apresentou uma banda protéica na faixa de 35
kDa que ndo foi observado no extrato da amostra 1. A mesma banda também foi
observada de forma até mais intensa na fragdo P1 que correspondia ao precipitado
(parede celular bacteriana etc.) apds solubilizacdo do extrato bacteriano em tampéao
contendo triton 0,1%. As fragdes de eluigdes E1, E2, E3 e E4 apresentaram duas
bandas principais em torno de 35 e 70 kDa, estando mais intensas nas fracles E2 e
E3 onde também aparecia uma terceira banda em torno de 28 kDa.

A oxidase alternativa de V. unguiculata foi detectada com anticorpos anti-AOX
de S. guttatum (Figura 39B). Foram reveladas as bandas na faixa de 35 e 70 kDa, ja
observadas na eletroforese (Figura 39A), tanto na amostra 2 como nas fracbes E1,
E2 e E3.
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DISCUSSAO

Expressao da oxidase alternativa em cultivares de Vigna unguiculata, submetidos aos

estresses hidrico e salino

Os resultados apresentados no “Western blotting” do extrato protéico bruto
de raizes de V. unguiculata da cultivar Vita 3 (Figura 19B) revelaram a existéncia de
duas bandas protéicas na forma reduzida compreendidas na faixa de 34 a 36 kDa e
nao foi observada nenhuma banda na forma oxidada. Esses resultados estdo de
acordo com Millenaar et a/. (1998) que utilizaram extrato protéico bruto de raizes de
Poa annua L. para analisar o estado de redugdo da AOX /n vivo e observaram que a
proteina estava quase que completamente na forma reduzida, sendo detectadas uma
banda maior e 3 bandas menores em torno de 35 kDa. Quando esses autores
isolaram mitocondrias de raizes e detectaram a AOX, observaram que a forma
oxidada (duas bandas em torno de 66 kDa) foi bem mais intensa do que as bandas
correspondentes as formas reduzidas. Esse fato poderia ser devido as oxidagbes que
ocorrem ao longo do processo de extracdo de mitocondrias. No entanto, ainda
segundo 0s mesmos autores, isso nao significaria, necessariamente, que o estado de
redugado da AOX /n vivo nunca mudasse para a forma oxidada (forma menos ativa)
em outras circunstancias como, por exemplo, diferentes estagios de
desenvolvimento, diferentes condicdes de crescimento etc. Igualmente, os resultados
de “Western blottings” de mitocondrias purificadas das cultivares de V. unguiculata
Vita 3 e Vita 5 (Figuras 20B, 21B e 22A), apresentaram uma banda oxidada intensa
em torno de 70 kDa enquanto que as 3 bandas reduzidas compreendidas na faixa de
32 a 36 kDa foram bem menos intensas e duas delas foram pouco visiveis.

O fato de ndo ter sido detectada uma terceira banda reduzida da AOX no
extrato protéico bruto de raizes da cultivar Vita 3 (Figura 19), como foi detectada nas
mitocondrias purificadas correspondentes (Figura 20) pode ser devido a baixa
quantidade da mesma associada as interferéncias causadas pela grande quantidade
de proteinas citossdlicas e membranares presentes no extrato protéico mascarando a
presenca das bandas protéicas mais ténues.

