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RESUMO

As plantas respondem as agressfes de predadores ativando uma cascata de
sinalizacdo, que leva a producdo de acido jasmonico. Esse fitohormbnio e seus
derivados, sao fortes indutores da expresséo de genes, que codificam proteinas com
funcdo defensiva, desempenhando papel central na ativacdo da resposta de defesa
vegetal. O Brasil € um grande produtor de maracuja, sendo a maior parte da
producdo destinada a indastria de sucos. Devido & importancia da cultura do
maracuja, tal planta foi estudada quanto aos seus mecanismos de defesa
dependentes de jasmonatos. Nossos estudos moleculares avaliaram inibidores do
tipo Kunitz induzidos em resposta a elicitacdo por metil jasmonato. Plantas de
maracuja com 4 semanas, foram expostas a vapores de metil jasmonato durante 12
h. O RNA total das folhas foi extraido, utilizando-se TRIzol. Para sintese do cDNA
utilizamos 5 pug do RNA total. A 12 fita de cDNA foi submetida & reacdo em cadeia da
polimerase para obtencdo da 22 fita. Para verificar a eficiéncia da amplificacdo a
amostra foi submetida a eletroforese em gel de agarose. Apds verificarmos a
existéncia dos fragmentos de interesse (600 pb—750 pb), procedemos a ligacdo dos
fragmentos ao vetor de clonagem e posterior transformacéo de Eschericia coli DH5a.
A selecéo das colbnias que possuiam os vetores recombinantes foi realizada a partir
da andlise da resisténcia ao antibidtico ampicilina e funcionalidade do gene LacZ.
Colbnias selecionadas foram crescidas e o DNA plasmidial foi extraido e digerido
com a enzima EcoRI. Os clones que possuiam os fragmentos de interesse foram
sequenciados. Obtivemos 5 clones diferentes entre si, provenientes de dois
iniciadores 5’ utilizados. A analise das sequéncias de aminodcidos deduzidas
revelou similaridade com sequéncias de inibidores de proteases do tipo Kunitz
descritas na literatura. As sequéncias obtidas neste trabalho podem ser Uteis para

experimentos futuros de superexpresao destas proteinas in vitro.

Palavras-chave: Maracuj4, inibidores, tripsina, Kunitz, metil jasmonato, RT-PCR.
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ABSTRACT

Plants respond to attacks by predators by activating a signaling cascade that leads to
production of jasmonic acid This phytohormone and its derivatives are strong
inducers of the expression of genes that encode proteins with defensive function ,
played a central role in the activation of plant defense response . Brazil is a major
producer of passion fruit , with most of the production for the juice industry . Due to
the importance of culture was studied regarding its defense mechanisms dependent
jasmonates . Our studies have assessed molecular Kunitz inhibitors in response
induced by elicitation methyl jasmonate . Passion fruit after 4 weeks were exposed to
methyl jasmonate vapors for 12 h. Total leaves RNA was extracted using TRIzol .
5ug of total RNA was used for cDNA synthesis. The 15t cDNA strand was submitted
will polymerase chain reaction for obtaining the 2" cDNA strand. For the efficiency of
amplification , the sample was subjected to electrophoresis on agarose gel. After we
check the existence of the fragments of interest (600 bp - 750 bp ) , we proceeded to
link the fragments to the vector cloning and subsequent transformation of Escherichia
coli DH5a . The selection of colonies that possessed the recombinant vectors was
performed by analyzing the resistance to the antibiotic ampicillin and functionality of
the LacZ gene . Selected colonies were grown and plasmid DNA was extracted and
digested with the enzyme EcoRI . Clones which had the fragments of interest were
sequenced. 5 different clones obtained together from two 5 'primers used . Analysis
of the deduced amino acid sequences revealed sequence similarity to protease
inhibitors Kunitz described. The sequences obtained in this study may be useful for

future experiments, like superexpression of these proteins in vitro.

Keywords : Passion fruit, inhibitors , trypsin Kunitz , methyl jasmonate, RT-PCR.



1. INTRODUCAO

1.1 O maracujazeiro

Maracujd (dominio: Eukaria; reino: Plantae; divisdo: Magnoliophyta; classe:
Magnoliopsida; ordem: Malpighiales; familia: Passifloraceae; género: Passiflora) é
derivado de maraul-ya, que para os indigenas significa “fruto de sorver” ou “polpa
que se toma de sorvo”. O maracujazeiro encontra-se largamente distribuido nos
tropicos e regides temperadas, em especial, da América.

A familia Passifloraceae apresenta plantas trepadeiras, raramente eretas, com
folhas alternadas, geralmente simples, lobadas ou ndo, possuindo gavinhas axilares,
estipulas normalmente caducas e nectarios extraflorais (Dhawan e colaboradores,
2004; Souza e Lorenzi, 2008; Zeraik e colaboradores, 2010). As flores do maracuja
sdo hermafroditas, nascem das axilas foliares em brotaces novas, tendo cinco
sépalas, cinco pétalas e cinco estames, com ovario unilocular, multiovulado, sobre o
qgual se encontra um estilete com estigma, geralmente, tripartido. Sao protegidas por
bracteas foliaceas, possuindo um colorido atraente com abundancia de néctar,
ocasionando forte atracdo aos insetos polinizadores (Malerbo-Souza, 2002; Rocha,
2004).

Nao existe consenso sobre o numero exato dos géneros na familia
Passifloraceae, ordem Malphigiales. No entanto, € aceito que possua 15 géneros
totalizando 650 espécies (Escobar, 1988), sendo o género Passiflora mais
importante com aproximadamente 400 espécies (Cavichioli e colaboradores, 2008).

A primeira espécie de maracuja descrita no Brasil foi a Passiflora incarnata L., por
Nicolds Monardes em 1569, sob o nome de Granadilla, porém a primeira referéncia
ao maracuja data de 1587 na obra Tratado Descritivo do Brasil como “erva que da
fruto” (Rocha, 2004). No pais atualmente, séo registrados cinco géneros com cerca
de 120 espécies, sendo 12 delas raras. A maioria produz frutos comestiveis, porém
com poucas cultivadas (Souza e Lorenzi, 2008).

As espécies Passiflora edulis Sims (maracuja-azedo, maracuja-amarelo,
maracuja-roxo, maracuja-preto) (Figura 1A e 1B) e Passiflora alata Curtis (maracuja-
doce) (Figura 1C e 1D) sdo as mais cultivadas no Brasil (Malerbo-Souza e

colaboradores, 2002; Bernacci e colaboradores, 2003; Meletti, 2011).



Figura 1: O Maracujazeiro: (A) Flor do maracuja-amarelo (Passiflora edulis Sims) e (B):
fruto maturo. (C) Flor do maracuja—doce (Passiflora alata Curtis) e (D) fruto maturo. Imagens
disponiveis em: www.camaramugqui.es.gov.br e www.florabeijaflor.com.br.

1.2 A importancia econémica da cultura do maracuja

A fruticultura vem se consolidando como um dos principais setores da economia
brasileira por possuir grande potencial de geracdo de emprego e renda. O Brasil
destaca-se como o maior produtor mundial de frutas tropicais e o terceiro maior pais
produtor de frutas, dentre estas o maracuja vem sendo cultivado em grande parte do
pais. Isto se deve as condi¢des climaticas altamente favoraveis e a rapida producéo
do maracujazeiro comparando-a com outras frutiferas (Pires e colaboradores, 2009;
Ferreira e colaboradores, 2010).

Dentre as espécies cultivadas no pais, 0 maracuja-azedo (Passiflora edulis Sims)
esta presente em 97% da area total plantada e do volume comercializado. Em torno
de 60% da producéo é destinada ao consumo in natura, e o restante, as industrias
de processamento, sendo o suco o principal produto (Cavichioli e colaboradores,
2008).


http://www.camaramuqui.es.gov.br/
http://www.florabeijaflor.com.br/

O maracujazeiro apresenta importancia devido as caracteristicas fisico-quimicas
e farmaco-terapéuticas de suas folhas, sementes e raizes. E popularmente utilizado
na Ameérica e Europa no tratamento para ansiedade, ins6nia e irritabilidade (Dhawan
e colaboradores, 2001; Akhondzadeh e colaboradores, 2001; Cavichioli e
colaboradores, 2008; Zeraik e colaboradores, 2010).

O fruto também possui valor medicinal, sendo fonte de compostos antioxidantes,
devido a presenca de polifendis, principalmente flavonoéides (Zeraik e colaboradores,
2010). A aplicacdo do maracuja também tem sido estudada para o tratamento contra
dependéncia a canabinoides (termo genérico usado para descrever substancias
naturais ou artificiais, que ativam os receptores canabindides) (Dhawan e Sharma,
2003), diminuicdo da resisténcia a insulina em pacientes com diabetes tipo 2
(Queiroz e colaboradores, 2012) e alcoolismo crénico (Carlini e colaboradores,
2006).

Os subprodutos (cascas e sementes) do processamento do fruto podem ser
utilizados na alimentagdo humana ou animal. As cascas possuem fibras solUveis
(pectina), além de ricas em niacina, ferro, célcio e fésforo. Das sementes obtém-se o
Oleo altamente atraente para as industrias cosméticas devido ao seu alto teor de
acidos graxos (Zeraik e colaboradores 2010; Espirito-Santo e colaboradores, 2013).
O maracuja possui ainda potencial para uso em ornamentac¢do, conferido por suas
belas flores atrativas pelo tamanho, exuberancia de cores e originalidade de formas
(Peixoto, 2005).

A cultura é atacada por diversos agentes, como: insetos representados pelas
lagartas desfolhadoras (Dione juno juno e Agraulis vanillae vanillae), moscas-das-
frutas, broca-do-maracujazeiro (Philonis passiflorae), pulgdes, vaquinhas, percevejos
e acaros como também bactérias, virus, fungos e nematdides. Estes ataques séo
considerados fatores limitantes para a producao, pois causam danos consideraveis a
cultura e, exigem grande atencédo por parte dos agricultores (Rocha, D, 2004; Boica-
Junior e colaboradores, 2008).

Em funcédo de diversos problemas, a Regiao Sudeste e, mais especificamente, 0
Estado do Rio de Janeiro ndo acompanharam a tendéncia nacional de crescimento
na producédo de maracuja, apresentando consideravel queda (Pires e colaboradores,
2009). Por isto, a cultura foi escolhida para integrar o programa Moeda Verde -

FRUTIFICAR, criado em 2000, pelo governo estadual, visando o aumento da


http://pt.wikipedia.org/wiki/Receptor_canabinoide

producéo e produtividade de frutiferas, através de linhas de crédito especificas para
financiamento de projetos de fruticultura irrigada (EMATER-RIO, 2012). Todavia, 0
Estado continua abaixo na produtividade regional, sendo o Espirito Santo, o maior
produtor do Sudeste, responsavel por 37% da producao, enquanto o Rio de Janeiro
representa apenas 10% (IBGE, 2013).

