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RESUMO

SOARES, Ana Paula Gomes, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, marco de 2007.
Caracterizacdo bioquimica da aldeido desidrogenase GmTP5S da soja (Glycine
max). Orientadora: Elizabeth Pacheco Batista Fontes. Co-Orientadores: Luciano
Gomes Fietto e Maria Cristina Baracat Pereira.

A proteina GmTPS55 (Glycine max turgor protein) pertence a familia ALDH7,
das superfamilias das aldeido desidrogenases (ALDH). As proteinas desta familia
apresentam estrutura primaria conservada e tém sido identificadas por se acumularem
em plantas submetidas a condigcdes de estresse abiotico. Embora elas tenham sido
identificadas em diversos organismos, as func¢des fisioldgica e bioquimica das proteinas
da familia ALDH7 ainda ndo foi elucidada. Além de compartilhar uma alta conservagado
de estrutura primaria com outros membros da familia ALDH, GmTP55 possui diversos
dominios e aminoacidos conservados em posicoes, caracteristicos de enzimas aldeido
desidrogenases. A fim de confirmar sua atividade enzimatica, a proteina GmTP55 foi
expressa em sistema heter6logo procarioto de expressdo e a atividade da proteina
recombinante foi testada usando diversos aldeidos como substratos em potencial. A
proteina GmTPS55 apresentou maior atividade sobre aldeidos alifaticos de cadeia curta
como propionaldeido, acetaldeido, y-aminobutiraldeido e formaldeido, oxidando-os a
4cidos carboxilicos na presenga de NAD'. Dentre os aldeidos oxidados, o 7-
aminobutiraldeido e formaldeido podem ser considerados como substratos fisioldgicos
potenciais para GmTPS55, visto que estes aldeidos sdo produzidos como resultado da
peroxidacdo de lipidios que ocorre durante a imposicao de estresse celular oxidativo. A

analise da fungdo fisiologica da proteina GmTP55 foi realizada com plantas de

Xi



Arabidopsis thaliana expressando ectopicamente o gene GmTP55. As plantas
transgénicas obtidas, expressando constitutivamente a proteina, tiveram suas sementes
plaqueadas em condicdes de estresse salino. Nestas condi¢des, as plantas transgénicas
apresentaram maior eficiéncia de germinagdo do que as plantas ndo transformadas.
Coletivamente, estes resultados sugerem que a proteina GmTPS55 estd envolvida na
tolerancia das plantas a estresses abioticos, atuando em vias de detoxificacdo celular de

aldeidos reativos derivados de peroxidacao de lipidios.
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ABSTRACT

SOARES, Ana Paula Gomes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March, 2007.
Biochemical characterization of the soybean (Glycine max) aldehyde
dehydrogenase GmTPS5S5. Adviser: Elizabeth Pacheco Batista Fontes. Co-Advisers:
Luciano Gomes Fietto and Maria Cristina Baracat Pereira.

The protein GmTP55 (Glycine max turgor proten) belongs to the ALDH7
family, that falls into the superfamily of the aldehyde dehydrogenases (ALDH). Proteins
of this family are structurally conserved and they have been identified by their
accumulation in plants under abiotic stress conditions. Although they have been
identified in several organisms, the physiological and biochemical function of proteins
of the ALDH7 family have not been elucidated yet. In addition to sharing a high
conservation of primary structure with other members of ALDH family, GmTP55
possesses several conserved domains and conserved amino acid at common positions of
aldehyde dehydrogenases. To identify the biochemical function of the protein GmTP5S5,
we expressed the protein in a prokaryotic expression system, and the enzymatic activity
of the recombinant protein was tested using several aldehydes, as potential substrates.
The protein GmTPS55 exhibited a larger specificity for short-chain aliphatic aldehydes,
as propionaldehyde, acetaldehyde, y-aminobutiraldehyde and formaldehyde, oxidizing
the carboxylic acids, in the presence of NAD". Among the oxidized aldehydes, y-
aminobutiraldeido and formaldehyde may be considered as potential physiological
substrates for GmTPS55, as these aldehydes are produced as a result of the lipid
peroxidation that occurs during the imposition of salt stress. The analysis of the

physiological function of the protein GmTP55 was accomplished by using Arabidopsis
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thaliana plants ectopically expressing GmTP55 gene. Under conditions of salt stress,
the seeds of transgenic plants exhibited a greater germination efficiency than the
untransformed plants. Taken together, these results suggest that the protein GmTP55 is
involved in plant tolerance to abiotic stresses and it acts in detoxification pathways of

reactive aldehydes derived from lipid peroxidation.
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1. INTRODUCAO

A escassez de 4gua, a alta concentragdo salina e a baixa temperatura do solo
sdo fatores abidticos responsdveis por promover estresse hidrico em diversas espécies
vegetais (Kramer, 1983; Koyro, 1996; Shinozaki & Yamaguchi-Shinozaki, 1997). O
estresse hidrico altera o potencial osmético das células vegetais impondo um estresse
osmotico e afetando a bioquimica, a fisiologia, a morfologia e o processo de
desenvolvimento das plantas. Durante o estresse hidrico, ocorre reducdo da abertura
estomatica, da expansdo da area foliar, da fotossintese e, consequentemente, do
crescimento vegetal (Jones & Rawson, 1979). Sendo assim, o estresse hidrico é
determinante para a distribui¢do geografica das plantas e para a produtividade de
culturas agricolas (Bartels, 2001a).

Algumas plantas apresentam mecanismos que as tornam mais tolerantes ao
estresse ambiental (Taiz & Zeiger, 2004). Se a tolerancia vegetal aumenta como
conseqiiéncia da exposicdo anterior ao estresse, a planta se torna aclimatada ou
adaptada. As plantas tolerantes ao estresse hidrico tém sua expressdo génica alterada
durante a imposi¢do do estresse (Hare et al., 1996; Shinozaki & Yamaguchi-Shinozaki,
1996; 1999). Os genes induzidos por estresse hidrico estdo envolvidos em processos que
mantém o turgor, a fungdo e a estrutura celular. De uma maneira geral, estes genes
induzidos codificam proteinas que estdo diretamente envolvidas na adaptagdo do
vegetal ao estresse e proteinas que atuam na regulacdo de outros genes e em vias de
transdugdo de sinal (Shinozaki & Yamaguchi-Shinozaki, 1997). As proteinas que atuam

diretamente na prote¢ao celular estdo envolvidas no processo de ajustamento osmotico,



na protecao de macromoléculas e na destrui¢do de produtos metabolicos toxicos, tais
como as moléculas de aldeidos.

Os aldeidos e seus intermedidrios se acumulam na planta quando esta ¢ exposta
a condigdes de estresse ambiental. Estas moléculas sdo altamente toxicas e podem
causar a peroxidagdo de lipidios e modificagdes em proteinas e acidos nucléicos
(Sophos & Vasiliou, 2003; Sunkar et al., 2003). As Aldeido Desidrogenases (ALDH)
sdo um grupo de enzimas que catalisam a oxidacdo de aldeidos a seus dacidos
correspondentes, ndo toxicos, em uma reagdo irreversivel dependente de NAD(P) *
(Yoshida et al., 1998; Kirch et al., 2001).

Nosso grupo de pesquisa, recentemente, isolou, por meio de analise de um
banco de EST (“expressed sequence tag”) gerado de uma biblioteca de sementes de soja
(Gycine max), um gene pertencente a familia ALDH7, a qual ¢ altamente conservada
entre organismos filogeneticamente distantes (Rodrigues et al., 2006). A dedugdo da
seqliéncia de aminoacidos correspondente a este gene identificou que ele codifica uma
proteina de massa molecular estimada em 55.562 kDa, que possui um dominio
conservado de desidrogenases. Além disto, analises comparativas da estrutura primaria
deduzida desta proteina demonstraram que ela ¢ homologa a proteina antiquitina de
humanos e a proteina 26g de ervilha (Pisum sativum), as quais pertencem a familia
ALDH7B da superfamilia de Aldeido Desidrogenases (ALDH) e estdo associadas ao
processo de regulacdo da pressdo de turgor celular, pois t€m suas expressdes
aumentadas sob condi¢des de déficit hidrico e/ou altas concentragdes salinas (Guerrero
et al., 1990; Lee et al., 1994; Stroeher et al., 1995). Baseados nestas analises e no fato
de ter seu produto génico acumulado em diferentes 6rgdos em soja submetida ao
estresse hidrico, este gene ALDH foi classificado como membro da familia ALDH7A1 e
denominado GmTP55 (Glycine max turgor protein). Consistente com estas evidéncias,
plantas transgénicas de tabaco (Nicotiana tabacum) e Arabidopsis thaliana expressando
constitutivamente a proteina GmTP55 apresentaram-se mais tolerantes quando foram
submetidas a condi¢des de estresse hidrico e oxidativo (Rodrigues et al., 2006),
indicando que sua fun¢do pode estar relacionada ao processo de desintoxica¢dao de
aldeidos toxicos gerados durante a exposi¢ao da planta ao estresse abiotico.

Diversas Aldeido Desidrogenases, descritas na literatura, parecem atuar nos
processos de tolerdncia do vegetal ao estresse abiotico, participando no mecanismo de

ajustamento osmotico e/ou atuando no processo de desintoxicagdo celular (Perozich et



al., 1999a). Entretanto, as fungdes fisiologicas e a via bioquimica de atuacdo das
proteinas da familia ALDH7 ainda nao foram elucidadas.

Este trabalho visou caracterizar bioquimicamente a proteina GmTPS5S.
Especificamente, propos-se produzir a proteina GmTP55 em sistemas heterdlogos de
expressdo, avaliar a atividade enzimatica e a localizagdo subcelular da proteina
recombinante em Arabidopsis thaliana. A identificagdo e a compreensdo das fungdes
desta proteina em células vegetais podem proporcionar o desenvolvimento de
estratégias moleculares que permitam a obtencdo de cultivares agricolas, tais como a

soja, mais tolerantes as condi¢des de seca.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Estresse Hidrico

As plantas estdo constantemente sendo expostas a estimulos ambientais que
influenciam seu crescimento e desenvolvimento, e que, consequentemente, determinam
sua produtividade (Seki et al., 2003). Para algumas espécies vegetais, tais estimulos, ou
mudancas das condi¢Oes ambientais, se tornam estressantes e alteram adversamente o
desenvolvimento vegetal (Levitt, 1972; Levitt 1980). Alguns estimulos ambientais,
como a temperatura do ar, podem se tornar estressantes em poucos min, outros, como o
conteudo de adgua do solo, podem se tornar estressantes em semanas ou meses, isto
porque o impacto do estresse ambiental no desempenho e no tempo de recuperagdo da
planta ndo depende somente da severidade e duracdo da exposi¢do da planta ao estresse,
mas depende também da informacao genética da planta (Chaves, 1991; Taiz & Zeiger,
2004). No Brasil, os fatores ambientais afetam drasticamente a produtividade agricola,
sendo o clima o principal fator responsavel pelas oscilagdes anuais de producdo de
graos (Camargo, 1994).