As miltiplas bandas reduzidas da AOX detectadas imunologicamente sdo
atribuidas a expressdo de diferentes genes (Finnegan et al, 1997; McCabe et al.,
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1998: Considine et a/, 2001). Dessa forma, o aumento de intensidade observado na
banda de menor massa molecular (ca. de 35 kDa) da AOX, em raizes da cultivar Vita
3 submetidas a estresses hidrico e salino (Figura 19), sugere gue ha expressao
diferencial de um gene da AOX, em resposta aos estresses hidrico e salino. Essa
resposta foi mais acentuada em plantas de Vita 3 submetidas ao estresse hidrico
causado por PEG 200,67 g/L. Em mitoc6ndrias purificadas de Vita 3, assim como de
Vita 5, a evidéncia da expressdo diferencial de um gene em resposta aos estresses é
reforgada pelo aumento na intensidade de apenas uma das 3 bandas reduzidas (com
massa molecular de ca. 35 kDa) (Figuras 20 e 21) que corresponde a banda de
menor massa molecular observada (Figura 19). Além disso, o fato das condigGes-
controle tanto de Vita 3 quanto de Vita 5 apresentarem uma intensa banda oxidada e
praticamente nenhuma banda reduzida, sugere que a AOX possa também sofrer uma
regulagdo pds-traducional no seu estado redox em plantas submetidas a estresses
hidrico e salino. Essa regulagdo pode se dar /n vivo pela isocitrato desidrogenase
NADPH-dependente, envolvida na ativacdo da AOX, através da producdo de NADPH.
Assim, o0s equivalentes redutores gerados pela agdo dessa enzima na matriz
mitocondrial atuam por meio de uma tiorredoxina ou sistema glutationa
intermediando a redugdo da cisteina regulatéria da AOX e promovendo sua ativagéo
(MacIntosh et al., 1998).

Estudos /n vitro mostram que a redugdo da ponte dissulfeto que liga as
subunidades da AOX produzindo um homodimero ligado ndo covalentemente
aumenta consideravelmente a atividade da AOX (Umbach & Siedow, 1993; Umbach
et al, 1994). A enzima reduzida pode ser ainda ativada por o-cetoacidos,
particularmente piruvato (Millar et al, 1993), que reage com a porgdo sulfidrila da
cisteina regulatéria formando um tiohemiacetal (Umbach & Siedow 1996). Em
mitocdndrias de plantas, o-cetoacidos como hidroxipiruvato e glioxilato também
podem ativar a AOX (Day et al., 1995; Millar et a/,,1993; Millar et al., 1996), embora
0 piruvato seja o mais efetivo ativador (Millar et al., 1996).

O “Western blotting” de mitocondrias purificadas de raizes do cultivar Vita 3
(Figura 20) mostra que ndo ha diferencas significativas entre os somatérios das
bandas oxidadas e reduzidas da AOX nas condicOes estudadas, embora em
condicOes de estresse exista uma quantidade de AOX levemente maior em relagdo ao
controle o que de certa forma da suporte a tendéncia observada na expressao da
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AOX em extrato protéico bruto de raizes (Figura 19). |
O somatorio das bandas oxidadas e reduzidas em mitocondrias purificadas de

raizes da cultivar Vita 5 indica que a expressdo da AOX foi induzida em 85% no
estresse causado por NaCl 100mM e em 45% no estresse causado por PEG 200,67
g/L quando comparadas ao controle (Figura 21). Ja quando o estresse foi provocado
por NaCl 200 mM nao houve diferencga significativa relacionada a quantidade protéica
- da AOX detectada no controle. Esses resultados levam a crer que em estresses mais
moderados ha uma resposta significativa de indugdo na expressdo da AOX em raizes
da cultivar Vita -5, diferindo da expressdao observada em Vita 3 que foi
quantitativamente mais uniforme entre o controle e as condigdes de estresses.

A expressao protéica da AOX em raizes da cultivar Vita 3 é quantitativamente
maior do que em raizes da cultivar Vita 5 em todas as condi¢Bes estudadas (Figura
22). Essa evidéncia € confirmada pelos resultados obtidos na andlise dos transcritos
por RT-PCR (Figura 23), onde o nivel de ¢cDNA (mRNA) foi em torno de, pelos
menos, 30% maior em raizes de Vita 3 do que em raizes de Vita 5 em todas as
condigdes estudadas.