No Estado do Rio de Janeiro, a regido que se destaca € a Norte Fluminense
(Ponciano e colaboradores, 2006). Contudo a cultura entrou em decadéncia em
virtude do ataque de doencas que chegaram a comprometer 40% das areas
cultivadas nos anos 2000 (Campo News, 2012). Por isso o conhecimento dos
mecanismos de defesa desta planta se torna essencial para minimizar os danos

causados por insetos praga e patdégenos na cultura do maracuja-amarelo.

1.3 Mecanismos de defesa vegetal

Ao longo do seu ciclo de vida, as plantas sdo desafiadas por agentes estressores
representados, em particular, pelos organismos heterotréficos, que dependem da
energia fixada por elas. Como organismos sésseis, as plantas ndo tém chance de
escapar destes ataques, devendo empregar diversos mecanismos para se defender
(Frost e colaboradores, 2008). Estratégias variadas foram desenvolvidas ao longo do
tempo, uma delas baseia-se na capacidade de sintetizar metabdlitos especializados
(Tabela 1), que evoluiram em resposta a determinados desafios ecoldgicos.
Atualmente, sdo descritos mais de 200.000 metabdlitos produzidos por plantas
(Dicke e colaboradores, 2003; Mithofer e Boland, 2012). Outra é a sintese de
proteinas relacionadas a defesa, como os inibidores de proteases (Tabela 1). Assim,
as plantas conseguem modular respostas de defesa, retornando ao metabolismo
normal (Shah, 2009).



Terpendides (E)-B-Farneseno Ubiqua

Esteréides Fitoecdisona Ranunculaceae ~ 200
Cardenclideos Digoxigenina Plantaginaceae ~ 200
Alcaldides Nicotina Solanaceae > 12.000
Derivados de acidos graxos | (3Z)-Hexenilacetato Ubiqua nd.
Glucosinolatos Sinigrina Capparales ~ 150
Glicosideos Cianogénicos Dhurrina Rosaceae, Fabaceae | ~60
Fendlicos Lignina, taninos Ubiqua ~9.000
Silica SiO, Poaceae 1
Polipeptideos Inibidores de Proteases | Ubiqua n.d.

Tabela 1: Compostos especializados de plantas. (n.d.) ndo determinado. Modificado de
Mithofer e Boland, 2012.

Em principio, duas grandes categorias de defesa vegetal podem ser distinguidas:
a constitutiva, que estd sempre presente e a induzida, que € especificamente
produzida em resposta a certos agressores.

A defesa constitutiva compde a primeira linha de resposta do organismo, séo
aquelas na qual a planta independente de sofrer injuria j& a possui. Sendo assim,
temos as barreiras fisicas, representadas pelas estruturas anatémicas como parede
celular, tricomas, cera, cuticula, espinhos, altos niveis de lignificacdo, e as quimicas
representadas por compostos que podem ser téxicos, antidigestivos ou impalataveis
ao agressor, como saponinas, glicosideos cianogénicos e glucosinolatos (Léon e
colaboradores, 2001; Morant e colaboradores, 2008; Iriti e Faoro, 2009).

As defesas induzidas sdo disparadas ap0s a planta sofrer uma agressao e
incluem produtos do metabolismo secundario, mudancas morfolégicas e fisiolégicas.
Algumas reacdes geradas podem ocasionar modificacbes da parede celular,
producdo de fitoalexinas, peroxidases, inibidores de proteases (IPs), e compostos
organicos volateis (VOCs) (Figura 2). Os IPs atuam diretamente no metabolismo do
inseto, ja os VOCs podem atrair organismos a partir de um nivel tréfico adicional, por
exemplo, predadores naturais dos herbivoros que atacam a planta (Heath, 2000;
Mello e Silva-Filho, 2002; Carlini e Grossi-de-S&, 2002; Heil e Bueno, 2007; Llandres
e colaboradores, 2010; Das e colaboradores, 2013).



Figura 2: Efeitos dos compostos orgéanicos volateis. A predacao por um herbivoro leva a
uma cascata de sinalizagdo, que culmina na biossintese de acido jasménico (JA) e na
liberacdo de compostos organicos volateis (VOCs). Estes podem reprimir 0 atague por um
determinado herbivoro, atrair predadores para o herbivoro em questéo, e induzir a liberagéo
de néctar em nectarios extraflorais. EFN: nectarios extraflorais. Modificado de Heil, 2008.

1.4 Defesas vegetais baseadas em jasmonatos

O é&cido jasmoénico (JA) e seus derivados, coletivamente denominados
jasmonatos, sao produtos de uma das vias das oxilipinas, sintetizados a partir de
acidos graxos poliinsaturados (Shah, 2009). S&o encontrados largamente
distribuidos nos tecidos vegetais (Geyter e colaboradores, 2012). Estdo presentes
em algas, musgos e fungos, sendo estruturalmente similares a prostaglandinas

animais (Figura 3) (Wasternack, 2007; Fonseca e colaboradores, 2009).
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Figura 3: Via das Oxilipinas em plantas e animais. Em plantas, a via das oxilipinas utiliza
o acido linolénico ou linoléico para a geracdo de hidroperoxidos, que serdo substratos para
qguatro ramos da mesma (POX, DES, AOS e HPL). A via AOS produz compostos bioativos,
como o &cido jasmdnico (JA). Em animais a via emprega o acido araquiddnico para a
producdo de hidroperoxidos, subsequentemente utilizado como substrato para o sintese de
compostos bioativos, como prostaglandinas e leucotrienos. POX: Peroxigenase; DES: Divinil
Eter Sintase; AOS: Aleno Oxido Sintase; HPL: Hidroperoxido Liase; LOX: Lipoxigenase;
AOC: Aleno Oxido Ciclase; OPR3: Acido 12—13-Oxo—Fitodiendico Redutase 3: PUFAS:
Acidos Graxos Poliinsaturados Oxidados; 12,13-EOT: Acido 12, 13 (S)-Epoxi-9(2),11,15 (2)-
OPC: Modificado de Chehab e

Octadecatriendico; Oxo-Pentenilciclopentanos.

colaboradores, 2007.

O JA e seu metil éster, o Metil Jasmonato (MeJA) foram, isolados pela primeira
vez do 6leo essencial de jasmim (Jasminum grandiflorum), em 1962 (Wasternack,
2007). Em 1990, Farmer e Ryan demonstraram que o MeJA funciona como eliciador
da defesa vegetal, pois quando aplicado em plantas de tomate estimularam a
sintese de inibidores de proteases tanto em plantas tratadas, quanto em plantas néo
tratadas, agindo como um sinal volatil para comunicacdo. Em 2009, Shah
demonstrou que o MeJA pode ser translocado pelo sistema vascular da planta.

Os niveis de JA encontrados em uma planta variam de acordo com sua funcéo
no tecido ou célula, do estadio de desenvolvimento da planta e da resposta a
diferentes estimulos ambientais (Creelman e Mullet, 1997). Tal metabdlito esta



envolvido na resposta de sinalizacdo celular a estresse bidtico e abidtico como:
defesa contra insetos e patdgenos, radiacdo ultravioleta, ozénio, estresse hidrico,
salinizacdo do solo, ascensédo e queda de temperatura e ocorréncia de metais
pesados.

Em plantas saudaveis o JA esta envolvido na mecanotransducéo, senescéncia,
crescimento de raizes, desenvolvimento de gavinhas e no desenvolvimento
reprodutivo (Browse, 2009; Radhika e colaboradores, 2010; Mosolov e Valueva,
2011). Nas flores o JA esta participa nos processos de desenvolvimento, como
desenvolvimento de podlen, deiscéncia da antera, esterilidade, secrecdo de néctar e

de néctar extrafloral, além de defesa (Radhika e colaboradores, 2010).

15 Via do Octadecandide

O JA e os jasmonatos sdo sintetizados na via do octadecandide, que possui essa
denominacéo devido ao precursor da via o acido linolénico (a-LeA, 18:3), possuir 18
carbonos (C) (Shah, 2009). Tal via foi exaustivamente estudada com o auxilio de
mutantes de plantas silenciados para diversas enzimas na via. Como pode ser
observado na Figura 4: o substrato inicial € o acido linolénico (a-LeA) liberado de
galactolipidios plastidiais por fosfolipases. Em seguida, o a-LeA é oxidado pela 13-
lipoxigenase (LOX), gerando o &cido 13-hidroperoxido—octadecatriendico (13—
HPOTE), metabolizado por diferentes classes de oxilipinas. A conversao do 13-
HPOTE a &cido 12, 13 (S)-Epoxi-9(Z2),11,15 (Z)-Octadecatriendico [12,13 (S)-EOT]
pela catalise da aleno 6xido sintase (AOS) € o primeiro passo que direciona para a
formacdo de JA. O 12,13(S)-EOT é ciclizado enzimaticamente pela aleno 6xido
ciclase (AOC) a acido 12-13-oxo—fitodiendico (OPDA), que deixa o cloroplasto e
segue para o peroxissomo. No peroxissomo, OPDA é reduzido pela OPDA redutase
3 (OPR3) e passa por duas ou trés rodadas de p-oxidacéo catalisadas pela enzima
acil-CoA oxidase (ACX), levando a geracdo de JA (Wasternack e Xie, 2010;
Kombrink, 2012).
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M Coroplas

Figura 4: Via do octadecandide. Compartimentos celulares envolvidos na sintese de &acido
jasmdnico. a-LeA: &cido linolénico; LOX: lipoxigenase; 13-HPOTE: 13-hidroperéxido-
octadecatriendico; AOS: aleno o6xido sintase; AOC: aleno o6xido ciclase; OPDA: &acido
oxofitodiendico; OPR3: acido 12-oxofitodienodico redutase 3; ACX: acil-CoA redutase; JA:
acido jasmoénico; 12, 13(S)-EOT: Acido 12, 13(S)-Epoxi-9(2),11, 15 (2)-

Octadecatriendico Modificado de Wasternack, 2007.