A deficiéncia hidrica pode ser definida como o contetido de 4gua em um tecido
ou em uma célula que esta abaixo do maior conteudo de agua exibido por ambos
quando estes se encontram em um estado de alta hidratacdo (Taiz & Zeiger, 2004). Esta
deficiéncia esta intrinseca na maioria das formas de estresse. Sendo assim, a escassez de
agua, o estresse salino e o estresse resultante de temperaturas altas ou baixas resultam
em estresse osmotico para a célula vegetal (Bartels & Nelson, 1994; Bohnert & Jensen,

1996). Por isso, a seca, a salinidade e as baixas ou alta temperaturas do solo resultam



em um ponto comum: o estabelecimento de estresse hidrico. O estresse hidrico
representa o mais severo e comum estresse ambiental a afetar o desenvolvimento de
cultivares agricolas (Kramer, 1983; Rhodes ef al.,1990; Ashraf, 1994; Koyro, 1996). No
Brasil, a produtividade de cultivares economicamente relevantes, tais como o café,
feijdo e a soja, ¢ drasticamente afetada pela escassez de agua no solo (Miyasaka &
Medina, 1981; Bergamaschi ef al., 1986; Procopio, 2002; Da Matta, 2004). Em relatorio
sobre seguranca agricola, elaborado pelo Ministério do Planejamento (Gopfert et al.,
1993), consta que as secas sdo os eventos prioritarios (71% dos casos), no que se refere
aos fendmenos abidticos, para perda na produgdo de graos, no pais.

As plantas desenvolveram uma série de mecanismos buscando se adaptar as
mudangas ambientais desfavoraveis. Uma destas mudancgas, o estresse hidrico, induz
uma série de respostas bioquimicas, moleculares, morfologicas e fisioldgicas nos
vegetais, as quais os auxiliam a se adaptarem as condi¢des ambientais adversas
impostas (Arora, 2002; Seki, 2003). Estas respostas sao complexas e altamente
varidveis (Ingran & Bartels, 1996), pois incluem geralmente a expressdo de genes
especificos, como, por exemplo, reguladores de estresse, repressdo de alguns genes
ativos, alteragdes de vias metabolicas, producao de metabdlicos secundarios, mudangas
estruturais celulares, como por exemplo, alteragdes na conformacdo das membranas
(Hasegawa et al., 2000; Ramanjulus & Bartels, 2002; Shinozaki et al., 2003; He & Gan,
2004). Por isso tais respostas devem funcionar coordenadamente buscando minimizar os
danos estruturais e o desequilibrio intracelular causado por este estresse, como, por
exemplo, a alta concentracao idnica intracelular (Hasegawa et al., 2000; Zhu, 2001).

As diferentes espécies de plantas tém mecanismos variados de respostas ao
estresse que estdo relacionados entre si de maneira especifica segundo a ordem ou a
familia das referidas espécies. Estudos indicam que os vegetais podem responder a
estimulos e sinais unicos, porém possuem mecanismos de respostas similares (Bohnerd
& Jensen, 1996). A resposta de cultivares ao estresse hidrico e o efeito deste na
produtividade do vegetal, também variam dependendo do estdgio de desenvolvimento
do vegetal e da severidade deste estresse (Bray, 1993). Por exemplo, culturas de soja
apresentam crescimento diferencial e alteragdes da biomassa dependendo do momento e
da severidade do estresse imposto (Confalone & Navarro, 1999). Sob condigdes de
estresse hidrico, as plantas de soja apresentaram estames menores na fase de
germinacdo e emergéncia, aborto floral, durante a fase de florescimento e reduzido peso

dos graos, na fase de hidratagao (Berlato, 1981; Fageria, 1989).



A deficiéncia hidrica, ao ser percebida pela planta, desencadeia nesta uma
cascata de eventos moleculares, os quais sdo finalizados em varios niveis de respostas
fisiologicas e morfologicas (Bray, 1993). As plantas absorvem agua do solo, através das
raizes, na presenga de uma diferenga de potencial osmoético entre o solo e as células
vegetais, por isso, acredita-se que as raizes atuem como sensores da deficiéncia hidrica
do solo. As células guardas dos estdomatos também detectam a escassez de agua
rapidamente, através de moléculas sinalizadoras, como por exemplo, o acido abscisico,
enviados a parte aérea da planta, e se fecham antes de qualquer deficiéncia hidrica ser
observada nas folhas (Zhang & Davies, 1990; Salah & Tardieu, 1997). A diferenca do
potencial osmotico entre as células vegetais e o solo pode provocar o estresse osmotico.
Este estresse ¢ causado por alteragdes nas concentracdes de solutos extracelulares e um
conseqiiente efluxo de agua a partir da célula vegetal, levando a desidratacdo celular
(Bohnert et al.,1995). A perda de agua pelas células vegetais provoca uma diminuicao
da pressdo de turgor e um aumento de concentracdo dos solutos intracelulares,
elevando, assim, o potencial osmotico celular. Como conseqiiéncia, a estrutura das
membranas, os constituintes celulares e a expressao de variadas categorias de genes sdo
alterados (Shinozaki & Yamaguchi-Shinozaki, 1996; 1997 e 1999). As alteracdes na
conformagao das membranas celulares sdo severas para o funcionamento celular, pois
promovem alteracdes nas proteinas transportadoras ativadas por pressdo, modificagdes
na conformagdo ou justaposi¢do das proteinas sensoriais embebidas nas membranas, e
alteram a continuidade entre a parede e a membrana celular.

O principal processo fisiologico afetado pela falta de agua no solo ¢ a
fotossintese. A eficiéncia do processo fotossintético pode ser afetada diretamente pela
desidratacdo citoplasmatica e fechamento estomatico (Miyasaka & Medina, 1981). A
diminui¢ao do conteudo de agua do solo ocasiona a queda do potencial hidrico celular
nas folhas, levando a perda de turgidez e a redugdo da condutdncia estomatica
(Bergamaschi et al., 1991; Shalhevet, 1993). A reacdo inicial ao estresse induzido por
deficiéncia hidrica ¢ a alteracdo da condutancia estomatica devido a redu¢do da abertura
dos estomatos (Cornic, 2000). O fechamento estomatico tem conseqiiéncias severas ¢
complexas, tais como a diminuicao da perda de agua por transpiracao (Seemann, 1985),
alteracOes na taxa respiratoria, desequilibrio idnico, alteragdes no fluxo de agua e de
nutrientes (Pell & Steffen, 1991), e diminui¢do da eficiéncia do processo fotossintético.
Em condigdes de estresse hidrico, a area foliar, disponivel para interceptar a radiagdo

solar, ¢ reduzida limitando, consequentemente, a fotossintese (Delgado et al., 1995;



Pellegrino et al., 2003; 2005). Redugdes na taxa fotossintética liquida das plantas
sujeitas ao estresse podem ser resultados da diminui¢do da capacidade fotossintética do
fotossistema II (Bunce, 1988). Foi observado que o cultivo de milho (Zea mays L.) ¢
significativamente afetado quando este ¢ submetido ao estresse hidrico tanto em
condi¢des de campo como em casa de vegetagdo. As plantas de milho apresentaram
reducdes nos valores das taxas fotossintéticas, condutincia estomatica e no potencial
hidrico das folhas (Pereira et al., 2003). Plantas de trigo também apresentaram reducao
de peso e limitacdo da area foliar quando submetidas a escassez de agua (Katerji et al;
2003).

A excessiva salinidade do solo também resulta em diversas conseqiiéncias para
o desenvolvimento vegetal. O estresse causado pela salinidade pode retardar a
diferencia¢do do xilema primario e o do desenvolvimento do xilema secundario (Hilal
et al., 1997). O estresse salino também pode provocar a queda da velocidade de
multiplicagdo e elongacdo celular, a limitacao do extensao foliar e, em conseqiiéncia, do
crescimento vegetal (Munns, 1993). A disponibilidade limitada de 4gua no solo também
pode levar a reducdo do crescimento vegetal (Ludlow & Ng, 1976; Bennett & Sullivan,
1981), sendo este um dos fenoétipos mais visiveis de resposta as condigdes de estresse
hidrico (Hsiao, 1973) em diversas espécies vegetais, tais como milho (Muchow &
Sinclair, 1991) e cevada (Mitroy & Goyne, 1995). A deficiéncia hidrica (moderado ou
severo) afeta o acimulo de biomassa vegetal independentemente da ocorréncia de
otimas condi¢des dos outros fatores ambientais, como a luz e a temperatura (Bono et al.,

2001).

2.1.1. Resisténcia a Seca e Estratégias de Aclimatacao

A produtividade das plantas pode ser hidricamente limitada dependendo da
quantidade de agua disponivel e da eficiéncia do seu uso pelo organismo. Uma planta
capaz de obter mais agua ou que tenha maior eficiéncia no seu uso resistird melhor a
seca. Os mecanismos de resisténcia a seca das plantas sdo classificados em trés
categorias (Turner, 1979; Turner, 1986): tolerancia a seca com baixo potencial de agua
nos tecidos; escape e tolerancia a seca com alto potencial de dgua nos tecidos. Plantas
que apresentam um crescimento continuado ou melhdo ao enfrentar condi¢gdes hidricas
limitadas sdo consideradas tolerantes a seca (Taiz & Zeiger, 2004). Algumas espécies

podem escapar da seca completando seu ciclo rapidamente antes do inicio da mesma ou



reproduzindo-se somente apos a chuva (Alvim, 1985). Outras plantas sdo capazes de
retardar a desidratacdo, pois tem a capacidade de manter a hidratagdo de seus tecidos,
seja economizando ou desprendendo agua.