Nos resultados de “Northern blotting” (Figura 24) a banda de mRNA,
detectada com a sonda de cDNA da AOX obtida a partir da digestdo do plasmidio
pZL1 (clone 5) com as enzimas de restricdo BarmH I e Pst I, teve um tamanho
aparente de 1200 pb que é correspondente aos tamanhos dos cDNAs da AOX de V.
unguiculata isolados da biblioteca de cDNA e representados nas Figuras 29 e 30 (Vu-
clone 3 = 1201 pb e Vu-clone 5 = 1203 pb). A sonda de cDNA (completo) usada na
hibridizacdo do “Northern blotting” apresenta um tamanho molecular em torno de
1400 pb justificado pelo fato que essa sonda contém em cada extremidade
aproximadamente 100 pb correspondente ao vetor pZLl. Segundo Saisho et al.
(1997) as hibridizagdes com sondas obtidas de insertos de clones de cDNAs
completos provavelmente ndo identificam todos os produtos génicos, isso porque as
homologias entre as seqliéncias inteiras dos genes sdo menores do que aquelas
entre as regiGes conservadas. Isso possibilita que em hibridizacdes com lavagens de
alta severidade, uma sonda contendo uma seqiiéncia completa de um dos genes da
AOX possa nao se hibridizar com bandas contendo cépias de outros genes da AOX.
Além disso, de acordo com Whelan et a/. (1996), as hibridizacbes com sondas de
cDNAs completos dificultavam a identificagdo das familias multi-génicas visto que
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revelava apenas um gene. Portanto, considerando que a sonda de cDNA (completo)
da AOX de V. unguiculata utilizada tinha extremidades com 100 pares de bases ndo
homdlogos aos genes da AOX, bem como o fato das lavagens das membranas terem
sido feitas sob alta severidade, pode ser sugerido que as bandas reveladas no
“Northern blotting” representem apenas a expressdo do gene Vu-clone 5.

O aumento de intensidade na banda protéica da AOX (ca. 35 kDa) observada
no “Western blotting” de extrato protéico bruto de raizes da cultivar Vita 3 (Figura
19), em resposta as condigbes de estresses, correlaciona-se com o aumento de
mRNA (Vu-clone 5) observado em raizes de Vita 3 e detectado através do “Northern
blotting” (Figura 24). O aumento dos transcritos da AOX ndo foi observado nos
resultados de RT-PCR (Figura 23), talvez porque a RT-PCR represente a expressdo
de mais de um gene da AOX, uma vez que foi feita usando os “primers” aoxl e aox6
que sdo especifico e degenerado, respectivamente. Esses “primers” foram deduzidos
de zonas conservadas da AOX de A. thaliana e S. guttatum (Cruz Hernandez and
Gomez-Lim, 1995). Portanto, a RT-PCR pode representar a expressio de uma
populagdo de genes diferentes da AOX na cultivar Vita 3 (Figura 23). Como
observado por Finnegan et al. (1997), o aumento na expressdo do gene AoxZa
(Aox2) em cotilédones de soja, acontecido apds a transferéncia das plantulas da
obscuridade para condigdes luminosas, era seguido pelo decréscimo na expresséo do
gene Aox2b (Aox3). Dessa forma, o aumento na expressao do gene Vu-clone 5 em
raizes de V. unguiculata, cultivar Vita 3 pode ser seguido pelo decréscimo na
expressao de outros genes da AOX no mesmo tecido justificando entdo a diferenca
observada nos resultados de RT-PCR em relacdo aos do “Northern blotting”. Ja a
expressao do gene Vu-clone 5 em raizes da cultivar Vita 5, observado no “Northern
blotting,” esta relacionado com os resultados de RT-PCR. Isso sugere que em Vita 5
nao ha aumento de mRNA (Vu-clone 5) em resposta aos estresses apds 7 dias. No
entanto, o grande aumento na quantidade de proteina observada em mitocondrias
purificadas, 85% no estresse provocado por NaCl 100 mM e 45% no estresse
provocado por PEG 200,67 g/L, pode ter sido devido a um grande aumento de
transcritos nos primeiros dias dos estresses.