Os jasmonatos estdo sujeitos a varias transformacdes enziméticas, podendo
gerar derivados com diferentes atividades biologicas. Entre as modificacfes
principais do JA estdo: a) metilacdo do carbono 1 (C1) para formar o MeJA que é
altamente volatil, ativo na comunicacéao entre plantas; b) descarboxilacdo do C1 para
formar outro composto volétil, o cis-jasmone; c) hidroxilagdo no C12 ou C11 para
formar o acido tuberénico e derivados, que podem ser modificados por glicosilacdo;
d) reducé@o no C6 para gerar acido cucurbico; e) conjugacdo com aminoacidos como
valina, leucina e isoleucina [jasmonoil-L—isoleucina (JA-lle), forma ativa natural]
(Browse, 2009; Kombrink, 2012).
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A fim de esclarecer quais proteinas estao envolvidas na via do octadecandide em
maracuja, foi identificada e purificada em nosso grupo uma 13-LOX, localizada em
cloroplastos de folhas de maracujazeiro (Rangel e colaboradores, 2002). Em 2010,
Jardim e colaboradores, demonstraram o acumulo de transcritos para a enzima LOX
na folha apos tratamento com MeJA, ferimento mecanico e herbivoria causada por
um inseto especialista (Agraulis vanillae vanillae), e outro generalista (Spodoptera
frugiperda). Siqueira-Janior e colaboradores (2008) caracterizaram ainda o cDNA
gue leva a sintese de uma AOS cloroplasmatica, induzida por ferimento mecanico e
MeJA em maracuja. Em 2008, Botelho-Junior e colaboradores demostraram a
acumulacao de inibidores de tripsina em folhas de maracuja apos tratamento com
MeJA e herbivoria. Subsequentemente, Pereira e colaboradores (2011) verificaram o
acumulo diferencial de inibidores de protease serinicos do tipo Kunitz e cisteinicos,

durante o desenvolvimento floral em maracuja e em 6rgaos da flor em antese.

1.6 Controle da expressao de genes responsivos a JA

A inducao e formacao de jasmonatos, em condi¢cdes de estresse, sdo seguidas
pela expressao de diversos genes, que codificam inibidores de proteases, tioninas e
defensinas. Tais proteinas aumentam o status de defesa da planta, juntamente com
os jasmonatos (Wasternack e colaboradores, 2000).

Jasmonatos atuam como indutores conservados no metabolismo secundario
vegetal. A percepcao destes metabdlitos desencadeia uma extensa reprogramacao
transcricional, ocasionando a ativacdo de vias metabdlicas inteiras. Muitos fatores de
transcricdo ativados por JA foram descobertos. Ao mesmo tempo, tornou-se claro
que toda reprogramacdo metabodlica esta sujeita a mecanismos de controle
complexos integrados em redes celulares robustas (Kallenbach e colaboradores,
2010; Geyter e colaboradores, 2012).

Em estado de repouso, quando o nivel de JA-Ille é baixo, fatores de transcricdo
(por exemplo, MYC2) séo ligados a sequéncia promotora do gene jasmonato-
responsivo (por exemplo, G-box), sendo reprimida pela interacdo com proteinas JAZ
(JAsmonate ZIM domain), que interage com a proteina adaptadora NINJA (Novel
Interactor of JAZ) e seu co-repressor TPL (TOPLESS) (Figura 5). Apos a
estimulacdo por estresse, o bioativo (+)7-iso-JA-L-lle acumula-se rapidamente e se

liga ao receptor de jasmonato COI1 (Coronatine Insensitive 1, proteina F-box), que
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faz parte do complexo SCF¢®'! (SKP1, CUL1 e F-box E3 ubiquitina ligase). Proteinas
JAZ sdo recrutadas a partir de seu local de ligacéo inicial no complexo SCF°! e
sdo ubiquitinadas. ApGs a poliubiquitinacdo as JAZ sao degradadas pelo 26S
proteassomo, o que leva a desmontagem do complexo repressor, com ativacao de
fatores de transcricdo (MYC2, por exemplo) e expressdo de genes de resposta
mediada por JA (Figura 5) (Wasternack, 2007; Wasternack e Xie, 2010; Avanci e
colaboradores, 2010; Chung e colaboradores, 2010; Gfeller e colaboradores, 2010;

Geyter e colaboradores, 2012).

JA-lle: (+)7-iso-JA-L-lle
Jjasmonoyl-L-isoleucine

Repressédo genes responsivos a JA

Degradacgédo 268
proteassomo

&
Am g
e

!

Ubiquitinagédo

Expresséo genes responsivos a JA

Figura 5: Percepcdo de jasmonatos.Em baixos niveis de JA-lle, fatores de transcrigdo
(MYC2) séao ligados a sequéncia promotora do gene jasmonato-responsivo (G-box), sendo
reprimida pela interagdo com proteinas JAZ (JAsmonate ZIM domain), sua proteina
adaptadora NINJA (Novel Interactor of JAZ) e seu co-repressor TPL (TOPLESS). Apds um
estresse, o bioativo (+)7-iso-JA-L-lle acumula-se rapidamente e liga-se a seu receptor, o
COI1 (Coronatine Insensitive 1, proteina F-box), que faz parte do complexo SCF°" (SKP1,
CUL1 e F-box E3 ubiquitina ligase). Em seguida proteinas JAZ séo recrutadas a partir de
seu local de ligacdo inicial no complexo SCF®°?! e sdo ubiquitinadas. Apdés a
poliubiquitinacdo as JAZ sdo degradadas pelo 26S proteassomo, o0 que leva a desmontagem
do complexo repressor, com ativacdo de fatores de transcricdo (MYC2) e expressao de
genes de resposta mediada por JA. Modificado de Geyter e colaboradores, 2012.
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1.7 Inibidores de proteases

Durante o processo evolucionario, as plantas adquiriram mecanismos de defesa,
que permitem combater pragas e doencas. Varias proteinas integram estes
mecanismos como as 1,3-B-glucanases, quitinases, proteases, lectinas, inibidores
de enzimas, entre outras, que exibem atividade antimicrobiana (Mosolov e
colaboradores, 2001).

As proteases sdo responsaveis pela clivagem proteolitica de ligacdes peptidicas ,
sendo uma das mais frequentes e importantes modificacbes poés-traducionais. As
peptidases sdo proteases que recebem o prefixo endo quando clivam ligacdes no
meio de cadeias polipeptidicas, podendo, neste caso, serem chamadas de
proteinases, e o prefixo exo quando clivam ligagbes em uma das extremidades da
cadeia polipeptidica, compreendendo as chamadas aminopeptidases e
carboxipeptidases. Estas enzimas participam de mecanismos metabdlicos
essenciais para o processamento e ciclagem de proteinas. Estdo presentes em
varios processos de desenvolvimento celular, além de participarem na interacdo de
plantas com outros organismos, como na infeccdo por patdégenos e na digestdo de
proteinas vegetais por herbivoros. Elas sdo encontradas em plantas, animais e
micro-organismos (Chye e colaboradores, 2006).

A regulacdo de proteases € um componente integral para processos bioquimicos
essenciais como crescimento, desenvolvimento e respostas de defesa (Koiwa e
colaboradores, 1997). Para este controle foram desenvolvidos muitos mecanismos,
sendo dois predominantes. O primeiro deles consiste no fato de que quase todas as
proteases sdo biossintetizadas como precursores inativos chamados pro-proteinas
ou zimogénios. Esses sdo armazenados e ativados por protedlise somente quando
necessario. Outro mecanismo € necessario para controlar a enzima uma vez
ativada. Isso é providenciado pela presenca de proteinas conhecidas como
inibidores de proteases (IPs). Esses inibidores formam complexos completamente
inativos ou parcialmente ativos com suas enzimas cognatas (Laskowski e Kato,
1980).

Os IPs séao encontrados em todos 0s eucariotos e possuem importante papel na
regulacédo de muitos processos bioldégicos como apoptose, ciclo celular, sistemas de

coagulacao e rotas de processamento de hormonios.
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Também séo importantes no tratamento de patologias humanas como inflamacéao,
hemorragias e cancer (Lingaraju e Gowda, 2008). O principal papel dos IPs é de
limitar a atividade de proteases (Gubb e colaboradores, 2010). Eles séao
genericamente categorizados de acordo com a classe de proteases a qual inibem
(Koiwa e colaboradores 1997) e o residuo de aminoacido presente no seu sitio
reativo. Deste modo, séo divididos em: serinicos (serina e histidina), cisteinicos
(cisteina), asparticos (grupo aspartato) e metaloproteases (Zn?*, Ca?* ou Mn?)
(Carlini e colaboradores, 2002). Até o momento, 93 familias de IPs foram
reconhecidas com base em suas similaridades de sequéncias de acordo com o
banco de dados de peptidases Merops (disponivel em:
http://merops.sanger.ac.uk/cgi-bin/family)

Em plantas superiores os IPs estdo presentes em muitas espécies de legumes,
cereais e solanaceas com importancia econémica (Chye e colaboradores, 2006).
Diferentes papéis tém sido sugeridos para os IPs em plantas, incluindo acdo como
proteinas de reserva, reguladores enddgenos de atividades proteoliticas (Ryan,
1990) ou participando em diversos processos no desenvolvimento como a morte
celular programada (PCD), como também associados a resisténcia a insetos e
patbgenos (Carlini e colaboradores, 2002). Estes podem ser sintetizados
constitutivamente durante o desenvolvimento normal da planta ou serem induzidos
em resposta a herbivoria e ataque de patégenos (Ryan, 1990).

O mecanismo de acao de IPs se da através de interacdes intramoleculares como
pontes dissulfeto, pontes de hidrogénio e hidrofébicas, formando complexos estaveis
com proteases. No caso de estresse bibtico os IPs se ligam ao trato digestivo de
insetos herbivoros, dificultando a protedlise e levando a morte dos mesmos, tendo
uma importante funcéo na defesa vegetal (Ee e colaboradores, 2009). Ja que muitos
insetos usam uma combinacgéo de proteases serinicas, cisteinicas e asparticas como

enzimas digestivas (Koiwa e colaboradores, 1997).

1.8 Inibidores de proteases serinicos

Os inibidores de proteases serinicos, também chamados serino-proteases, sao
inibidores competitivos, que possuem mecanismos de acdo semelhantes (Ryan,
1990). As serino-proteases inibem tripsina, quimiotripsina e a-amilase. Muitas destas

proteinas séo bifuncionais, inibindo tanto tripsina quanto a-amilase.


http://merops.sanger.ac.uk/cgi-bin/family_index?type=I
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A acumulacao de inibidores serinicos ocorre em sementes, durante a maturacéao de
tubérculos, sugerindo que estes facilitam a acumulacdo de proteinas de estocagem
pela atenuacdo da atividade de proteases. Tais inibidores também sdo acumulados
como resposta de defesa, tanto no sitio do ferimento (local), quanto em locais
distantes (sistémica) (Koiwa e colaboradores, 1997).