Diversos genes tém sua expressdo alterada sob condi¢des de estresse hidrico
(Seki, 2003). Sendo assim, a identificacdo e a caracterizacdo destes genes, se torna
importante, pois eles sdo fundamentais para a compreensdo dos mecanismos
moleculares envolvidos na adaptagdo do vegetal ao estresse. Os genes que mais
frequentemente tem sua expressao alterada em resposta a seca, salinidade e frio sdo os
genes envolvidos em vias de transducdo de sinais, na regulacdo da expressao génica e os
genes que codificam proteinas atuantes na adaptacdo da célula ao estresse (Shinozaki &
Yamaguchi-Shinozaki, 1997; Bray, 2004). O estudo dos promotores destes genes
induzidos por estresse tem levado a identificacdo de seqii€ncias regulatdrias especificas,
cis-elementos, dependentes ou independentes do hormdnio vegetal acido abscisico
(ABA), demonstrando a importancia deste hormonio como um sinal anti-estresse
(Shinozaki & Yamaguchi-Shinozaki, 1997).

Os produtos dos genes induzidos por estresse sdo classificados basicamente em
dois grupos: as moléculas efetoras, que protegem diretamente a célula contra estresse, ¢
as moléculas regulatorias, que sdo aquelas moléculas envolvidas na regulagdo da
expressdo génica e nas vias de transducdo de sinais em resposta ao estresse (Hasegawa,
et al., 2000). No primeiro grupo, estdo incluidas proteinas que atuam na prote¢do das
células e de macromoléculas contra a desidratagdo, tais como as enzimas requeridas
para a biossintese de osmoproterores (colina monoxigenase e betaina aldeido
desidrogenase) (Rhoades & Ranson, 1993), proteinas transmembranas transportadoras
de ions (canais de Na'/H") (Apse et al., 1999), proteinas que formam canais de
passagem de agua através da membrana (aquaporinas), proteinas envolvidas na prote¢ao
de macromoléculas e de membranas (Late embryogenesis abundant proteins - LEA,
chaperonas moleculares e proteinas de ligagdo ao mRNA), proteases envolvidas no
“tunorver” de proteinas (proteases tiol e ubiquitina) e enzimas antioxidantes (glutationa
S-transferase, catalases, ascorbato peroxidase, superoxido dismutase). O segundo
grupo de produtos génicos inclui os fatores de transcri¢dao, as proteinas quinases € as
enzimas envolvidas no metabolismo do fosfoinositol (Bray, 1997; Shinozaki &
Yamaguchi, 1997; Seki, 2003). De maneira geral, os genes induzidos por déficit hidrico

estdo envolvidos na prote¢ao do citoplasma, alteragdo do potencial osmético da celular,



homeostase i0nica, metabolizacdo de compostos degradados pelo estresse, regulacao da
expressao génica etc. (Bray, 1993; 1997; Nepomuceno ef al., 2000).

A resisténcia ao estresse ¢ resultado da expressdo de varios genes que podem
ter sido induzidos ou nao por um determinado estimulo ambiental, como por exemplo,
um ferimento ou a escassez de dgua do solo. A expressao ou silenciamento de unico
gene ndo parece ser capaz de assegurar a sobrevivéncia da planta em condi¢des de
estresse (Bray, 1993; Neponuceno et al., 2000), pois alguns genes sdo essenciais para a
tolerancia ao estresse e o acimulo de seus produtos contribui para uma resposta
adaptativa (Bray, 1993; 1997). Assim, o processo de tolerdncia ¢ considerado um
mecanismo poligénico, pouco trabalhado nos programas de melhmento genético
classico (Beever, 2000).

A principal resposta que distingue plantas tolerantes de plantas sensiveis ao
estresse hidrico ¢ o acentuado acumulo intracelular de solutos osmoticamente ativos nas
plantas tolerantes (Turner, 1986; Bohnert & Jensen, 1996). Este mecanismo,
denominado de ajustamento osmoético (Munns, 1988), consiste na habilidade de varias
espécies (Morgan, 1984) ajustarem osmoticamente suas células diminuindo o potencial
osmotico e o potencial hidrico, em resposta ao déficit hidrico ou a salinidade (Turner
1979; 1986) sem que haja diminui¢do na turgidez celular (Taiz & Zeiger, 1998). Em
algumas espécies vegetais, como o algoddo e sorgo, tal ajustamento apresenta-se alto,
em outras, como por exemplo, o girassol, o ajuste osmoético ¢ mais moderado.
Entretanto, plantas de soja e de trigo dispdem de uma baixa capacidade de ajustamento
osmotico (Oosterhuis & Wullschleger, 1988).

As redugdes do potencial osmdtico ocorrem pelo actimulo intracelular de
solutos osmoticamente ativos. Porém, o ajustamento osmdtico ndo deve ser confundido
com um aumento na concentracdo de solutos que ocorre durante a desidratacdo e
diminui¢do de volume celular. O ajuste osmoético ocorrera somente se houver acumulo
ativo de solutos (Guo & Oosterhuis, 1997), sendo este independente das alteragdes no
volume das células resultantes da perda de dgua. Assim, o acimulo ativo de solutos
proporciona a manuten¢do da turgescéncia celular (Jones & Turner, 1980, Acevedo et
al., 1979; Ackerson & Hebert, 1981) e, consequentemente, permite a manutengdo da
abertura estomatica e da fotossintese sob condi¢des de baixo potencial hidrico no solo
(Turner, 1986; Funkhouse et al., 1994; Kramer, 1995). O ajustamento osmotico nao
impede que a taxa fotossintética seja reduzida sob condigdes de estresse hidrico (Jones

& Rawson, 1979) e a manutencao da turgescéncia permite que a fotossintese e outras



importantes atividades fisioldgicas sejam mantidas, mesmo que baixas, possibilitando a
redistribuicao de carbono e nitrogénio (Kobata et al. 1992; Palta et al., 1994).

As plantas superiores podem acumular diversos solutos ativamente, como
carboidratos, acidos organicos e ions. Estes solutos estdo envolvidos no ajuste osmotico
e podem ser estocados tanto em organelas como no citossol celular. Os ions que
penetram na célula, como o potdssio e o sodio, sdo estocados em vactolos ou
exportados para o exterior celular para que ndo interfiram no metabolismo do
citoplasma (Hasegawa et al., 2000; Zhu, 2001). Os compostos orgénicos, que ndo
interferem com o metabolismo, tais como a prolina, alguns carboidratos (manitol,
sacarose rafinose) e glicina betaina, sio chamados de solutos compativeis e podem ser
acumulados no citoplasma de forma a manter o equilibrio hidrico entre o vactolo e o
citoplasma (Taiz & Zeiger, 1998). Estes solutos sdo osmoprotetores e protegem a célula
pela manutengdo da turgidez celular (Yamaguchi-Shinozaki et al, 2002).
Osmoprotetores podem ser acumulados normalmente em altos niveis e reduzir os efeitos
inibitérios da atividade enzimdtica e idnica, uma vez que aumentam a estabilidade
térmica de enzimas que se encontram em solugdo salina sem perturbar a bioquimica
celular. Os osmoproterores tém conferido maior tolerancia a deficiéncia hidrica quando
expressos como produtos transgénicos em plantas (Bohnert & Jensen, 1996; Zhu, 2001).

Além de carboidratos, as células vegetais também acumulam proteinas
especificas em resposta ao estresse abidtico (Ingram e Bartels, 1996), tais como a
proteina LEA e as chaperonas moleculares (Alvim et al., 2001), as quais tém
demonstrado estar envolvidas na prote¢dao de outras macromoléculas celulares durante a
exposi¢do do vegetal ao estresse (Ingram & Bartels, 1996; Yamaguchi-Shinozaki et al.,
2002).

A diminuicdo do potencial osmotico na célula vegetal tem sido relacionada,
também, com a produgdo de moléculas que buscam e destroem os radicais livres. O
estresse hidrico provoca a quebra do equilibrio oxidativo/redutivo em organelas
celulares, como o cloroplasto, causando a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) e alteragdes funcionais. As ERO promovem extensivos danos a células (Kaiser,
1979). Estudos tém demonstrado que real funcdo do ajuste osmoético poderia estar
associada a eliminacdo de radicais livres, mas gerando, como funcdo adicional, a
retencdo de 4agua, uma vez que plantas estressadas aumentam a producdo de
antioxidantes especificos, tais como carotendides, ascorbato peroxidases, glutationa

redutase, catalases e superoxidos dismutases, as quais sao necessarias para a reducao
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das espécies reativas de oxigénio (Noctor & Foyer, 1998; Mittler, 2002). Estudos
recentes vém enfocando uma provével habilidade antioxidante das enzimas aldeidos
desidrogenases em plantas submetidas a condi¢des de estresse (Sunkar et al., 2003;

Rodrigues et al., 2006).

2.2. A superfamilia das Aldeido Desidrogenases

Os aldeidos sdo compostos quimicos organicos envolvidos em diversos
processos fisioldgicos, bioldgicos e farmacologicos (Vasiliou et al., 2000). Podem ser
sintetizados a partir de fontes endogenas (metabolismo de aminoacidos, carboidratos,
lipidios e vitaminas) ou gerados a partir de fontes exdgenas (estresse abidtico e bidtico)
(Yoshida et al., 1998; Vasiliou et al., 2000; Sophos & Vasiliou, 2003; Sunkar ef al.,
2003), sendo moléculas intermediarias e/ou produtos de varias reagdes metabolicas.

Por apresentarem carater eletrofilico, os aldeidos sdo moléculas altamente
reativas que podem facilmente reagir com grupos aminos € tiois das macromoléculas
celulares (Lindahl, 1991; Vasiliou et al., 2000; Kirch et al., 2001). Aldeidos como o
acetaldeido, gliceraldeido 3-fosfato, glicolaldeido, fenilacetaldeido, malondialdeido,
propionaldeido, p-nitrobenzaldeido, 4-hidrogi-trans-2-nonenal, s3o considerados
citotoxicos (Ting & Crabbe, 1983; Trivic & Leskovac, 1994), pois causam danos
estruturais e funcionais nas macromoléculas (Bartels, 2001b) e, por isso, a concentragdo
intracelular destes aldeidos deve ser extremamente regulada. Alguns aldeidos sdo
também genotdxicos, podendo provocar aberragdes cromossomais (Vasiliou, 2000).

Uma das maneiras da célula controlar os niveis de aldeidos tdxicos € promover
a oxidacao destes a acido carboxilico. Para isto, as células contam com a a¢do de um
conjunto de isozimas denominadas aldeido desidrogenases (ALDHs). As Aldeido
Desidrogenases (ALDH; aldehyde: NAD(P)" oxiredutase, EC 1.2.1.3) representam uma
superfamilia protéica com estruturas primarias similares ¢ que exercem atividades
cataliticas oxidando irreversivelmente moléculas de aldeidos e reduzindo NAD(P)'.
Desta forma, estas enzimas auxiliam no processo de detoxificacdo celular (Yoshida et
al., 1998; Perozich et al., 1999a; Vasiliou et al., 1999; Nakazono et al., 2000; Kirch et
al., 2001; Kirch et al., 2004).