Em mitocondrias de soja foi demonstrado que duas proteinas de 34 e 36 kDa,
detectadas imunologicamente pelo anticorpo monoclonal anti-AOX, correspondiam ao
produto dos genes Aox2 (Aox2a) e Aox3 (Aox2b), respectivamente (Finnegan et al,
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1997). Essa observacdo poderia deixar dlvidas de que a banda da AOX (ca. 35 kDa),
observada nos “Western blottings” de raizes das cultivares Vita 3 e Vita 5, ndo
estivesse relacionada com a expressdo do gene Vu-clone 5. A divida estaria em que,
uma banda de aproximadamente 36 kDa também é observada nos “Western
blottings” de V. unguiculata e o gene Vu-clone 5 é orto-homologo do gene Aox2b de
soja (Figura 35) que expressa a protel’na mais pesada (36 kDa) em soja. Entretanto,
Abe et al (2002) observaram que o produto do gene AoxIia de O. sativa
correspondia a uma proteina AOX que migrava com massa molecular de 32 kDa em
“blots” de gel SDS e que a troca de um simples nucleotideo na segliéncia desse gene
Aoxla, provocou a troca de residuo de aminoacido produzindo uma proteina de 34
kDa. Segundo esses autores, é possivel que a substituicdo de um simples aminoacido
possa afetar a mobilidade da proteina em SDS-PAGE. Além disso, mais evidéncias
fortalecem a expressdo do gene Vu-clone 5. Em raizes de V. unguiculata, Finnegan
et al. (1997) observaram que os transcritos da AOX mais abundantes em cotilédones
eram Aox2 e Aox3, enquanto que em raizes, a expressdo da AOX foi quase que
exclusivamente devido a expressdo do gene Aox2b, havendo apenas tragos dos
genes Aoxl e Aox2a. Também foi observado que as quantidades dos transcritos
refletiam significativamente nas quantidades das respectivas proteinas detectadas
por “immunoblotting”.

Embora Considine et a/. (2002) atribuam o papel de resposta aos estresses ao
gene do tipo AoxI, em G. max, modelo de genes da AOX mais proximo de V.
unguiculata até entdao estudado. Contudo, o gene AoxI foi raramente detectado em
tecidos e sua indugdo em condicdes de estresses como inibicdo da cadeia respiratdria
por antimicina A, tratamentos de plantas por baixa temperatura ou &cido salicilico
foram observados épenas em estudos de suspenstes de células ou em cotilédones
(Djajanegara et al., 2002). Considerando essas observagoes € possivel que, no tecido
radicular de V. wunguiculata exista uma estratégia de indugdo/manutencdo da
expressdo génica de um gene do tipo Aox2b (Vu-clone 5), bem como uma regulagdo
no estado redox da proteina resultante, AOX2b, possibilitando um aumento na
atividade dessa AOX ndo sé pelo estado reduzido da proteina como também pela sua
modulacdo por o - cetoacidos como o piruvato. Dentre as duas cultivares de V.
unguiculata estudadas, a cultivar Vita 3 parece estar mais adaptada para suportar as
condicbes desfavoraveis de estresses. Essa afirmacdo seria fundamentada no fato
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que a cv. Vita 3 apresentou, em todas as condicBes observadas, uma maior
quantidade de AOX do jue na cultivar Vita 5 que por sua vez demonstrou reagir,
pressando mais AOX, nos estresses menos severos (NaCl 100mM e PEG
200,67g/L). Diante das evidéncias constatadas, é AOX parece ter um importante
D

papel no ajustamento das plantas aos estresses hidrico e salino.