Em plantas, a classe das serino-proteases é subdividida em oito familias, com
base na sequéncia priméria de proteinas e fonte. Sdo elas: Inibidores da familia
Kunitz, Bowman-Birk, Potato |, Potato Il, Squash, familia de inibidores de tripsina da
cevada, do milho (Ragi I-1l) e serpinas (serine proteinase inhibitors). Apesar das
familias possuirem sequéncias primarias e estruturas diferentes, os mecanismos de
catalise e estrutura do local de reacdo do inibidor da protease serinica sdao bem
conservados, com excecdo das proteinas da familia das serpinas (Koiwa e
colaboradores, 1997).

As serino-proteases inibidoras de tripsina, pertencentes as familias Solanaceae,
Leguminosae e Gramineae vem sendo investigadas por representarem importantes
fontes de alimentos (Tremacoldi e Pascholati, 2004). Tem sido observado seu papel
na dorméncia das sementes e na protecdo contra insetos e predadores microbianos
(Lingaraju e Gowda, 2008). Dentre os inibidores serinicos os mais estudados séo 0s
do tipo Kunitz e Bowman-Birk, por estarem presentes em plantas de interesse
agricola (Bode e Huber, 1992). Eles diferem entre si em massa molecular, teor de
ligacdo dissulfeto, estrutura tridimensional, estabilidade ao calor e a agentes
desnaturantes (Kang e colaboradores, 2009).

Atualmente, as plantas podem ser transformadas com genes de inibidores
associados a fortes promotores para expressa-los em niveis relativamente altos em
intervalos de tempos especificos. A expressdo destes pode ocorrer em tecidos
particularmente vulneraveis ao atague, como sementes, ou induzidos através de
ferimentos no tecido atacado pela mastigacéo, como as folhas. Em algumas plantas
transgénicas, ainda ndo comercializadas, os inibidores vem sendo utilizados em
conjunto com toxinas Bt (Bacilus thurigienses) (Mosolov e Valueva, 2008) reforcando

sua acéo contra fitopatégenos.
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1.9 Inibidores do tipo Kunitz

O primeiro inibidor serinico do tipo Kunitz isolado foi o BPTI (inibidor de tripsina
pancreatico bovino), em 1936 por um pesquisador chamado Moses Kunitz (Renko e
colaboradores, 2012). Em plantas, estes inibidores estdo concentrados em
sementes de leguminosas das subfamilias taxonémicas Mimosoideae,
Caesalpinioideae e Papilionoideae.

Os inibidores do tipo Kunitz consistem em proteinas com 18 a 24 KDa, uma ou
duas cadeias polipeptidicas, duas pontes dissulfeto, sitio reativo Unico com um
residuo de arginina (Arg, R) ou lisina (Lys, K) e quatro residuos de cisteina em um
loop. A conformacdo candnica deste loop é importante para um posicionamento
adequado e uma adaptacdo efetiva ao sitio ativo da enzima proteolitica. No entanto,
podemos encontrar inibidores com apenas dois, um ou até mesmo nenhum residuo
cisteinico (Lingaraju e Gowda , 2008; Oliva e colaboradores, 2010).

Em geral, os inibidores serinicos do tipo Kunitz se comportam como pseudo-
substratos. Sua especificidade é definida pelo aminoacido presente na posicdo P1
do inibidor (Carlini e colaboradores, 2002; Kang e colaboradores, 2009). O estudo
cristalografico destes inibidores revela uma estrutura terciaria globular composta por
12 folhas B-pregueadas antiparalelas, levando a formacdo de seis harpinas. Trés
destas harpinas estdo interligadas por longos loops formando uma estrutura em
barril denominada pB-trefoil fold, a qual se atribui a alta afinidade de ligacdo destes
inibidores com suas enzimas alvo (Murzin e colaboradores, 1992; Krowarsch e
colaboradores, 2003; Renko e colaboradores, 2012).

Com base no conteudo de cisteinas, os Kunitz podem ser subdivididos em trés
grupos (Figura 6). No grupo 1, temos aqueles que possuem 4 residuos de cisteina,
formando 2 pontes dissulfeto intra ou intermoleculares. No grupo 2, encontramos
Kunitz que possuem 2-3 residuos, sendo capazes de formar uma ponte. No grupo 3,
estdo os Kunitz que possuem um ou nenhum residuo de cisteina, logo sédo

incapazes de formar pontes dissulfeto (Leung e colaboradores, 2013).
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Grupo 1
1 cadeia polipeptidica 2 cadeias polipeptidicas
4 residuos cisteina (Cys) 4 residuos cisteina
Cyr c)T Cr_Cr Cyls Cyls Cys C )r
20 40 60 80 100 120 140 160 180... 20 40 60 80 100 120 140 160 180...
Grupo 2
2 cadeias polipeptidicas 1 cadeia polipeptidica
2 residuos cisteina 2 residuos cisteina
Cys Cys cY#_ycls
20 40 60 80 100 120 140 160 180.. 20 40 60 80 100 120 140 160 180....
Grupo 3
1 cadeia polipeptidica 1 cadeia polipeptidica
1 residuo cisteina 0 residuo cisteina
Cys
|
20 40 60 80 100 120 140 160 180.. 20 40 60 80 100 120 140 160 180..

Figura 6: Subdivisdo dos inibidores do tipo Kunitz. De acordo com o conteido de
residuos de cisteina tais inibidores sdo divididos em 3 grupos. Modificado de Oliva e
colaboradores, 2010.

Proteinas pertencentes a familia Kunitz possuem na regido N-terminal de suas
sequéncias primarias, uma assinatura comum (Kunitz signature motif). Uma
assinatura tipica consiste na seguinte sequéncia: [LIVM]-x-D-{EK}-
[EDNTY]-[DG]-[RKHDENQ]-x-[LIVM]=x-{E}-{Q}-(Xx)2-Y—x-
[LIVM]. Este motivo é semelhante ao primeiro inibidor do tipo Kunitz descrito em
plantas, o inibidor de soja. Tal motivo pode sofrer modificagdes de acordo com
diferencas genéticas entre familias de plantas (Lam e colaboradores, 1999; Patil e
colaboradores, 2012).

A familia Kunitz compreende proteinas com atividade inibitéria contra varias
enzimas proteoliticas, como as serinicas, cisteinicas e asparticas (Christeller, 2005;

Oliva e colaboradores, 2010). Logo sao consideradas importantes na defesa vegetal
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contra insetos, pois levam a inibicAo de proteases digestivas e a absorcao
inadequada de aminoacidos essenciais. Como consequéncia pode levar a morte do
herbivoro por inanicdo. Por isso seu emprego contra pragas agricolas se tornou
pertinente (Mosolov e colaboradores, 2001; Rodriguez-Saona e colaboradores,
2010; Smigocki e colaboradores, 2013). No entanto, a aplicacdo de inibidores de
protease do tipo Kunitz, ndo esta restrita a agricultura. Ao se ligarem a proteases
serinicas, estes inibidores exibem uma gama de propriedades benéficas para os
seres humanos, abrangendo atividades antifingicas, anti-apoptoticas,
antinflamatorias, anti-metastaticas (Nakahata e colaboradores, 2013), anti-HIV (Ye e
Ng, 2011) e anti-proliferativas (Leung e colaboradores, 2013). A fruticultura cresceu
no pais e se tornou um dos principais setores da economia, com o0 maracuja sendo
cultivado em diversos locais do pais. A maior parte da producédo obtida é destinada
a industria de sucos. Nosso estado, porém nao seguiu a tendéncia nacional de
aumento na producdo do fruto, principalmente devido & incidéncia de doencas e
pragas. Em virtude da importancia econ6mica da cultura, esta seré avaliada quanto
a seus mecanismos de defesa baseados em jasmonatos por Biologia Molecular.
Nossos estudos analisardo a inducdo de inibidores do tipo Kunitz em resposta a

elicitagéo por metil jasmonato.
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2. OBJETIVOS
2.1 Geral:

Clonar inibidores de proteases serinicos do tipo Kunitz induzidos em folhas de
maracujazeiro (Passiflora edulis Sims) apds tratamento com vapores de metil

jasmonato (MeJA).

2.2  Especificos:

o |solar o RNA total de folhas de maracuja expostas a vapores de MeJA.

o Desenhar iniciadores para inibidores de proteases do tipo Kunitz de
maracuja.

o Obter o cDNA a partir do RNAm codificante para inibidores de proteases de
maracuja por RT - PCR.

o Clonar o cDNA destes inibidores de proteases do tipo Kunitz em vetor
plasmidial , transformando bactérias Escherichia coli por choque térmico

o Sequenciar os clones obtidos e analisar a estrutura priméria das proteinas por

ferramentas de bioinformatica.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Material vegetal

Os frutos de maracuja-amarelo foram adquiridos no mercado local em Campos
dos Goytacazes, RJ. As sementes foram separadas da polpa utilizando-se uma
peneira e uma colher. Em seguida, foram levadas para secagem em estufa a 37 °C.
Feito isso, procedeu-se a semeadura. Para tanto, utilizamos copos plasticos de 50
mL contendo vermiculita. Os copos foram mantidos em sala de cultivo, sendo
regados com &gua de torneira uma vez ao dia. Depois do aparecimento dos
primeiros cotilédones, foram transferidas para copos plasticos (50 mL) contendo
terra enriguecida com humus de minhoca (HUmus Fazenda do Algoddo) (trés
plantas em cada copo). As plantas foram irrigadas uma vez por dia com agua e a
cada trés dias com adubo (Ouro Verde), preparado de acordo com as instru¢cdes do
fabricante (Rangel e colaboradores, 2002). As plantas permaneceram por 15 a 20
dias em sala de cultivo sob condi¢cdes normais de luz a 60 mE m2 s'* em fotoperiodo
de 17 hnaluza28°C e 7 hnoescuro a 18 °C.

3.2 Incubacéao de plantas de maracuja com vapores de Metil Jasmonato

Para cada experimento foram utilizados cinco grupos de plantas (5 copos com
trés plantas cada). Os grupos continham plantas com no minimo quatro folhas de
tamanhos similares. Foram colocadas em um pote de vidro vedado, onde foram
aplicados 3 uL de MeJA (95 %) (Sigma), embebido em um cotonete preso na parede
do mesmo. O frasco foi exposto a luz direta durante 12 h em fluxo laminar para
cultura vegetal (Jardim e colaboradores, 2010).

3.2.1 Extracdo de RNA total de folhas de maracuja—amarelo

Plantas de maracuja incubadas com vapores de MeJA durante 12 h foram
utiizadas neste procedimento. As folhas foram coletadas, congeladas
imediatamente em nitrogénio liquido e maceradas em almofariz até a obtencéo de
um po fino. Para a extracdo do RNA total foi utilizado o reagente comercial TRIzol

(Gibco) seguindo as instru¢des do fabricante.
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A concentracdo de RNA foi estimada por espectrofotometria, utilizando-se o
aparelho NanoDrop®. Para isso, 2 L de cada solugdo contendo RNA total, foram
utilizados. A absorbancia das amostras foi monitorada a 260 nm e 280 nm. A
guantidade de RNA total obtida foi calculada seguindo a relacdo: 1 DO = 40 pg/mL
de RNA (Sambrook e Russell, 2001).