A especificidades das ALDHs por seus substratos ¢ baseada na variabilidade
estrutural destas enzimas (Kirch ef al., 2001), as quais podem atuar na oxidacdo de uma

ampla série de aldeidos alifaticos e aromaticos, endogenos e exdgenos, sendo que, foi
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observado que poucas ALDHs utilizam NADP" como coenzima (Dickison, 1989; Kirch
et al., 2001), sendo o NAD" um melhor cofator para estas enzimas (Yoshida et al.,
1998).

As ALDHs sao consideradas essenciais para o metabolismo por atuarem em
diversos processos celulares (Vasiliou et al., 1996; Kirch et al., 2001). ALDHs de
diferentes subfamilias podem exercer quatro distintas fung¢des principais: agir no
processo de desintoxicacdo celular, participar do metabolismo intermediario, produzir
NAD(P)H e atuar no processo de ajuste osmotico celular (Perozich et al., 1999a).
Assim, sob condi¢des ndo estressantes, as ALDHs estdo envolvidas no metabolismo
fundamental da planta e na manutengao da concentracdo de aldeidos celulares a niveis
ndo toxicos. Entretanto, como os estresses causados por fatores abioticos perturbam o
metabolismo celular, as ALDHs podem atuar na desintoxica¢do de aldeidos reativos
gerados em fungdo destes estresses, contribuir para o ajuste osmotico e ajudar na
manuten¢do do balanco entre a concentragdo de aldeidos e o conjunto de espécies
reduzidas equivalentes (Kirch et al., 2004). Assim, por representar uma importante
estratégia de defesa e possuir alta atividade, as ALDHs sao consideradas em geral como
enzimas de desintoxica¢do (Yoshida et al., 1998). Um dos mais importantes papéis das
ALDHs ¢ a producao de NAD(P)H. O NAD(P)H produzido durante a atividade das
ALDHs reduz indiretamente o acimulo das ERO (espécies reativas de oxigénios) nas
células e caracteriza as ALDHs como enzimas do sistema antioxidante celular. As
moléculas de NAD(P)H sdo potenciais doadores de elétrons durante a redugdo de

peroxido de hidrogénio pela enzima ascorbato peroxidase (Arora et al., 2002).

2.2.1. Aldeido Desidrogenases: nomenclatura e classificacao

A superfamilia de genes ALDH ¢ ampla, incluindo genes que codificam
diversas isozimas, as quais podem ser classificadas como: (a) semialdeido
desidrogenases, tais como succinato-semialdeido desidrogenases de mamiferos (E.C.
1.2.1.24) e de Escherichia coli (E.C.1.2.1.16) e glutamato semi-aldeido desidrogenases
(E.C.1.2.1.41); (b) ALDHs inespecificas (E.C.1.2.1.3); (c) betainas Aldeido
Desidrogenases (E.C.1.2.1.8); (d) gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase defosforilada
(E.C. 1.2.1.9); (e) fenilacetaldeido desidrogenases (E.C. 1.2.1.39); lactaldeido
desidrogenases (E.C. 1.2.1.22; e (g) proteinas “like-ALDH”, tais como as antiquitinas,

as quais possuem estrutura primaria completa ou parcialmente igual a seqiiéncia de
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aminoacidos das ALDHs (Vasiliou et al., 2000). Tendo como base a especificidade pelo
substrato, estas isozimas podem ser classificadas como ALDHs especificas e ndo
especificas. As ALDHs especificas tem altas especificidades por seus substratos e
incluem todos as semiAldeido Desidrogenases, as betainas Aldeido Desidrogenases e as
proteinas “like-ALDH”. As ALDHs inespecificas reagem com uma ampla variedade de
substratos (aldeidos alifaticos e/ou aromaticos), tais como as ALDHs das classes 1 e 2
(cistossolica e mitoncondriais) e os dimeros das ALDHs da classe 3 (Yoshida et al.,
1998), dentre outras.

A nomenclatura para as proteinas ALDHs foi estabelecida pelo Comité de
Nomenclatura do Gene ALDH (AGNC). Esta nomenclatura ¢ baseada em um critério
relativamente simples (Vasiliou ef al., 1999), no qual os genes ALDH sdo agrupados em
familias, e cada familia ¢ representada por um simbolo raiz (ALDH) seguido por um
numero (nimero da familia). Uma letra maitscula indica a subfamilia e precede um
numero, o qual indica o gene individual (Kirch et al., 2004).

As proteinas ALDHs foram divididas em familia segundo critério estabelecido
pelo AGNC, o qual estabelece que seqiiéncias de proteinas que apresentam 40% ou
menos de identidade com outras seqiiéncias anteriormente identificadas deveriam
descrever uma nova familia protéica ALDH; seqiiéncias de proteinas que apresentam
mais de 40% de identidade com outras seqiiéncias de ALDH previamente descritas
compdem uma mesma familia; enquanto que, seqiiéncias que apresentam mais de 60%

de identidade compdem uma subfamilia de proteinas (Vasiliou et al., 1999).

2.2.2. A superfamilia de genes ALDH

Uma superfamilia de genes ¢ definida como um conjunto de seqiiéncias
evolucionariamente relacionadas (Dayhoff, 1976) e consiste de familias de genes
homoélogos. A superfamilia de genes ALDH ¢ extremamente ampla (Vasiliou et al.,
2000) e seus genes tém sido estudados em varios organismos, desde bactérias a
mamiferos (Kirch et al., 2001). Os genes ALDHs tém sido caracterizados em detalhes
especialmente em leveduras e humanos (Navarro-Avifio et al., 1999, Yoshida et al.,
1998).

Atualmente 555 genes que codificam proteinas ALDHs foram identificados
(Sophos & Vasiliou, 2003). Pelo menos 172 genes ALDHs foram descobertos em

eucariotos e codificam enzimas que pertencem a mais de 20 familias de proteinas
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distintas (Perozich et al., 1999a; Perozich et al., 1999b; Sophos et al., 2001; Skibbe et
al., 2002; Wood & Krayesky, 2002). As enzimas ALDHs de plantas estdo representadas
em onze destas familias: ALDH2, ALDH3, ALDHS5, ALDH6, ALDH7, ALDHI10,
ALDH11, ALDHI12, ALDH18, ALDH19 ¢ ALDH21 (Wood & Krayesky, 2002), sendo
que destas trés familias sao exclusivas das plantas (ALDH11, ALDH19 ¢ ALDH21)
(Chen et al., 2002; BRAY, 2004). Em Arabidopsis thaliana, devido ao sequenciamento
completo de seu genoma, foram identificadas 14 seqiiéncias génicas que codificam para
proteinas pertencentes a nove familias de ALDH, dentre as quais se inclui uma nova
familia (ALDH22), identificada exclusivamente em plantas. As demais familias ALDH
jé& sao conhecidas e muitas delas sdo expressas sob condi¢des de estresse abiotico (Kirch
et al. 2004).

Os diversos produtos dos genes ALDHs foram distinguidos com base em suas
caracteristicas fisico-quimicas, propriedades enzimoldgicas, localizagdo subcelular e
distribuicao tecidual (Deitrich, 1966; Pietruszko, 1983; Yoshida, et al., 1998). A anélise
por comparagdo de seqiiéncia entre os genes de bactérias, animais e plantas tem
identificado trés motivos protéicos caracteristicos (Kirch et al., 2004). Diferencas sutis
em suas subunidades permitem agrupar as ALDHs em subfamilias (Vasiliou et al.,
1999; Sophos & Vasiliou, 2003).

Alguns produtos génicos, relacionados aos mecanismos de tolerancia ao
estresse, podem ser acumulados em diferentes espécies de plantas, quando estas sdo
submetidas ao estresse hidrico. Dentre estes produtos génicos se encontram as Aldeido
Desidrogenases (Kirch et al., 2001), sugerindo que os genes ALDHs tém um mecanismo
de regulagdo comum (Kirch et al., 2004). Entretanto, apesar de se conhecer a fun¢do
fisiologica de muitas proteinas ALDHs nos processos de resposta aos diferentes tipos de
estresse, ainda existem muitas ALDHs cuja fungdo bioquimica ainda ndo foi elucidada
(Kirch et al., 2001).

Em plantas, genes ALDHs pertencentes a familia3 (ALDH3), a familia 10
(ALDH10) e a familia 7 (ALDH?7) tém sido alvo de estudos freqiientes e muitas de suas
proteinas ja foram bem caracterizadas, evidenciando uma importante fungdo destas nos
processos de desintoxicacdo celular e ajustamento osmotico. Genes das familias
ALDH2, ALDHS e ALDH11 também codificam proteinas cujas atuagdes parecem estar
relacionadas ao processo de tolerancia ao estresse celular (op Den Camp & Kuhlemeier,

1997; Bouché et al., 2003; Kirch et al., 2004).
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Genes ALDH3 codificam diferentes proteinas da familia ALDH3, as quais tém
demonstrado estar envolvidas na oxidacao de aldeidos aromaticos e aldeidos alifaticos
de cadeia média, auxiliando na desintoxicacao celular (Kirch et al., 2001). As proteinas
desta familia foram identificadas tanto nas fra¢cdes microssomais quanto nas citossolicas
(Canuto et al., 1996; Kirch et al., 2001). Em A. thaliana, a analise da proteina
ALDH3HI1 sugere que provavelmente esteja envolvida na via de desintoxicacdo destas
plantas, a qual limita a concentragdo de aldeidos intracelulares, sob condi¢des de
estresse oxidativo (Kirch et al., 2005). Plantas de A. thaliana e Craterostigma
plantagineum transgénicas, expressando genes ALDH3, apresentaram-se mais tolerantes
a diversos tipos de estresses ambientais (Sunkar ef al., 2003; Kirch et al., 2005).

Os genes ALDHIO s3ao os mais amplamente estudados e tém sido
caracterizados em diversas espécies (Wood et al., 1996). As proteinas desta familia
(ALDH10) correspondem as betainas aldeido desidrogenases, as quais possuem alta
especificidade pelo seu substrato, betaina aldeido, e agem oxidando-o em glicina
betaina, que, por ser um osmoprotetor, auxilia na manuten¢cdo do metabolismo normal
da célula em condi¢des de estresse osmoético (Weretilnyk & Hanson, 1990; Holmstron
et al., 2000; Zhu et al., 2003). Devido a estas caracteristicas, as vias metabolicas
envolvidas na biossintese das BADHs e seus genes correspondentes t€ém sido foco de
constantes estudos visando a obtencao de plantas transgénicas resistentes ao estresse.