CaracterizagBo de genes da AOX e Vigna unguiculata e expressso diferencial a partir

de uma biblioteca de CONA.

pelos peptidios sinais de mitocndrias (Nakai & Kanehisa, 1992). Praticamente n3o
houve homologia entre os 5 genes das duas espécies que sdo filogeneticamente
proximas. Essa é uma Caracteristica encontrada nas mitocondrias (Finnegan et ar.,

8S97). As duas AOX

n
.
D

V. unguiculata chamadas de Vu-clone 3 € Vu-cione 5

: (Umbach &
Siedow, 1993, Rhoads et al, 1998). Os “motifs” EEAENERMHIMT e GYLEEEA

Y

contendo os residuos de E (giutamato) e H (histidina), responsaveis pela ligacdo ao

Conservades nas duas protenas da AOX de V. unguiculats. O “motie”
RADEAHHRDVNHFASDIH, conservado nas AOXs de V. wnguiculata e G max,
dapresenta os residuos de A (alanina na posicdo 2) e H (histidina na posicao 7),
responsaveis pelo reconhecimento feito pelo anticorpo monoclonal anti-AOX em
espécies de plantas, algas verdes, protistas e fungos (Finnegan et a/, 1999). Essas
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conservacoes estruturais sugerem fortemente que 0s genes até entdo denominados:
Vu-clone 3 e Vu-clone 5, codificam proteinas funcionais da oxidase alternativa em V.
unguiculata.

O alinhamento das oxidases alternativas, Gm Aox2a e Vu-clone 3 (Figura 33)
e Gm Aox2b e Vu-clone 5 (Figura 34), mostra que ha grande homologia entre as
respectivas proteinas, sendo de 90% entre Gm Aox2a e Vu-clone 3 e de 91% entre
Gm Aox2b e Vu-clone 3. Essa homologia é observada inclusive na porgdo N-terminal
que € bastante varidvel em proteinas mitocondriais, até mesmo em proteinas de
genes diferentes da mesma espécie, como no exemplo da AOX de Vu-clone 3 e Vu-
clone 5 (Figura 31). Esse fato sugere que os genes Gm Aox2a e Vu-clone 3, bem
como Gm Aox2b e Vu-clone 5 sejam originarios de genes ancestrais comuns.

A comparagao das seqiiéncias de aminoacidos da AOX de varias espécies de
plantas, algas, protistas, fungos e proteinas homdlogas de cloroplastos confirma a
proximidade filogenética entre os diferentes genes da AOX de V. unguiculata e G.
max (Figura 35) onde o gene Vu-clone 3 é orto-homologo ao gene Gm Aox2a,
enquanto que o gene Vu-clone 5 é orto-homologo ao gene Gm Aox2b. Orto
homologia semelhante também é observada entre os genes Aoxla e AoxIc de duas
outras espécies proximas filogeneticamente como O. sativa e T. aestivum. Essas
evidéncias possibilitam classificar os genes Vu-clone 3 e Vu-clone 5 em genes do tipo
Aox2 como propde Considine et al. (2002) e devido também as orto homologias
apresentadas com as proteinas de soja passam a chamar-se W Aox2a e Vu Aox2b,
respectivamente.

A biblioteca de cDNA utilizada para o “screening” de clones da AOX de V.
unguiculata e conseqliente andlise da expressdo dos respectivos genes
caracterizados foi construida a partir de RNAs mensageiros de cauda poli-A obtidos
de folhas da cultivar EPACE 1 (tolerante a seca) de V. unguiculata, submetida a
estresse hidrico moderado (El Maarouf et al, 1999). Dos 13 clones isolados da
biblioteca de ¢DNA, 9 foram caracterizados como originarios do gene W Aox2a
(Vu_clone 3) e 4 originarios do gene Wu Aox2b (Vu_clone 5). Portanto, é observado
que em folhas da cultivar EPACE 1, em condicbes de estresse hidrico moderado,
houve a expressdao dos genes do tipo AoxZa e AoxZb na proporcdo de 9:4. Esse
resultado estd de acordo com Finnegan et al (1997), McCabe et al (1998),
Considine et al. (2002) que estudando a expressao da AOX em diferentes tecidos,
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observaram gue o gene do tipe Aox2a é um gene expressc em abundancia apenas
em tecidos fotossintetizantes. 34 0 gene AoxZb é um gene expresso tambem em
tecidos verdes além de tecido floral e raizes. Finnegan ef ai. (1597) observaram a
transicdo de expressao entre os genes AoxZa (Aox2) e AoxZb (Aox3), demonstrando
otilédones de soja pela presenca da luz. Em

plantas estioladas, ¢ nivel de transcritos observado era devido principalmente ao