3.2.2 Andélise eletroforética de RNAs totais

Géis de agarose 0,8 % foram preparados pela mistura de agarose (Sigma) com
tampdo TAE (Tris 40 mM, &cido acético 20 mM, EDTA 1 mM e 4gua - DEPC). A
agarose foi fundida a 100 °C, evitando-se a fervura. A solucéo foi resfriada e a ela foi
adicionado brometo de etideo (0,5 pg.mL1). A solucdo foi homogeneizada e vertida
sobre uma placa preparada para eletroforese, em seguida mantida a temperatura
ambiente, preconizando sua solidificacdo. As amostras de RNA total foram
preparadas misturando-se 2 uL de amostra e 1 pL de tampdo de amostra 1 X
(estoque 10 X: glicerol 50 %, TAE 10 x e azul de bromofenol 0,025 %). As amostras
foram homogeneizadas e aplicadas no gel solidificado. O fracionamento foi realizado
a uma voltagem constante de 80 V. Apds a eletroforese, as amostras foram

visualizadas sob luz UV.

3.3 Construcgao dos iniciadores 5’

Com base na sequéncia N-terminal de 2 inibidores de proteases, induzidos por
MeJA em maracuja, previamente purificados e sequenciados no grupo (Botelho—
Junior, comunicacao pessoal), foram construidos iniciadores degenerados (Tabela
2). A sequéncia utilizada como modelo corresponde a assinatura Kunitz em
maracuja (Botelho—Junior e colaboradores, 2008).0s iniciadores foram nomeados de
acordo com a cultura estudada e a ordem de purificacdo das proteinas utilizadas

como modelo.
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Iniciadores 5’

PfiFw | CTC CGA ACT GGG GTT CCN TAY TAY ATG
BN - R € A -l A G|

Pf4Fw | CTC CGA ACT GAR ACN CCN TAY TAY ATG
L REF GE T iR Y M

Tabela 2: Iniciadores degenerados construidos. Pf: Passiflora; A: adenina; T: timina; G:
guanina; C: citosina; L: lisina; R: arginina; T: treonina; G: glicina; V: valina; P: prolina; Y:

tirosina; M: metionina; E: acido glutamico.

3.4 Transcricdo Reversa e Reacdo em Cadeia da Polimerase (RT-PCR)

Para a transcricdo reversa, utilizou-se o kit ThermoScript RT-PCR System
(Invitrogen) de acordo com as instrucdes do fabricante. Foram aliquotadas 5 ug de
cada amostra de RNA total e adicionados a eles 1 pyL do iniciador OligodT2o
(Invitrogen) (50 uM), 2 pL de dNTPs (0,4 mM) e agua ultrapura (Invitrogen) suficiente
para 12 pL. Apos 5 min a 65 °C foram acrescentados a cada amostra: 4 pL de
tampdo 5X cDNA Synthesis Buffer, 1 yL de 0,1 M de DTT (ditiotreitol), 1 pL de
inibidor de RNase comercial (RNAseOUT 40 U.mL?) e 1 yL de ThermoScript RT (15
U.mL?). As amostras foram submetidas a transcricdo reversa por 1 h a 60 °C,
seguidos de incubacgéo por 5 min a 85 °C.

Na sintese da 22 fita de cDNA, foi utilizado o kit Platinum Taq DNA Polymerase.
As reacdes foram montadas com 38,1 uL de agua; 5 puL do tampéao especifico para a
polimerase utilizada (Platinum Taq 10X; 1,5 puL de MgCl2 50 mM) 1pL de dNTPs 10
mM, 1pL dos iniciadores Pf1Fw/Pf4Fw 10 uM; 1 pl de oligodTz2o (10 uM) e 2 pl de
cDNA. As amplificacOes foram realizadas segundo o programa abaixo:

94°C — 3 min — desnaturacao inicial

94°C — 1min - desnaturacéao

45°C — 1min - anelamento dos primers 40 ciclos
72°C — 1min — extensao

72°C — 10 min — extensao final
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Todas as amplificacbes foram feitas em termociclador Eppendorf Mastercycler
Personal. Com base na sequéncia primaria das proteinas utilizadas para a
construcéo dos iniciadores, era esperado obter a amplificacdo de um fragmento de
entre 500-750 pb.

3.4.1 Anélise eletroforética e purificacdo do produto amplificado

O produto amplificado foi analisado em gel de agarose 1 % (m/v), corado com
brometo de etidio (0,5 mg.mL™). A eletroforese se deu sob voltagem constante (90
V) utilizando o marcador de peso molecular GeneRuler Express DNA Ladder ready-
to-use 1 Kb (Thermo Scientific). Os fragmentos de interesse (500-750 pb) foram
excisados do gel com o auxilio de um bisturi e purificados, utilizando-se o kit

GeneJet Gel Extraction (Fermentas), de acordo com instru¢des do fabricante.

3.5 Clonagem dos fragmentos de interesse
Para a ligacdo dos fragmentos amplificados, ao vetor de clonagem utilizamos o
TOPO TA Cloning Vector (Invitrogen), segundo as instru¢cdes do fabricante.

A reacdao foi incubada por 5 min a 23 °C. Em seguida foi mantida em gelo até o
momento de utilizacdo, para a transformacdo das bactérias E. coli, cepa DH5aT1
providas no kit. Na figura 7, pode-se observar o mapa do vetor de clonagem
pCR 2.1 - TOPO.
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Sitios de Sitios de
restricao restricdo
Iniciador @ f \ Iniciador
= o - -
M3 2zcEz5% €xxz3-3% 17
§853528 T 888383488

Figura 7: Esquema do vetor de clonagem pCR 2.1-TOPO. Fragmento LacZa: bases 1-
547; iniciador reverso M13: bases 205-221; promotor/iniciador T7: bases 364-383; origem de
replicacdo f1: bases 584-985; ORF de resisténcia a canamicina (KAN): bases 1319-2113;
OREF de resisténcia a ampicilina (AMP): bases 2131-2991; origem de replicagdo pUC:bases
3136-3809

3.6 Transformacéo bacteriana

Foram utilizados 2 pL da reacdo de clonagem produzido no item anterior
adicionados as células competentes de E.coli DH5a One Shot (Invitrogen)
previamente descongeladas. Apds incubacao por 30 min a 25 °C, as células foram
submetidas a choque térmico sendo mantidas a 42 °C por 30 s. Em seguida, foram
colocadas em gelo e adicionados 250 pL de meio SOC (2 % triptona, 0,5 % extrato
de levedura, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgClz, 10 mM MgSO4 e 20 mM de
glicose). As bactérias foram incubadas por 1 h a 37 °C. Entdo, 100 puL da mistura
(células—vetor-meio SOC) foram distribuidos em placas contendo meio de cultura LB
(Luria-Bertani) (Sambrook e Russel, 2001) sélido suplementado com 50 pg.mL* de
ampicilina, mais 40 pL de X-gal (5—bromo—4-cloro—3-indolil B—D-galactopiranosideo)
(40 mg.mL1) que forma um precipitado azul quando a B-galactosidase esta ativa e
40 puL de IPTG (Isopropil B-D-thiogalactopiranosideo) 100 mM, que induz a atividade

da B-galactosidase. As placas foram incubadas por 16 h a 37 °C.
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A identificacdo das colonias que possuiam 0s vetores recombinantes foi realizada a
partir da analise de resisténcia ao antibiotico e funcionalidade do gene reporter LacZ,
onde as bactérias transformadas resistentes a ampicilina produziram coldnias azuis
(carregavam somente o vetor) e brancas (colénias com o vetor recombinante mais o

fragmento de interesse).

3.6.1 Selecé&o das coldnias e isolamento do DNA plasmidial

As colbnias brancas obtidas no meio de crescimento seletivo foram repicadas em
meio LB liquido (acrescido de 50 pg.mL* de ampicilina) e incubadas por 16 h a 37
°C sob agitacdo constante de 200 rpm. O DNA plasmidial das col6nias repicadas foi
isolado, utilizando-se o kit Purelink Quick Plasmid Miniprep (Invitrogen), seguindo as

instrucdes do fabricante.

3.6.2 Digestéo de DNA plasmidial

Para liberacdo do fragmento clonado no vetor pCR 2.1-TOPO foi realizada a
digestdo com a enzima de restricdo EcoRI. A reacdo de digestdo foi preparada
adicionando-se 10 pL (500 ng) dos vetores (pCR 2.1-TOPO contendo os fragmentos
de interesse) isolados, 2 yL de tampao 10 x buffer H, 1 pL da enzima EcoRI (15
U.mL™?) e agua ultra-pura até 20 uL de reacdo. A mistura foi incubada a 37 °C por 3
h. ApGs esse intervalo, as amostras foram analisadas por fracionamento em gel de

agarose 1%.

3.7 Sequenciamento e analise dos clones

O sequenciamento dos clones foi realizado em colaboracdo com a Dr? Ana
Carolina Paulo Vicente, no Laborat6rio de Genética Molecular de Micro-organismos,
situado no instituto de pesquisa Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro. No
processo foi utilizado o kit de sequenciamento ABI Prism Dye Terminator (Perkin
Elmer) seguindo a metodologia do fabricante. Foi utilizado o sequenciador
automatico ABI Model 370 (Perkin Elmer).
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As sequéncias obtidas foram editadas com a utilizagao do software Bioedit (Hall,
1999). Tais sequéncias foram comparativamente analisadas com ferramentas
disponiveis no portal Expasy (disponivel em: http://expasy.org/tools/). Para busca de
sequéncias abertas de leitura (ORFs) foi utilizada a ferramenta ORFinder (disponivel
em: http://www.ncbi.nim.nih.gov/projects/gorf/). As sequéncias deduzidas de
aminoécidos foram comparadas entre si e com inibidores do tipo Kunitz das
seguintes espécies: Bauhinia ungulata (BuXI) gi|32363179; Bauhinia variegata (BvTI)
0i|32363181; Enterolobium contortisiliquum (EcTI) @i|]292630818; Glycine max (Sti)
0i|157830108 e Tamarindus indica (TKI) gi|308756025. Para estas andlises foi utilizado o
programa ClustalW (disponivel em: http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2). Para
predicdo dos pesos moleculares e pontos isoelétricos das sequéncias, foi utilizada a

ferramenta ProtParam (disponivel em: http://web.expasy.org/protparam).