Em plantas de Oryza sativa, o gene ALDH2A parece estar envolvido no
processo de regulacdo osmotica, pois codifica para uma aldeido desidrogenase cuja
expressdao ¢ aumentada sob condi¢des anaerdbicas nas quais as plantas de arroz se
encontram quando submersas (Nakazono ef al., 2000). Um gene ALDHS5 foi
identificado no genoma de Arabidopsis. Este gene codifica para uma succinato semi-
aldeido desidrogenasse (SSADH E.C.1.2.1.24). Plantas de Arabidopsis com mutacgdes
ssdh acumularam altos niveis de H,O,, sugerindo o envolvimento desta proteina no

processo de tolerancia celular a condigdes de estresse oxidativo (Kirch ef al., 2004).

2.2.3. A familia ALDH7

Genes ALDH7 codificam proteinas classificadas como “turgor-responsive
protein” ou antiquitinas (ATQ) pelo fato de serem induzidos sob condigdes de estresse
hidrico e por apresentarem alta conservagdo de seqiiéncia durante a evolugdo (Guerrero

et al.,1990; Lee et al., 1994; Stroeher et al., 1995; Kirch et al., 2004; Rodrigues et al.,
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2006). Estas proteinas sdo classificadas como ALDHs, pois apesar da baixa homologia
de seqiiéncia (30%) com outras ALDHs, elas apresentam dominios conservados
responsaveis pela atividade catalitica de oxidac¢dao de aldeidos das ALDHs. Embora os
substratos fisioldgicos das antiquitinas ainda ndo tenham sido determinados (Lee ef al.,
1994; Perozich et al., 1999a; Sophos et al., 2001), acredita-se que estas proteinas
exercam uma fung¢do catalitica nas vias metabolicas de resposta ao estresse osmotico
(Stroeher et al., 1995; Perozich et al., 1999b).

As proteinas pertencentes a familia ALDH7 podem ser diferenciadas dentro de
trés subfamilias: ALDH7A, ALDH7B e¢ ALDH7C. A subfamilia ALDH7A inclui
proteinas encontradas nos animais, enquanto aquelas pertencentes a familia ALDH7B
sdo encontradas nas plantas. A subfamilia ALDH7C possui apenas uma proteina
conhecida, a antiquitina de Drosophila melanogaster (Fong et al., 2006).

Em plantas, o primeiro gene ALDH?7 foi identificado em ervilha (Pisum
sativum). Este gene codifica para uma enzima denominada 26g “pea Turgor Protein”,
pertencente a subfamilia ALDH7B, a qual foi altamente expressa quando plantas de
ervilha foram submetidas ao estresse hidrico (Guerrero et al., 1990; Lee et al., 1994). A
proteina 26g de ervilha possui o dominio caracteristico de aldeido desidrogenase pouco
conservado, entretanto mantém o residuo de cisteina caracteristico na devida posi¢ao
(Cys 301) (Guerrero et al., 1990). A proteina antiquitina de humanos foi descoberta,
posteriormente e, por apresentar homologia relativamente alta (60%) com a proteina
26g de ervilha, foi classificada como membro da familia ALDH7, porém pertence a
subfamilia ALDH7A (Lee ef al., 1994). Esta proteina ¢ altamente expressa na coclea,
ovario, olho, coracdo, figado e rins (Lee et al., 1994; Skvorak et al., 1997), 6rgaos nos
quais o equilibrio osmotico € essencial para a manutengao da fungdo.

Proteinas antiquitinas de diversos organismos, de diferentes reinos, t€ém sido
identificadas. A analise da estrutura primaria das proteinas da familia ALDH7
demonstrou que, além destas proteinas apresentarem dominios cataliticos conservados
de Aldeido Desidrogenases, elas possuem uma extensa seqiiéncia de residuos de
aminoacidos hidrofébicos, localizados aproximadamente no meio da proteina,
sugerindo a presenga de um dominio transmembrana nestas proteinas (Lee ef al., 1994).
A existéncia destes dominios conservados nas estruturas primarias das ATQ indica que
a funcdo fisiologica destas proteinas, também, deve ser conservada e fundamental para
sobrevivéncia dos organismos. Entretanto, a real funcao fisiologica das ATQ permanece

desconhecida e pouco se conhece sobre as vias metabdlicas de atuacao destas enzimas,
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sendo que seus substratos fisioldgicos especificos ainda nao foram identificados (Tang
et al., 2002; Chan et al., 2003; Fong et al., 2003; Fong et al., 2006).

Homologos de genes ALDH7B foram identificados em diversas espécies de
plantas, tais como canola (Brassica napus), arroz (Oryza sativa), Craterostigma
plantagineu e Arabidopsis thaliana (Stroeher et al., 1995; Kirch et al., 2001; Kirch et
al., 2005; Fong et al., 2006). Estes genes parecem ser induzidos em condi¢des de
estresses abiodticos e seus produtos génicos se acumulam nas plantas, podendo estar
envolvidos na tolerancia de vegetais ao estresse (Strocher et al., 1995; Kirch et al.,
2005).

Em angiospermas, os genes ALDH7B homologos sdao induzidos por diversos
tipos de estresse, tais como seca, baixas temperaturas e altas concentragdes de ABA
(Wood & Krayesky, 2002). Em Arabidopsis, foi identificado um gene pertencente a
familia ALDH7B, cuja expressao foi induzida por estresse abiotico (Kirch et al., 2004).
Similarmente, o gene ALDH7B6 da espécie de musgo Tortula ruralis foi induzido em
resposta a NaCl, radiagdo ultravioleta-C e ABA (Chen ef al., 2002).

Em sementes de soja submetidas a estresse hidrico, foi identificado um gene
desta familia, denominado GmTP55 (Glycine max “turgor protein”). A analise
comparativa da seqliéncia de aminoacidos deduzida forneceu evidéncias de que o gene
GmTP55 codifica um homoélogo das proteinas antiquitina, possuindo um dominio
hidrofébico e um dominio conservado de desidrogenases, pertencendo, assim, a familia
ALDH7, mais especificamente a subfamilia ALDH7B. Como os demais genes ALDH7B
identificados, este gene parece ser induzido em resposta a estresses abidticos, tal como
déficit hidrico, e seu produto génico, a proteina GmTP55, mostrou ser acumulada nos
diferentes 6rgaos de plantas de soja estressadas por déficit hidrico, sendo que o acumulo
foi mais acentuado no caule e na raiz (Rodrigues et al., 2006). Entretanto, o exato papel
bioquimico da proteina GmTP55 permanece por ser elucidado, sendo necessario
confirmar sua atividade de oxidagdo de aldeidos, a via metabolica de atuagdo desta

proteina e seus substratos intracelulares.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

A seca ¢ a salinidade dos solos tém causado grandes restricdes a produtividade
de culturas agricolas economicamente importantes para o Brasil, entretanto pouco se
conhece sobre os mecanismos bioquimicos envolvidos no processo de aclimatagcdo do
vegetal ao estresse hidrico. Assim, o objetivo geral deste trabalho foi analisar
bioquimica e fisiologicamente os mecanismos de resposta ao estresse, nos quais a
proteina GmTP55 esteja envolvida, com a finalidade de desenvolver estratégias
moleculares que permitam o desenvolvimento de culturas agricolas mais tolerantes ao

estresse hidrico.

3.2. Objetivos Especificos

Os objetivos especificos foram analisar a atividade bioquimica da proteina
GmTP55 in vitro; analisar a tolerancia das plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana
superexpressando GmTPS55 a condigdes de estresse hidrico; analisar a fungdo da
proteina GmTPS55 in vivo utilizando plantas transgénicas superexpressando GmTPS55 e
plantas “knock-out” para este gene e determinar a localizagdo subcelular da proteina
GmTP55 em Arabidopsis thaliana transgénicas em condi¢des normais de crescimento e

sob condi¢des de estresse salino.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Analise molecular da proteina GmTPS5S in vitro

4.1.1. Preparo das células competentes e transformacio de Escherichia coli

BL21:DE3 (pLYS) com a construcio pHis-GmTP55 (pHIS-ATQ).

Células competentes de Escherichia coli foram preparadas em CaCl, 0,1 M, de
acordo com Sambrook ef al. (1989). A constru¢do pHis-GmTP55 (pHIS-ATQ), a qual
permite a expressdo da proteina GmTP55 de 417 aminoacidos fusionada a cauda de
histidina na regiao N-terminal, foi previamente descrita (Rodrigues et al., 2006).

Colonias individuais da estirpe de E coliDH5a, transformadas com a referida
construgdo de DNA foram incubadas em 3 mL de meio Luria Bertani (LB) seletivo,
contendo ampicilina (50 mg.L™"), e mantidas sob agitagio constante a 180 rpm a 37°C
por 16 hs para multiplicacdo celular. O DNA plasmidial destas colonias foi extraido
utilizando o “Plasmid Midi Kit” (QIAGEN) segundo as recomendagdes do fabricante. O
DNA extraido foi utilizado para transformar bactérias E. coli competentes, estirpe
BL21(DE;) pLys, via transformac¢do por choque térmico para que, posteriormente,
houvesse a sintese da proteina GmTP55 recombinante. A confirmagdo dos
transformantes foi realizada através de clivagem enzimatica, utilizando a enzima de
restricdo BamHI (GIBCO) seguindo as recomendacdes do fabricante. Uma coldnia
transformada foi novamente inoculada em meio liquido para armazenamento em

glicerol 30 % (v/v) a -80°C.
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4.1.2. Expressao heterologa da proteina GmTPS5 em Escherichia coli

Bactérias £ coliBL21:DE3 (pLys), transformadas com a constru¢do pHis-
GmTP55, foram crescidas em 10 mL de meio liquido 2YT (16 g de bacto-triptona; 10 g
de extrato de levedura; 5 g de NaCl), contendo ampicilina 50 mg.L", por 16 hs a 28 °C
e 160 rpm, e utilizadas para inocularl00 mL de meio 2YT, contendo ampicilina 50
mg.L'l. Apbs crescimento a 28 °C e 160 rpm, até O.D.¢oonm 0,4-0,6, estas células foram
transferidas para 1 L de meio 2YT contendo ampicilina 50 mg.L™ e crescidos até uma
O.D.goonm de 0,4. A expressdo da proteina recombinante GmTP55 foi induzida
utilizando isopropyl-p-D thiogalactopyranoside (IPTG) 0,4 mM. O clone pHis-GmTP55
foi mantido sob agitagdo constante, a 160 rpm e 28 °C, por duas hs, para que a indugao
da proteina recombinante pudesse ocorrer. As bactérias foram sedimentadas por

centrifugagdo a 8.000 x g por 20 min e congeladas a —20° C.