-

gene Aox2b (Aox3), havendo apenas uma baixa expressao do gene AoxZa (Aox2).
ApGs 24 horas da transferéncia das plantas do escuro para o ciaro observou-se uma
inversao na guantidade desses transcritos onde o gene AoxZa passou a Ser 0 mais
abundante. Esse resuitado, de certa forma, ndo confirma a proposta de Considine ef

5 e

m V. unguiculata uma vez gue
0s genes AoxZa e Aox2b apresentam orto-homologia. A sonda que foi utilizada para

fazer 0 "screening” da biblioteca de cDNA era uma sonda de regides altamente
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Expresséo da oxidase alternativa de Vigna unguiculata em E. coli

A proteina recombinante, produzida em sistema £. coli mostrada (Figura 39),
apresenta-se no extrato de £. coli transformada com o plasmidio recombinante e nas
fracdes de purificagdo P1, E1, E2, E3 e E4 como uma banda protéica de massa
molecular em torno de 35 kDa. Além disso, uma banda adicional de 70 kDa foi
observada nas fragbes E1, E2, E3 e E4. Essas bandas de 35 e 70 kDa correspondem
respectivamente as formas reduzida e oxidada da AOX de mitocondrias de V.
unguiculata reveladas nos resultados de “Western blottings” (Figuras 20, 21 e 22). A
fracdo resultante de etapa de purificagdo, P1 (insolivel em triton X-100 0,1%),
apresenta uma banda intensa (em torno de 35 kDa) significando que a oxidase
alternativa recombinante produzida em E. coli possui propriedades hidrofdbicas e é
possivelmente associada a membrana bacteriana ou a formacdo de corpos de
inclusdo. As bandas em torno de 10 kDa, observadas nas fragdes E2, E3 e E4 na
eletroforese em gradiente phastgel 8-25% (Figura 39A), mas nao reveladas pelo
anticorpo monoclonal anti-AOX nas fracdes E2 e E3 (Figura 39B), provavelmente
correspondem a proteinas contaminantes. Por outro lado, a banda dotada de massa
molecular aparente de 29 kDa revelada pelo anticorpo anti-AOX nas fragdes E2 e E3
(Figura 39B) pode corresponder a um produto de degradagdo da AOX como ja foi
observado por Umbach et al., (2002). Esses autores acreditam ser pouco provavel
que uma banda em tal faixa de massa molecular e revelada através do anticorpo
Anti-AOX fosse um produto de reacgo inespecifica.
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CONCLUSOES

Os estresses hidrico e salino induzem a expressao de um gene da AOX,
possivelmente um gene do tipo Aox2b (Vu-clone 5);

A AOX sofre regulacdo pds-traducional no seu estado redox em resposta aos
estresses hidrico e salino;

A AOX de V. unguiculata é codificada por uma familia multi-génica composta
de, pelos menos, dois genes: Vu-clone 3 (Vu Aox2a) e Vu-clone 5 (Wu Aox2b);

A expressao da AOX em raizes de V. unguiculata, cultivares Vita 3 e Vita 5,
demonstrou ser mais intensa na cultivar Vita 3 (mais tolerante aos estresses hidrico e
salino) do que na cultivar Vita 5 (menos tolerante) tanto no teor protéico quanto no
teor de transcritos, em todas as condicdes estudadas;

A proteina recombinante produzida em E. coli exibiu uma banda de massa
molecular comparavel a da AOX nativa de V. unguiculata.
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PERSPECTIVAS
Estudar a expressao diferencial dos genes da AOX em diferentes tecidos de V.
unguiculata;

Utilizar a AOX recombinante para estudar sua atividade através de
mutagénese.
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