4. RESULTADOS

4.1 Transcricdo reversa, reacdao em Cadeia da Polimerase (RT-PCR),

clonagem molecular e sequenciamento dos clones

4.1.1 Iniciador Pf1Fw

Foi extraido RNA total de folhas de maracuja, expostas a vapores de MeJA por
12 horas (Figura 8a). O material foi retro-transcrito com a utilizagédo de transcriptase
reversa e 0 cDNA resultante foi utilizado para PCR com a utilizacdo do iniciador
Pf1Fw e oligo (dt)2o (Figura 8b). As reagbes foram visualizadas em gel de agarose
1% (m/v). Apos a confirmacdo da amplificacdo de tamanho esperado (500-750 pb),
procedeu-se a ligagdo ao vetor e clonagem. O DNA plasmidial das colbnias
selecionadas, foi extraido e clivado pela endonuclease de restricdo EcoRI. Nesta
etapa foram obtidos 3 (Figura 8c, 8d e 8e) clones positivos (com inserto do tamanho

esperado).


http://expasy.org/tools/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2
http://web.expasy.org/protparam/
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Digestédo Plasmidial

Figura 8: Iniciador Pf1Fw. Gel de agarose 1 % (imagens negativas). a) RT - PCR utilizando
o iniciador Pf1Fw. b) c) e d) clones provenientes do iniciador Pf1Fw. pb: pares de base; PM:
peso molecular; P: plasmideo néo digerido; Pf1Fw: iniciador 1; Pf 1.1, Pf 1.2, Pf 1.3: clones
provenientes do iniciador 1. Colchete indica a faixa de amplificacdo de interesse. As setas
indicam o fragmento liberado do plasmideo apo6s digestdo. DNA foi visualizado por
coloracdo com brometo de etideo.
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Os clones provenientes da transformacao com o produto de PCR do Pfl1Fw foram
nomeados de acordo com a ordem na qual foram obtidos (Pf 1.1, Pf 1.2, Pf 1.3),
estes foram submetidos a sequenciamento automatizado de DNA, sendo ent&o
possivel determinar a sequéncia de seus nucleotideos e predizer suas sequéncias
em aminoacidos (Figura 9a, 9b, 9c). Os trés clones possuem aproximadamente 600
pb e com a utilizacdo do software ProtParam seus pesos moleculares e seus pontos

isoelétricos foram preditos (Tabela 3).

3 CTCCGAACTGGGGTTCCTTACTACATGCGCCCAGTTAATAGAGCATTTGGTGGTGTTGCT a)
L R T GV P Y Y MR P V N R A F G G V A
63 CCAGCAAGAATTCGGAACGAAGAATGCCCAACAACGGTGAAGCTCAGACCTGAGGTTGAT
P A R I RN EE C P T T V K L R P E V D
123 CCTGGTGTCCCGATCACATTCTCAACACCTTACAATAATGGAGAGAGTGTTGTCATCGAT
p 6 v p I T F S T P Y N N G E S V V I D
183 GAGAACACAGACGTATACATCAGCTTCAATGCCAGCGTCTGCGAAGGACGAAAGACTTGG
E N T D VY I S F N A S V CE G R K T W
243 ATGTATCGTTTCCGCTCTCCTTTGCCACCTGCAGTGCGTATAGAGCTTGGTACCCTTGCT
M Yy R F R §$ P L P P A V R I E L G T L A
303 TTCATCTACGTACGCACCAGATTCAGGATTGAGAAATCAGACATTGGTTACAGCGTTTAT
F I ¥y vV R T R F R I E K S D I G Y S V Y
363 TATCGTTATGTGGACTCAGATGAGAGTGTGAAACTCTACTATCCTATCCCTTCCTTTACA
Yy R Yy v b S D E S V K L Yy Y p I P S F T
423 GGGCATTTGGTGTTGAGTAGTCTGAGATCCTCTTTCGATTATGATTTTTTTGAGGCTCAA
G H L vL. s s L R S S F DY D F F E A Q
483 AATGATGAAGGGATGATAAAATCTGTAGTGTGATTTCTATATCGCACAAAAAAGCTGTAA
N D E G M I K S VvV VvV *
543 GGTTATCTAAGGGATCCACCAACTTATGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 597
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CTCCGAACAGGGGTTCCGTACTACATGCGCCCAGTTATAAGAATATTTGGTGGTGTTGCT b)

L R T GV P Y Y MR P V I R I F G G V A
CCAGCAAGAATTCGAAACGAAGAATGCCCATCAACGGTGCAACTCAGACATGAGGTTGAT
P A R I R N E E C P S T V Q L R H E V D
CCCGGTGTCCCGATAATATTTTCAACATCAGCTTACGATGATGAAGAGAGTGTTGTCATT
p 6 v p I I F s T s A Y D D E E S Vv Vv I
GACGAGAACACAGACGTATACATCAGCTTCAATGCCAGCGCCTGCGAAGGACGAAGGACT
b EN T DV Y I S F NA S A CE G R R T
TGGGCACATCGTTTCGCCAATCCTATGCCACCTGCAGTGGGTATCGAGCTTGCTACCCCT
w A H R F AN P M P P A V G I E L A T P
GCTAGAATTTACGTACGCATCAGATTCAGGATTAAGAAATCAGACATTGGTTACAGCGTT
A R I YV R I RF R I K K S D I G Y S V
TATTCTCCTTATGAGGACTATGATGGGAATGTGAAACTGTACTATCCTGTGCCTTGGGCC
Yy s p Y E DY D G N V K L Y Y P V P W A
AATTCAAGGCATTTGGTGTTGAGTAGTCTGAGATCCTCTTTCGATTATGACTTTTATGAG
N S R H L vL.L S s L R S S F D Y D F Y E
GCTCAAAATGATGAAGGGATGATAAAATCTGTAGTGTGATTTCTATATCGCACGTGAGGT

A Q N D E G M I K s VvV v *
TATGTAAGGGATCCACCAACTTATGTATCCGTACAATAAGTGGATCAAATGATGATGCTT
GCAACATTGCATTAGCGTGTTACTTTTAAATAATAACCCTATTCATCTGAATCAAAAAAA
AAAAAAAAAAAAAA 675

CTCCGAACTGGGGTTCCGTATTACATGCGCCCAGTTATAAGAGCATATGGTGGTGTTGCT
L R T GV P Y Y MR P V I R A Y G G V A
CCAGCAAGAATTCGAAACGAAGAATGCCCATCAATGGTGAAACTCAGACCCGAGGTTGAT
P A R I R N E E C P s M V K L R P E V D
CGTGGTGTCCCGATAACATTTTCAACATCAGCTTACGGTAGTGGAGAGAGTGTTGTCATC
R G v p I T F S T S A Y G S G E S VvV V I
GACGAGAACACAGCCGTATACATCAGCTTCAATGCCAGTGTCTGCGAAGGACTAAAGACT
b ENT AV Y I s F NA s V CE G L K T
TGGGCACATCGTTTCGCCAATCCTATGCCACCTGCAGTGGGTATAGAGCTTGCTACCCTT
W A H R F A N P M P P A V G I E L A T L
GCTAGAATTTACGTACGCATCAGATTCAGGATTAAGAAATCAGACATAATTGGTTTCAGC
A R I ¥y V R I R F R I K K S D I I G F S
GTTTATTCTCCTTATGAGGACTCAGATGGGAATGTGAAACTCTACTATCCTGTCCCTTGG
vy s p Y E D S D G N V K L Y Y P V P W
TCCAATTCAAGGCATTTGGTGTTGAGTAGTGAGGTATCCTCTTTCGATTATGCTTTTTTT
s N S R H L VvV L §s S E VvV s s F D Y A F F
GAGGCTCAAACTTATGACGGGATGATAAAATCTGTAGTGTGATTTCTCTATCGCACAAAA

E A Q T Y D G M I K S VvV v *
AAGCTGTGAGGGGATCCACCAACTTATGAATCCGTACAATAAGTGGATCAAATGATGATG
CTTGTAACATTGCATTAGCGTGTTACTTTTAAATAAAAACCCTATTCGTCTGAATCATAA
AAAAAAAAAAAAAAAAAAA 680

29
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Figura 9: a) Pf 1.1; b) Pf 1.2; c) Pf 1.3. Sequéncia de nucleotideos e deduzida de
aminoacidos. (*) representa o cédon de parada da tradugdo. Em azul temos a sequéncia do
iniciador. Um suposto sitio de poliadenilagdo encontrado na regido 3’ ndo traduzida esta
marcado em verde com cisteinas em vermelho.

Clone MW tedrico (Da) pl tedrico
Pf1.1 19483 1 6.81
Pf1.2 19640.1 5.64
Pf1.3 193791 8.53

Tabela 3: Pesos moleculares e pontos isoelétricos tedricos dos clones obtidos do
iniciador Pf1Fw. Com a utilizagcdo do software ProtParam foi possivel predizer a massa
molecular e o ponto isoelétrico dos clones obtidos. MW: peso molecular

4.1.2 Iniciador Pf4Fw

RNA total foi extraido, retro-transcrito e o cDNA resultante foi amplificado com a
utilizacdo do iniciador Pf4Fw (Figura 12a). Os amplicons foram visualizados em gel
de agarose 1%. Apés ligacdo ao vetor e transformacdo o DNA plasmidial das
colonias selecionadas, foi extraido e clivado com a EcoRI (Figura 12b e 12c). Foram

obtidos 2 clones positivos nesta fase.
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100-

Figura 10: Iniciador Pf4Fw. Gel de agarose 1% (imagens negativas). a) RT-PCR utilizando
o iniciador Pf4Fw. b) e c¢) clones provenientes do iniciador Pf4Fw. pb: pares de base; PM:
peso molecular; P: plasmideo nao digerido; Pf 4.1, Pf 4.2: clones provenientes do iniciador
4. Colchete indica a faixa de amplificacdo de interesse. As setas indicam o fragmento
liberado do plasmideo apés digestdo. DNA foi visualizado por coloracdo com brometo de
etideo.