4.1.3. Obtencao dos extratos de proteinas totais, soliveis e insoluveis

Os extratos protéicos total, soluvel e insoltivel das bactérias transformadas com
pHis-GmTP55 e induzidas por IPTG foram obtidos para andlise da expressdo da
proteina recombinante de interesse. Para controle desta expressdo, também foram
extraidas proteinas totais, soluveis e insoliveis das bactérias transformadas mas ndo
induzidas por IPTG, das células transformadas com o vetor pET-16b vazio, e das
células selvagens de BL21(DEj3) pLys.

Para obtengdo do extrato protéico total, 1 mL de cada cultura celular foi
centrifugado a 10.000 x g por 2 min, a 4° C e o precipitado ressuspendido em 100 uL de
tampao de amostra para eletroforese (1X) (glicerol 10 % (v/v); SDS 2.3 % (p/v), azul de
bromofenol 0,25% (p/v), 2- mercaptoetanol 5% (v/v) e Tris-HCI 62,5 mM, pH 6,8) e
aquecidos por 10 min, para desnaturar as proteinas. As fragdes, solivel e insoluvel,
foram obtidas centrifugando-se 2 mL das culturas celulares em centrifuga refrigerada, a
4 °C, 6.500 x g por 15 min e o precipitado ressuspendido em 250 uL de tampao de
extragdo (Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, EDTA 2 mM, contendo 1 mg. mL"! de lisozima,
Triton X-100 0,1% (v/v) e PMSF 0,8 mM). As amostras foram incubadas a 30°C por 15
min e, logo em seguida, sonicadas, utilizando-se o Ultrassonic Homogenizer 4710

Series (COLE PARMER), com amplitude entre 60 e 80; timer 0, pulser 6, por quatro
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tempos. O lisado foi centrifugado a 12.000 x g por 15 min, a 4°C e o sobrenadante
retirado e transferido para outro microtubo (Fragao Soluvel) e adicionado ao tampao da
amostra 2x, no mesmo volume da fragdo. O sedimento foi ressuspendido em 100 uL de
tampao de amostra 1X (Fracdo Insoluvel). Todas as fracdes obtidas foram analisadas
por SDS-PAGE em presen¢a de -mercaptoetanol, como descrito por Laemmli et al.
(1970), para verificar o fracionamento da proteina recombinante expressa, apds inducao.

Para analise da atividade da GmTP55 recombinante, o extrato de proteinas
totais foi obtido centrifugando-se 5 mL de todas as culturas celulares citadas
anteriormente a 4 °C, 6.500 x g por 15 min, e ressuspendendo-se o precipitado em
tampao PBS 1X [Na,HPO4 10 mM, KH,PO4 1,8 mM, NaCl 140 mM, KCI 2,7 mM, pH
7,4), contendo lisozima 100 mg.L', Triton X-100 0,1% (v/v)] e inibidores de protease
(PMSF 0,8 mM, benzamidina ImM e thiouré¢ia 1 mM). As suspensdes celulares foram
mantidas no gelo por 30 min, e posteriormente sonicadas no Ultrassonic Homogenizer
4710 Series (COLE PARMER), com amplitude entre 60 e 80; timer 0, pulser 6, por oito

tempos.

4.1.4. SDS-PAGE e “Western blot”

A separagdo das proteinas extraidas foi realizada por meio de SDS-PAGE, no
tampao de corrida (Tris-HCI 25 mM, glicina 200 mM, EDTA 1 mM e SDS 3,5 mM),
com a voltagem constante de 100V. A concentracdo de acrilamida/ bis-acrilamida
utilizada foi de 10% (p/v) (Laemmli ef al., 1970).

Apos eletroforese, o gel foi revelado pela incubagdo com a solu¢do corante
[metanol 45% (v/v), etanol 9% (v/v) e Coomassie Brilhiant Blue R250 0,01% (p/v)],
por 2 hs, e, em seguida, com a solu¢do descorante [metanol 25% (v/v) e acido acético
glacial 7,5% (v/v)].

Alternativamente, as proteinas separadas por SDS-PAGE foram transferidas
para uma membrana de nitrocelulose, utilizando-se o sistema de transferéncia Transblot
da BIORAD, segundo as recomendac¢des do fabricante. A transferéncia foi realizada por
1 h, com a amperagem fixa de 350 mA. Apds a transferéncia, utilizou-se o reagente de
bloqueio Blotting Grade Blocker, Non-Fat Dry Milk (BIORAD), por 1 h a temperatura
ambiente, para bloquear a membrana. Posteriormente, lavou-se a membrana com o

tampao TBS-T 1X [Tris-HCI 10 mM, pH 7,6, NaCl 0,015 mM, Tween-20 0,1% (v/v)].
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Para imunodetec¢ao da proteina GmTPS5S5, utilizou-se tanto o anticorpo policlonal de
coelhos contra a proteina GmTPS5 (diluicdo de 1:1.000), quanto o anticorpo
monoclonal comercial de camundongo contra a cauda de His (QIAGEN) (dilui¢ao
1:3.000), ambos diluidos em TBS-T 1X. Como segundo anticorpo, foram usados o anti
IgG de coelho (SIGMA) e o anti IgG de camundongo (SIGMA), respectivamente,
ambos conjugados a enzima fosfatase alcalina (SIGMA), numa diluigdo de 1:5000 em
tampao TBS-T 1X. A atividade da fosfatase alcalina foi detectada utilizando-se os
substratos NBT (azul-nitro tetrazolio) e BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato) da
GIBCO BRL.

4.1.5. Extracao em larga escala das proteinas soluveis e insoliveis do clone pHis-

GmTPS55

Células de E coliBL21(DEs) pLys, transformadas com a constru¢do pHis-
GmTP55, foram lisadas, apds indugdo, para obtengdo das proteinas soliveis e
insoluveis. Para extracdo em grande escala, 6 litros de cultura celular induzidas foram
centrifugada a 6.500 x g por 15 min e congeladas a — 20 °C. Posteriormente, estas
células foram descongeladas e ressuspendidas em 5 mL de tampao de lise 1X em
condi¢des nativas (NaH,PO,4 50 mM, NaCl 300 mM, Imidazol 10 mM), na presenca de
inibidores de proteases (PMSF 0,8 mM, benzamidia e thiouréia 1mM), lisozima 1
mg.mL" e Triton X-100 0,1% (v/v). A suspensio celular foi mantida no gelo por 30
min e as céluals foram lisadas mecanicamente por ultra-sonicacao em Ultrassonic
Homogenizer 4710 Series (COLE PARMER), com amplitude entre 60 e 80; timer 0 e
pulser 6, por 15 tempos. O lisado celular foi centrifugado por 20 min a 39.000 x g. O
sobrenadante, contendo as proteinas soltveis, foi filtrado através de uma membrana de
0,45 um, coletado e mantido no gelo para posterior purificagdao. O precipitado, contendo
as proteinas insoluveis, foi ressuspendido e homogeneizado em 5 mL de tampao de lise
desnaturante, (NaH,PO4 100 mM, Tris 10mM pH 8,0, imidazol 10 mM, e uréia 8 M pH
8,0), na presenca inibidores de proteases (PMSF 0,8 mM, benzamidia e thiouré¢ia 1mM),
lisozima 1 mg.mL™" e Triton X-100 0,1% (v/v). A suspensdo celular em tampéo de lise
desnaturante foi incubada no gelo por 30 min e sonicada em Ultrassonic Homogenizer
4710 Series (COLE PARMER), por 20 tempos. Os debris celulares foram descartados

apos centrifugacdo por 20 min, a 39.000 x g. O sobrenadante, contendo, agora, as
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proteinas insoluveis, foi filtrado através de uma membrana de 0,45 pum, coletado e

incubado no gelo para posterior purificagdo.

4.1.6. Purificacdo da proteina GmTP55 recombinante do extrato protéico

bacteriano

A proteina recombinante GmTP55, fusionada a residuos de histidina, foi
purificada a partir dos extratos protéicos soluvel e insoluvel bacteriano por
cromatografia de afinidade, utilizando a resina Ni-NTA Agarose (QIAGEN), ativada
com Ni", tanto em condicdes nativa (da fracao solavel) como em condigdes
desnaturantes (da fragao insoluvel).

Para purificagdo da proteina GmTP55 recombinante a partir do extrato protéico
soluvel bacteriano, o extrato foi incubado por 2 hs, a 4° C, com 500 pL da resina Ni-
NTA Agarose (QIAGEN), pré-equilibrada em tampao de lise nativo (NaH,PO4 50 mM,
NaCl 300 mM, imidazol 10 mM). Apos incubagao, a resina contendo o extrato protéico
soluvel bacteriano foi centrifugada por 2 min, a 1600 x g, e o precipitado (proteinas
ligadas a resina) foi lavado, cinco vezes, com 10 mL de tampao de lavagem nativo
(NaH,PO4 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol 20 mM) e novamente centrifugado por 2
min, a 1600 x g. As proteinas recombinantes da fragdo soluvel foram eluidas apos 1 h
de incubagdo da resina com o tampao de elui¢do nativo (NaH,PO, 50 mM, NaCl 300
mM, Imidazol 250 mM), no gelo.

Para a purificacdo da proteina GmTP55 recombinante a partir do extrato
protéico insoluvel bacteriano, este foi incubado por 2 hs, a 4° C, com 500 pL da resina
Ni-NTA Agarose (QIAGEN), pré equilibrada em tampdo de lise desnaturante
(NaH,PO4 100 mM, Tris 10mM pH 8,0, Imidazol 10 mM, e uréia 8 M pH 8,0). Apds
incubagdo, o extrato nao ligado a resina foi recuperado e armazenado para ser analisado
por SDS-PAGE. Apds lavagens da resina com tampao desnaturante (NaH,PO4 100 mM,
Tris 10mM pH 8,0, imidazol 60 mM, e uréia 8§ M pH 8,0), as proteinas recombinantes
da fragdo insolivel foram eluidas apds 1 h de incubacdo no gelo, com o tampdo de
eluicdo desnaturante (NaH,PO4 100 mM, Tris 10 mM pH 8,0, Imidazol 250 mM, e
uréia 8 M pH 8,0).