Os clones Pf 4.1 e Pf 4.2 foram sequenciados. As sequéncias obtidas foram
analisadas em busca de sequéncias abertas de leitura (ORFs). Na Figura 11 (11la e
11b) demonstramos as sequéncias de nucleotideos e aminoacidos deduzidos dos
fragmentos sequenciados. Os clones obtidos possuem aproximadamente 600 pb e
750 pb, respectivamente. Com a utilizacdo do software ProtParam seus pesos

moleculares e seus pontos isoelétricos foram preditos (Tabela 4).
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CTCCGAACTGAGACCCCGTATTATATGGCCCCGTACATTTGGGCTATTGGTGGCGGTGTT
L R T ET P Y ¥Y M A P Y I W A I G G G V
GCTCCGGTACCAGTTGGAAACGACGAATGCCCATCGGCGGTGACACTAACACCAGAGGTT
A P V P V G N DECP s AV T L T P E V
CTCCATGGTGTTCCTATAGTATTTTCGGCTCTACACTCTCCTGGAAAAAGTGTTGTCATC
L H G VvV P I V F S A L H S P G K S VvV V I
GATGAGAACATGGACGTGCTCATCAGATTCAATGCCAGCGTCGAAGGGTGCCATTTAACG
b E N M DV L I R F NAS V E G CH L T
ACTTGGGGAAATAGGTTCTTTGTTCCTACGCCCAAAACACTACCTATAAAACTTCTTGGC
T W G N R F F V P T P K T L P I K L L G
CCCTTTACAGTTCTAATTTATGAGCCCATCTACTTCAGAGTAAAGAGTGCGGGGCAGTAT
p ¥ T Vv L I ¥ E P I Y F R V K S A G Q Y
TACAGAGTTTATACAAAGAAGCAAGCAGAAGAGGGTATTGCAGAGTACGATCTTACCATT
Yy R VY T K K Q A E E G I A E Y D L T I
TACCATGACAAAGCAAATGATATTTTCAAGCGTTTGGCTATAACTAAAAAAGAAACCAAC
Yy H D K A N D I F K R L A I T K K E T N
TTGTTTTTTTATTTTCACGAGGCCAAAGATTATAACAGGATGATAGAATCAGTGGTGTGA
L F F Y F H E A K D Y N R M I E S V V *
TTTCTATCGCAAATAAGGGCATCATGCGTTTAAGATCCATCGGATATCCACCTACTTTGG
TATCCCTATAGAATAACATATATGGATCTATCGGTGATGGTTGTAATATTGCGTTAGCAA
TATATGCTATCAAATTATAAAACTCTGTTTCGATGGATTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AA 723

3 CTCCGAACAGAGACTCCTTATTACATGGCCCCGTACATTTGGGCTATTGGTGGCGGTGTT

63

123

183

243

303

363

423

483

543

603
663

L R T E T P ¥ ¥ M A P Y I W A I G G G V
GCTCCGGTACCAGTTGGAAACGACGAATGCCCATCGGCGGTGACACTAACACCAGAGGTT
A P V P V G N D EC P S AV T L T P E V
CTCCATGGTGTTCCTATAGTATTTTCGGCTCTACACTCTCCTGGAAAAAGTGTTGTCATC
L H GV P I V¥ S A L H S P G K s v v I
GATGGGAACATGGACGTGCTCATCAGATTCAATGCCAGCGTCGAAGGGTGCCATTTAACG
b G N M DV L I R F NAS V E G CH L T
ACTTGGGGAAATAGGTTCTTTGTTCCTACGCCCAAAACACTACCTATAAAACTTCTTGGC
T W G N R F F V P T P K T L P I K L L G
CCCTTTACAGTTCTAATTTATGAGTCCATCTACTTCAGAGTAAAGAGTGCGGGGCAGTAT
p ¥ T Vv L I ¥ E S I Y F R V K S A G Q Y
TACGGAGTTTATACAAAGAAGCAAGCAGAAGAGGGTATTGCAGAGTACGATCTTACCATT
Yy 6 v Yy T K K Q A E E G I A E Y D L T I
TACCATGACAAAGCAAATGATATTTTCAAGCGTTTGGCTATAACTAAAAAAGAAACCAAC
Yy H D K A N D I F K R L A I T K K E T N
TTGTTTTTTTATTTTCACGAGGCCAAAGATTATAACAGGATGATAGAATCAGTGGTGTGA
L ¥ F Y F H E A K D Y N R M I E S V V *
TTTCTATCGCAAATAAGGGCATCATGCGTTTAAGATCCATCGGATATCCACCTACTTTGG
TATCCCTATAGAATAACATATATGGATCTATCGGTGATGGTTGTAAACAAAAAAAAATAA

ATTATAATTATATAAATTTATTACAATATTATTAATACAGGGGGG 707

32

b)
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Figura 11: a) Pf 4.1; b) Pf 4.2. Sequéncia de nucleotideos e deduzida de aminoacidos. (*)
representa o cdédon de parada da traducdo. Em azul temos a sequéncia do iniciador. Um
suposto sitio de poliadenilagdo encontrado na regido 3’ ndo traduzida estd marcado em
verde e cisteinas em vermelho.

Clone MW tedrico (Da) pl tedrico
Pf4.1 20313.4 6.58
Pf4.2| 201322 6.5

Tabela 4: Pesos moleculares e pontos isoelétricos tedricos dos clones obtidos do
iniciador Pf4Fw. Com a utilizacdo do software ProtParam foi possivel predizer a massa
molecular e o ponto isoelétrico dos clones obtidos. MW: peso molecular

As sequéncias deduzidas de aminoacidos dos cinco clones obtidos a partir da
amplificagcdo com os iniciadores PflFw e Pf4Fw, foram alinhadas (Figura 15) com o
auxilio do software ClustalW em busca de similaridades.

Todos os clones obtidos possuem dois residuos de cisteina e pesos moleculares
preditos em torno de 20 000 Da, de acordo com o esperado para inibidores do tipo
Kunitz. Com base no numero de residuos de cisteina, os clones obtidos podem ser
incluidos no grupo 2 de subclassificacdo para Kunitz, no qual encontramos proteinas
gue possuem de 2-3 residuos de cisteina formando uma ponte dissulfeto (Oliva e

colaboradores, 2010; Bateman e James, 2011).

Pfl.1l [LRTGVPYYMRPVNRAFGG-VAPARIRNEECPTTVKLRPEVDPGVPITFST-PYNNGESVV 58
Pfl.2 [LRTGVPYYMRPVIRIFGG-VAPARIRNEECPSTVQLRHEVDPGVPIIFSTSAYDDEESVV 59
Pfl.3 [LRTGVPYYMRPVIRAYGG-VAPARIRNEECPSMVKLRPEVDRGVPITFSTSAYGSGESVV 59
Pf4.1 [LRTETPYYMAPYIWAIGGGVAPVPVGNDECPSAVTLTPEVLHGVPIVFSA-LHSPGKSVV 59
Pf4.2 [LRTETPYYMAPYIWAIGGGVAPVPVGNDECPSAVTLTPEVLHGVPIVFSA-LHSPGKSVV 59
* k% .*\k*\k * * % *\k*. H \k:\k*\k: * * * % * Kk k% *\k: [ :*\k*
Pfl.1 IDENTDVYISFNASV--CEG-RKTWMYRFRSPLPPAVRIELGTLAFIYVRTRFRIEKSD-114
Pfl.2 IDENTDVYISFNASA--CEG-RRTWAHRFANPMPPAVGIELATPARIYVRIRFRIKKSD-115
Pf1l.3 IDENTAVYISFNASV--CEG-LKTWAHRFANPMPPAVGIELATLARIYVRIRFRIKKSDI11l6
Pf4.1 IDENMDVLIRFNASVEGCHLTTWGNRFFVPTPKTLPIKLLGPFTVLIYEPIYFRVKSAG-118
Pf4.2 IDGNMDVLIRFNASVEGCHLTTWGNRFEFVPTPKTLPIKLLGPFTVLIYESIYFRVKSAG-118
* % * * * \k*\k*. * * e H . * % \k*::.‘.
Pfl.1 IGYSVYYRYVDSDE----SVKLYYPIP-SFTGHLVLSSLRSSFDYDFFEAQNDEGMIKSV169
Pfl.2 IGYSVYSPYEDYDG----NVKLYYPVPWANSRHLVLSSLRSSFDYDFYEAQNDEGMIKSV171
Pfl.3 IGFSVYSPYEDSDG----NVKLYYPVPWSNSRHLVLSSEVSSFDYAFFEAQTYDGMIKSV172
Pf4.1 QYYRVYTKKQAEEGIAEYDLTIYHDKANDIFKRLAITKKETNLFFYFHEAKDYNRMIESV178
Pf4.2 QYYGVYTKKQAEEGIAEYDLTIYHDKANDIFKRLAITKKETNLFFYFHEAKDYNRMIESV178
H : A . HE HE R
Pfl1.1 v 170
Pfl1.2 v 172
Pf1.3 vV 173
Pf4.1 VvV 179
Pf4.2 vV 179
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Figura 12: Alinhamento mualtiplo entre as sequéncias primarias dos clones. Em
destaque no box preto estdo os iniciadores utilizados nas reacBes de PCR. Em realce
amarelo temos as cisteinas presentes nas sequéncias. (-) espacos foram incluidos para
aperfeicoar o alinhamento. (*) indicam residuos de aminoacidos que sdo comuns a todas as
sequéncias alinhadas; (:) indicam residuos de aminoacidos diferentes, mas com homologia
em propriedade quimica, nas sequéncias analisadas.

Na Figura 13, foi feito o alinhamento das sequéncias deduzidas dos fragmentos
clonados e sequenciados ( Pf1.1, Pf1.2, Pf1.3, Pf4.1 e Pf4.2) com inibidores do tipo
Kunitz com as seguintes sequéncias de inibidores tipo Kunitz descritos na literatura:
Bauhinia ungulata (BuXI) gi|32363179; Bauhinia variegata (BvTIl) i|32363181;
Enterolobium contortisiliquum (EcTI) gi|292630818; Glycine max (Sti) gi|157830108 e
Tamarindus indica (TKI) gi|308756025.