A pureza das proteinas recombinantes foi analisada por SDS-PAGE (Laemmli
et al., 1970) e “Western blot”, com o anticorpo comercial contra cauda de histidina

(QIAGEN). Como controles da purificagdo, foram utilizados os extratos protéicos nao
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ligados a resina e as fragdes obtidas na segunda lavagem da resina Ni-NTA Agarose. As

fragdes eluidas, contendo a proteina recombinante GmTP55, foram armazenadas a -20

°C.

4.1.7. Renaturacdo da proteina recombinante purificadas da fracdo protéica

insolavel

A proteina recombinante GmTPS55 purificada da fracdo protéica insoluvel,
solubilizada no tampao de eluicdo desnaturante contendo 8M de uréia, foi dialisada
contra o tampao de didlise (NaH,PO4 100 mM e Tris 10 mM, pH 8,0) contendo
concentragdes decrescentes de uréia (7M, 6M, 5M, 4M, 3M, 2M, 1M e OM), para a
retirada gradual da uréia. Foram realizadas sete trocas de tampdes, em intervalos de 40
min, durante toda a didlise, que ocorreu sob agitacdo magnética a 4 °C. Foi utilizada

uma membrana de didlise cujos tamanhos dos poros variaram de 12 a 14.000 Da.

4.1.8. Ensaio da atividade enzimatica da proteina recombinante GmTP55

Para andlise da atividade de oxidacdo de aldeidos, utilizou-se a proteina
recombinante GmTP55 purificada renaturada e as proteinas soliveis e o extrato total
das bactérias E. coli transformadas. Como controle negativo foi utilizado o extrato
protéico total de células de E. coli BL21(DE3) pLys selvagens e de E. coliBL21(DEz3)
pLys transformada com o vetor pET-16b vazio.

A capacidade das proteinas recombinantes GmTP55 em oxidar aldeidos foi
analisada espectrofotometricamente, a 340 nm, utilizando-se o apararelho Cobas Fara
(ROCHE), pela conversio de NAD" em NADH, a temperatura ambiente (25 °C). A
absorvancia foi medida de 12 em 12 segundos durante 1 min, antes da adi¢do da
GmTP55, e de 6 em 6 segundos, durante 2 min apds a adi¢do da proteina recombinante.
A atividade especifica foi calculada obtendo a diferenca (A) entre a inclinacdo da reta
depois da adicdo da GmTPS55 menos a inclinagdo antes da adi¢do. O valor da diferenca
foi usado na equacdo: Atividade Especifica = Ar . U. &' . ' . C' . V', onde Ar
representa a variacdo da absorvancia/min; V representa o volume da amostra, em mL; 3
representa o caminho 6tico, em cm; C representa a concentracdo de proteina, em mg.
mL"'; U representa o volume da reacdo, em mL e § o coeficiente de extingdo molar.

Para célculos, foi usado o coeficiente de extingdo (&) NAD(P)H = 6,22 mM™" . cm ™.
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Os ensaios das reagdes enzimaticas foram realizados em tampao pirofosfato de
sodio 100 mM, pH 9,5, na presenca de NAD" 1,5 mM (SIGMA) e utilizando diferentes
concentragdes de aldeidos, para um volume total de reacdo de 200 puL. Os aldeidos
utilizados nas reagdes como substratos foram: benzaldeido, acetaldeido, butiraldeido
(SIGMA), propionaldeido (MERCK), y-aminobutiraldeido e formaldeido (MERCK). O
ensaio foi realizado em triplicata. Uma unidade de atividade de desidrogenase foi
definida como a quantidade de enzima que catalisa a producdo de 1 pmol de NADH por
minuto por mg de proteina. As concentragdes de proteina recombinante pura e de
proteinas totais foram determinadas de acordo com o método de Bradford (1976),
utilizando BSA como padrao.

Os parametros cinéticos (Ky € Vmax) foram determinados para o extrato
protéico total das células de E. coli transformadas. Para determinar os valores aparentes
de K, e de Vinax de GmTPS5 recombinante as concentragdes dos substratos (aldeidos)
foram variadas e a concentragio de NAD' foi mantida constante (1,5 mM). Cada
parametro foi determinado com pelo menos cinco concentragdes diferentes de aldeidos.
Apods a leitura da absorvancia a 340 nm os valores obtidos foram convertidos em
velocidades de formacdo do NADH para construcao do grafico de Michaelis-Menten,

utilizando-se o “software Curve Expert”.

4.2. Analise da expressao e propriedades funcionais da proteina GmTP55 em

plantas de Arabidopsis thaliana transgénicas

4.2.1. Material vegetal

Plantas de Arabidopsis thaliana, ecotipo Columbia (Col 0), foram utilizadas
para este estudo. As sementes de A. thaliana do tipo selvagem foram semeadas em
vasos plasticos contendo terra e substrato de hortalicas (1:1) ou em placas de vidro com
meio MS ' forca (adaptado de Murashige e Skoog, 1962). As sementes de A. thaliana
transgénicas foram esterilizadas e mantidas em placas contendo meio MS . forca
seletivo com canamicina 50 mg.L™'. As sementes foram incubadas a 4°C, no escuro, por
trés dias e depois expostas a luz branca (2500-lux). Estas sementes foram mantidas a
22° C para desenvolvimento. As plantulas foram transferidas, ap6s um més, para uma

mistura de terra e substrato de hortali¢as, na propor¢ao 1:1. As plantas de A4. thaliana
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foram crescidas e cultivadas em camara de crescimento a 22° C, sob condi¢des de dia-

longo (16 hs de luz/ 8 hs de escuro).

4.2.2. Obten¢ao de plantas transgénicas

4.2.2.1. Obtencido da construcio contendo o cDNA GmTP55 inserido em vetores

binarios de transformacao de plantas

As construgdes pK7-GmATQ e pK7F-GmATQ foram obtidas previamente e
descritas em Rodrigues et al. (2006). De forma resumida, o cDNA de 1921 pb, que
codifica GmTPS55, foi amplificado por PCR utilizando a Pfu polimerase e
oligonucleotideos especificos com extensdes apropriadas que possibilitassem a inser¢ao
do fragmento amplificado, por recombinagdo, no vetor de entrada pDONR201, via BP
clonase (INVITROGEN), segundo as recomendagdes do sistema GATEWAY
(Invitrogen Life Technologies Inc.). O produto desta recombinagdo foi utilizado para
transformar E. coliDH5a, por choque térmico (Sambrook ef al., 1989), resultando no
clone pPDON-GmATQ. Posteriormente, o cDNA de GmTP55 foi transferido do vetor
pDON201 para os vetores binarios, de expressdo em planta, pK7WG2 e pK7FWG2,
utilizando a LR clonase (INVITROGEN), produzindo, respectivamente, pK7-GmATQ e
pK7F-GmATQ. Em ambos os clones, o cDNA de GmTP55 estad sob o controle do
promotor 35S do “Cauliflower Mosaic Virus” (CaMV), possibilitando sua expressao
constitutiva em células vegetais. Na constru¢do pK7F-GmATQ , o cDNA da GmTP55
esta fusionado ao gene reporter GFP, produzindo a proteina quimérica GmTP55-GFP,

com GFP (“Green Fluorescent Protein”) na regido carboxi-terminal.

4.2.2.2. Transformacao de Agrobacterium tumefaciens GV3101

Células de Agrobacterium tumefaciens estirpe GV3101 foram transformadas,
por eletroporacdo, com as construgdes pK7-GmATQ (Rodrigues et al., 2006) e pK7F-
GmATQ. Para transformagdo de 40 pL de células competentes de Agrobacterium,
foram usadas cerca de 50 pg das construgdes. As células competentes foram
eletroporadas a 2500V durante 4 a 5 milisegundos. Posteriormente, foi adicionado 1 mL

de meio Rhizo as células, para recuperagio, e estas foram incubadas por 2 hs a 28°C.
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Em seguida, a suspensao celular foi centrifugada por 1 min e concentrada para 100 pL.
A suspensdo celular concentrada foi plaqueada em meio Rhizo sélido, contendo
gentamicina (40 mg.L") e espectinomicina (100 mg.L™"). As placas foram incubadas a
28°C durante trés dias. As colonias transformadas foram diagnosticadas por PCR,
utilizando os oligonucleotideos especificos para o gene GmTP55, 4076-AntiF501
(CCATGCGCTGTTCTAGGATGG, coordenadas 539 a  559) e  4077-AntiR506
(GCCCAACTAGAGTCCCCTTCIC, posigdes 1042 a 1063). Os produtos da reacdo foram
analisados em gel de agarose 1% (p/v), em TBE 1X (Tris Base 0,089 M, Acido Bérico
0,089 M e EDTA 0,05 M, pH 8,0), e corado com brometo de etideo 0,1 pg. mL".

4.2.2.3. Transformaciao de Arabidopsis thaliana e selecio de transformantes

independentes

Plantas de A. thaliana (ecotipo Col 0) foram transformadas com as construcdes
pK7-GmATQ e pK7F—-GmATQ. Inicialmente, colonias de Agrobacterium tumefaciens
transformadas com estas constru¢des e confirmadas por PCR foram inoculadas e
crescidas em 4 mL de LB liquido seletivo, com gentamicina (40 mg.L™) e
espectinomicina (100 mg.L™"), por 24 h a 28° C. Posteriormente, a cultura celular foi
transferida para 200 mL de meio LB seletivo e incubada por 24 h a 28° C. Apoés este
tempo, a suspensdo celular foi centrifugada, a 8.000 x g, e o precipitado ressuspendido
em 250 mL de sacarose 5% (p/v), contendo Silwett L-77 3% (p/v). Esta solugdo foi
usada para transformar A. thaliana Col-0 pelo método de mergulia de escapes florais
(Clough & Bent, 1998).

As plantas recém transformadas foram mantidas em cdmara de crescimento, a
22 °C, expostas a luz branca, até que produzissem sementes. As sementes transgénicas
foram esterilizadas apds incubag@o com uma solucdo de etanol 70% (v/v) e Triton X-
100 0,05% (v/v), por 5 min e adi¢do de etanol absoluto, por 1 min e, em seguida,
plaqueadas em meio MS ' forga seletivo, contendo canamicina 50 mg.L™', para selegdo
dos transformantes independentes. As placas com sementes transgénicas foram
incubadas a 4° C, no escuro, por 3 dias, para quebra de dorméncia, e posteriormente
transferidas para uma incubadora a 22° C iluminada com luz branca, com fotoperiodo de
16 h, na qual as plantulas foram mantidas por um més. Apods este periodo, os
transformantes independentes foram transplantados para vasos com terra e substrato

(1:1) ¢ mantidos em camara de crescimento, a 22° C, com fotoperiodo de 16 h, para
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obtencdo de sementes da geracdo F2 (T1). Estas foram plaqueadas e as plantas

cultivadas por trés geragdes para a selecdo, em canamicina, de plantas em homozigose.