O sitio P1 putativo foi selecionado com base no alinhamento das sequéncias com
o inibidor de protease do tipo Kunitz de tamarindo (TKI) (Patil e colaboradores,
2012).
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pPf1.1 ——A——————- LRTGVPYYMRPVNRAFGG-VAPARIRNEECPTTVKLRP-EVDPGVPIT 46
Pfl.2 ——A~————--—— LRTGVPYYMRPV|IRIFGG-VAPARIRNEECPSTVQLRH-EVDPGVPII 46
Pfl1.3 ———A——————- LRTGVPYYMRPV|IRAYGG-VAPARIRNEECPSMVKLRP-EVDRGVPIT 46
pPf4.1 —~——A~————--—- LRTETPYYMAPY|IWAIGGGVAPVPVGNDECPSAVTLTP-EVLHGVPIV 47
Pf4.2 ———A——————- LRTETPYYMAPY|IWAIGGGVAPVPVGNDECPSAVTLTP-EVLHGVPIV 47

BuXI -DIVLDTDGKPV-NNGGQYYIIPAFRGNGGGLELTRVGRETCPHTVVQASSEISNGLPVM 58
BvTI -DTILDTDGEVVRNNGGPYYIIPAFRGNGGGLTLTRVGSETCPRTVVQASSEHSDGLPVV 59
EcTI -KEILDSDGD-ILRNGGTYYILPALRGKGGGLELAKTGDETCPLNVVQARGETKRGRPAI 58

Sti  -DFVLDNEGN-PLENGGTYYILSDITAFGG-IRAAPTGNERCPLTVVQSRNELDKGIGTI 57
TKI  DYTWHDTDGKPVLNNAGQYYILPAKQGKGGGLGLSNDDDGNCPLTVSQTPIDLPIGLPVR 60
‘k*k: . * * : * K * : *
Pfl.1 FST-PYNNJEPVVIDENTDVYISFNAS----VCEG-RKTWMYRFRSPLPPAVRIELG--T 98
Pfl.2 FSTSAYDDHE$VVIDENTDVYISFNAS----ACEG-RRTWAHRFANPMPPAVGIELA--T 99
Pfl.3 FSTSAYGSAE$VVIDENTAVYISFNAS----VCEG-LKTWAHRFANPMPPAVGIELA--T 99
Pf4.1 FSA-LHSPJK$VVIDENMDVLIRFNAS—-VEGC-HLTTWGNRFFVPTPKTLPIKLLGPF-102
Pf4.2 FSA-LHSPJK$VVIDGNMDVLIRFNAS—-VEGCHLTTWGNRFFVPTPKTLPIKLLGPF--102
BuxXI IAA----LHRTMFISTAWRVSIQFLKVP---TCTPKPSYWHIPQDSDMEGSVEVRV-DER110
BvTI ISA----LHR$LFISTSWRVTIQFVEA----TCIPKPSFWHIPQDSELEGAVKVGASDER111
ECTI IWT----PHRIAILTPAFYLNIEFQTKDL-PACLREYSRLPREEEQHSEVKLAPKEEAAALL3
Sti  ISS----PYRJRFIAEGHPLSLKFDSFAVIMLCVGIPTEWSVVEDLPEGPAVKIGENKDA113
TKI  FSS----RAR[SHITTALSLNIEFTIA---PACAPKPARWRIFDEQSSEKGYTPVKISDD113
. . . . . *
Pfl.1 LAFIYVRTRFRIEKSD-IGYSVYYRY---VDSDE----SVKLYYPIP-SFTGHLVLSSLR149
Pf1l.2 PARIYVRIRFRIKKSD-IGYSVYSPY---EDYDG----NVKLYYPVPWANSRHLVLSSLR151
Pf1.3 LARIYVRIRFRIKKSDIIGFSVYSPY---EDSDG----NVKLYYPVPWSNSRHLVLSSEV152
Pf4.1 TVLIYEPIYFRVKSAG-QYYRVYTKK---QAEEGIAEYDLTIYHDKANDIFKRLAITKKE158
Pf4.2 TVLIYESIYFRVKSAG-QYYGVYTKK---QAEEGIAEYDLTIYHDKANDIFKRLAITKKE158
BuXI FPL--EFRIEKVSEDA---YKLMHCP---SSSDSCRDLGIAIDEEN----NRRLVVRDGK158
BvTI FPL--EFRIERVSEDT---YKLMHCS---STSDSCRDLGISIDEEG----NRRLVVRDEN159
EcTI FGX---EKLKPYRDD----YKIVYCE-GGSDDDSCKDLGISIDDEN----NRRLVVKDGD161
Sti  MDG--WFRLERVSDDEFNNYKLVFCP-QQAEDDKCGDIGISIDHDDG---TRRLVVSKNK167
TKI  FSSAAPFQIKKFEED----YKLVYCSKSESGERKCVDLGIKIDDEK----NRRLVLKEGD165
. . . . . % .

Pfl.1 SSFDYDFFEAQNDEGMIKSVV 170

Pfl1.2 SSFDYDFYEAQNDEGMIKSVV 172

Pf1.3 SSFDYAFFEAQTYDGMIKSVV 173

Pf4.1 TNLFFYFHEAKDYNRMIESVV 179

Pf4.2 TNLFFYFHEAKDYNRMIESVV 179

BuxI P-LLVRFKEANQDSE------ 172

BVTI P-LLVRFKKANQDSEK----— 174

EcTI P-LAVRFVKAHRRG-—---—- 174

Sti P-LVVQFQKLDKESL——----- 181

TKI P-FKVKFKKVDEESSEEWSIV 185

*

Figura 13: Alinhamento multiplo entre as sequéncias priméarias dos clones e
inibidores de protease do tipo Kunitz. Em destaque (box vermelho) temos os
aminoacidos presentes no Kunitz motif . Em negrito estado os iniciadores 5’ utilizados. Em
realce verde temos os iniciadores utilizados nas reacées de PCR. Em realce amarelo
temos as cisteinas presentes nas sequéncias. No box preto, temos os aminoacidos
presentes no sitio putativo P1 (sitio reativo) das proteinas. As sequéncias de inibidores
alinhadas foram: (BuXI) Bauhinia ungulata, (BvTI) Bauhinia variegata, (EcTI) Enterolobium
contortisiliguum, (Sti) Glycine max e (TKI) Tamarindus indica. As sequéncias foram
alinhadas utlilizando o programa ClustralW disponivel em: http://www..ebi.ac.uk/clustralW.
(-) espacos foram incluidos para aperfeicoar o alinhamento. (*) indicam residuos de
aminoacidos conservados nas sequéncias analisadas; (:) indicam residuos de aminoacidos
com similaridade em propriedade quimica; (.) indicam residuos de aminoécidos com
distintas propriedades quimicas nas plantas analisadas.


http://www..ebi.ac.uk/clustralW
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5.  DISCUSSAO
Uma das formas das plantas respondem a agressdes de predadores, ativando

uma cascata de sinalizacdo que leva a producdo do acido jasmonico. Esse
fitohormdnio, assim como seus derivados, é um forte indutor da expressao de genes,
que codificam proteinas com funcao defensiva (Vasyukova e colaboradores, 2011).

Ferimentos por insetos mastigadores ou danos mecéanicos resultam no acumulo
localizado e sistémico de altos niveis de inibidores de proteases em folhas de
diversas plantas (Farmer e colaboradores, 1992). Possiveis utilidades para
inibidores naturais de enzimas proteoliticas tém sido vistos em biotecnologia vegetal.
Entre as areas potenciais de uso dos inibidores estdo a construcdo de plantas
transgénicas com aumento da resisténcia a pragas e o desenvolvimento de
procedimentos para a biossintese de proteinas recombinantes. Neste ultimo caso,
os inibidores servirdo para impedir a degradacéo da proteina por proteases do inseto
(Mosolov e Valueva, 2008).

Em estudos prévios, Botelho-Junior e colaboradores (2008) mostraram o acumulo
de inibidores de proteases do tipo Kunitz em folhas de maracuja apos tratamento
com MeJA e herbivoria. A partir desse trabalho iniciamos o estudo do acumulo de
transcritos para inibidores de proteases serinicas em folhas de maracuja. Com base
nestes dados buscamos a clonagem molecular de inibidores induzidos em plantas
de maracuja submetidas a vapores de metil jasmonato em um periodo de 12 h.

Partindo de sequéncias primarias de proteinas purificadas e caracterizadas no
grupo (Botelho-Junior e colaboradores, comunicacdo pessoal) como sendo
inibidores de proteases serinicos do tipo Kunitz, desenhamos os inibidores utilizados
nos experimentos de RT-PCR. Os iniciadores utilizados geraram produtos de
amplificacdo entre 600-750 pb (Figura 8b e 12a). Os amplicons foram ligados em
vetor de clonagem e apoOs a transformacdo de bactérias E.coli DH5a obtivemos
coloénias positivas, estas foram selecionadas e o DNA plasmidial foi extraido e
clivado com a utilizacdo da endonuclease de restricdo EcoRI para liberacédo e
confirmacdo do produto clonado (Figura 8c, d ,e e 12b, c). Neste processo
obtivemos 5 clones, estes foram sequenciados automaticamente e através de
ferramentas de bioinformatica suas sequéncias nucleotidicas e deduzidas de

aminoéacidos foram analisadas (Figuras 9 e 10).
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Quando utilizamos alinhamento multiplo entre as sequéncias deduzidas para os
clones provenientes de um mesmo iniciador (Figura 12), observamos que para os
oriundos do Pf1Fw temos diferencas em 41 posi¢oes (75% de identidade) enquanto
os originarios do Pf4Fw diferem em apenas 3 posicdes (98% de identidade). Essas
observacdes nos levam a supor que as proteinas codificadas pelos genes clonados
séo isoformas.

Quando comparamos estas sequencias com inibidores de proteases do tipo
Kunitz descritos na literatura (Figura 16), diversos pontos apresentam conservagao
na sequéncia e sdo importantes para a estrutura da proteina, assim como para a sua
funcdo, como tirosinas (Y), cisteinas (C), prolinas (P), glicinas (G), valinas (V), acidos
glutdmicos (E), fenilalaninas (F) e isoleucina (), se apresentam de forma
conservada. De acordo com Krowarsch e colaboradores (2003), esses aminoacidos
colaboram para a estabilidade e funcionalidade de inibidores de proteases serinicas.

Botelho-Junior e colaboradores (2008) e Pereira e colaboradores (2011),
isolaram e sequenciaram IPs presentes em folhas submetidas a tratamento com
MeJA, ferimento mecéanico e herbivoria, e presentes constitutivamente durante o
desenvolvimento floral e flores em antese, respectivamente. Esta € a primeira vez
que se reporta a selecdo de genes de inibidores de proteases serinicos do tipo
Kunitz para maracujazeiro, podemos encontrar IPs Kunitz em batata (SuH e
colaboradores, 1999), grdo-de-bico (Srinivasan e colaboradores, 2005), feijao (Wang
e Rao, 2010) e cacau (Silva e Figueira, 2005), plantas economicamente importantes.

A selecdo de genes codificadores para IPs serinicos do tipo Kunitz em
maracujazeiro sera Gtil em experimentos de superexpressao destas proteinas in vitro

e in vivo.
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. CONCLUSOES

A utilizacdo de iniciadores degenerados foi eficiente para a amplificacdo de
fragmentos entre 600 pb e 750 pb correspondentes a sequéncia de
nucleotideos para inibidores de proteases.

O método de clonagem utilizado foi eficaz para a geracdo de clones a partir
da ligacdo de amplicons, provenientes de reacdes de RT-PCR.

A comparacao das sequéncias deduzidas dos clones obtidos com inibidores
Kunitz conhecidos, revelou que estes dividem em varias posicoes
conservagao em suas sequéncias.

A andlise das sequéncias deduzidas de aminoacidos dos clones obtidos
revelou que estes possuem mais de 70% de identidade entre si tratando

provavelmente de isoformas da proteina.
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