4.2.3. Diagnostico molecular das plantas transgénicas

4.2.3.1. Extracdo do DNA gendmico das plantas transformadas de Arabidopsis

thaliana

Para extragdo do DNA gendmico, uma folha das possiveis plantas de 4. thaliana
transformadas foi macerada em nitrogénio liquido, em microtubos, com o auxilio de
pistilos. Ao macerado foram adicionados 200 uL de tampao de extragdao (Tris-HCI 100
mM, pH 8,0, NaCl 500 mM e EDTA 50 mM) contendo B-Mercaptoetanol 10 mM e
SDS 0,5% (p/v). O extrato, em tampao de extracdo, foi agitado e posteriormente
incubado em banho-maria a 65 °C por 10 min Apds este tempo, foram adicionados 64
puL de acetato de s6dio SM e em seguida os acidos nucléicos foram separados por
centrifugagdo a 16.000 x g, por 15 min a 4 °C. O sobrenadante foi transferido para um
novo microtubo, no qual o DNA genomico foi precipitado com isopropanol 50% (v/v),
lavado com etanol 70% (v/v), e, logo apds, seco no Automatic Environmental SpeedVac
System AES1010 (SAVANT), por 5 min O DNA foi ressuspendido em 30 pL de agua
deionizada. A quantidade e a integridade do DNA de cada amostra foram verificadas
em gel de agarose 1% (p/v), em TBE 1X (Tris Base 0,089 M, Acido Bérico 0,089 M ¢
EDTA 0,05 M, pH 8,0), corado com brometo de etideo 0,1 mg.L'1

4.2.3.2. Reacao de PCR (Polimerase Reaction Chain)

O diagnostico das plantas de 4. thaliana transformadas foi realizado por PCR.
O DNA gendmico de folhas de A. thaliana foi amplificado utilizando-se
oligonucleotideos especificos para cada gene, como indicado na Tabela 3.1. Para
amplificacdo do DNA das constru¢des pK7-GmATQ e pK7F-GmATQ foram utilizados
os oligonucleotideos 4076-AntiF501 (posi¢des 539 a 559) e 4077-AntiR506 (posicdes
1042 a 1063). A reacdo de amplificagdo foi realizada com 2 pL. de DNA genoémico, 0,4
uM dos oligonucleotideos correspondentes, dNTPs 0,25 mM, MgCl, 2,0 mM, Tampao
da Taq DNA polimerase 1X (KCl 50 mM, Tris-HCI 2,0 mM, pH 8,4) e 1 U de Taq
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Polimerase. O volume final da reagdo foi de 25 uL. As condigdes da reagdo consistiram
de 3 min a 94° C, seguido de 40 ciclos (1 min a 94°C, 45 sa 53°C e 2 min a 72°C) e um
tempo adicional de 10 min a 72° C. Para confirmagdo da constru¢io pK7F-GmATQ
também foram utilizados os oligonucleotideos 4076-AntiF501 e 4799-PK7FGFPRuvs,
além dos oligonucleotideos eGFP SalF e eGFP PstR. As condi¢des de reagdo foram as
mesmas, exceto pelo tempo e temperatura de anelamento (1 min a 55° C). As reacdes de
amplificacdo foram conduzidas no termociclador MJ RESEARCH Peltier Thermal
Cycler PTC 2000 e os produtos da rea¢do foram analisados em gel de agarose 1% (p/v)
em TBE 1X (Tris Base 0,089 M, Acido Bérico 0,089 M e EDTA 0,05 M, pH 8,0), e

corados com brometo de etideo 0,1 g. mL™.

Tabela 1. Oligonucleotideos usados como iniciadores em reagdes de PCR

Gene Oligonucleotideos Seqiiéncias
GmATQ 4076-AntiF501 5" -CCATGCGCTGTTCTAGGATGG-3’
4077-AntiR506 5’-GCCCAACTAGAGTCCCCTTCTC-3’
4799-PK7FGFPRvs 5’-CGCCCTCGCCCTCGCC GGACAC-3’
GFP
eGFP SalF 5’ -GTGGTGGTCGACATGCTGAGCAAGGG -3
eGFP PstR 5-GCATGCCTGCAGGTCACTGGATTTTGG-3’

4.2.4. Expressao do transgene por RT-PCR

4.2.4.1. Extracdo de RNA total de Arabidopsis thaliana transformada com as
construcoes pK7-GmATQ e pK7F-GmATQ

O RNA total foi isolado a partir de plantulas e de folhas de A. thaliana, as
quais foram coletadas separadamente. Para a obten¢ao do RNA total dos transformantes
de A. thaliana e da planta selvagem (Col 0), 0,1 g de tecido vegetal foi coletado e
macerado em nitrogénio liquido. Este macerado foi homogeneizado com o reagente

TRIzol (SIGMA) e mantido sob agitagdo constante por 5 min, a temperatura ambiente.
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Em seguida, foram adicionados 0,2 mL de cloroformio. A fase aquosa foi separada da
fase organica apos 3 min de agitacdo e 15 min de centrifugacio a 12.000 x g, a 4° C. A
fase aquosa foi adicionado 0,5 mL de isopropanol para precipitagdo do RNA total. A
mistura foi mantida por 10 min, a temperatura ambiente e, posteriormente, centrifugada.
O precipitado foi lavado com etanol 75% (v/v) (preparado com agua livre de RNAse) e
novamente centrifugado a 7.500 x g por 10 min, a 4° C. O RNA precipitado foi seco a
temperatura ambiente, por aproximadamente 10 min, e, em seguida, ressuspendido em
40 pL de agua livre de RNAse (com DEPC — dietilpirocarbonato). A integridade do
RNA total extraido foi analisada em gel de agarose 1%, em NBC 1X, corado com brometo

de etideo 0,1 pg. mL™". Posteriormente, o RNA foi estocado a — 80° C.

4.2.4.2. RT-PCR de Arabidopsis thaliana transformada com as construcdes

pK7-GmATQ e pK7F-GmATQ

Para analisar a expressao do gene GmTP55 em plantas de A. thaliana
transformadas foi realizado RT-PCR. Inicialmente, todo o RNA extraido foi
quantificado, em espectrofotdmetro DU 650 BECKMAN, a 260 nm, sendo a
concentracio do RNA expressa em pg. pL'. Para a reacdo utilizaram-se 4 pg de RNA
total como molde, 1 uM de oligonucleotideo 4077-AntiR506 ¢ 1 mM de dNTP’s. O
volume final da reacgdo foi 12 pL. Esta reagao foi aquecida e mantida a 65 °C por 5 min.
Em seguida, transferiu-se a reagdo para o gelo e acrescentou-se o tampao da enzima
transcriptase reversa 1X (50 mM Tris-HCI, pH 8,3, 75 mM, KCI, 3 mM MgCl,)
(Invitrogen Life Technologies, Inc.) e DTT 9 mM para um volume final de 18 pL.
Posteriormente, a reacdo foi mantida a 37° C por 2 min e depois foi acrescentado 1 pL
da enzima M-MLV RT Transcriptase Reversa (Invitrogen Life Technologies, Inc.). Esta
mistura foi incubada a 37° C por 4 hs, para sintese de cDNA e posteriormente a enzima
foi inativada a 70° C por 15 min.

Para a reagdo de PCR, foram utilizados 2 puLL de cDNA ¢ os oligonucleotideos
especificos do gene GmTP55 (Tabela 1). As condi¢des de reagdo foram as seguintes: 3
min a 94° C, seguido de 40 ciclos (1 min a 94° C, 1 min a 53° C ¢ 2 min a 72° C),
seguindo 10 min a 72° C. A reacgdo de amplificagdo foi conduzida em um termociclador

MJ RESEARCH Peltier Thermal Cycler PTC 2000 e os produtos da reacdo foram
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analisados em gel de agarose 1% (p/v), em TBE 1X (Tris Base 0,089 M, Acido Bérico
0,089 M e EDTA 0,05 M, pH 8,0), e corado com brometo de etideo 0,1 pg. mL".

4.2.5. Analise da expressao ectopica da proteina GmTP55 em Arabdopsis thaliana

4.2.5.1. Extracdo de proteina total de Arabidopsis thaliana transformada com as

construcdes pK7-GmATQ e pK7F-GmATQ

Proteinas totais foram extraidas a partir de folhas de A. thaliana transformadas
com as constru¢des pK7-GmATQ e pK7F-GmATQ, além de plantas selvagens (Col 0).
Aproximadamente 0,2 g de folhas foram maceradas em nitrogénio liquido usando
almofariz e pistilo. O macerado foi homogeneizado com a adi¢dao de 1 mL de tampao de
extracdo de proteinas totais (0,2 M de NaOH, B-mercaptoetanol 2 % (v/v) e inibidores
de proteases - PMSF, thiouréia e benzamidina a 1 mM cada) e posteriormente
centrifugado a 6.000 x g, por 5 min, a 4 ° C. O sobrenadante foi transferido para um
novo microtubo de 2 mL contendo 4cido tricloro acético (TCA) 20 % (v/v) e Acetona
80 % (v/v), juntamente com B-mercaptoetanol 0,7 % (v/v). As proteinas totais foram
precipitadas ap6s a mistura protéica ser incubada por 1 h no gelo e centrifugada por
18.000 x g, por 30 min, a 4° C. O precipitado foi lavado duas vezes com acetona 100%
(v/v) gelada e novamente centrifugado a 18.000 x g, por 5 min, a 4° C. O precipitado
protéico foi ressuspendido em 200 pL de tampao de amostra para eletroforese (1X)
[glicerol 10 % (v/v), SDS 2,3 % (p/v), azul-de-bromofenol 0,25% (p/v), PB-
mercaptoetanol 5% (v/v) e Tris-HCI 62,5 mM, pH 6,8], sonicado, utilizando-se o
Ultrassonic Homogenizer 4710 Series (COLE PARMER), e aquecido por 10 min a 80

°C, para desnaturagdo protéica, antes da aplicacdo no gel de poliacrilamida.

4.2.5.2. SDS-PAGE e “Western blot”

As proteinas totais foram separadas por SDS-PAGE, em minigel, com
concentragdo de acrilamida/bisacrilamida 10% (p/v) (Laemmli, 1970), no tampao de
corrida (Tris-HCI1 25 mM, glicina 200 mM, EDTA 1 mM e SDS 3,5 mM) e voltagem
100V. Apos eletroforese, o gel foi revelado em solu¢do corante [metanol 45% (v/v),
etanol 9% (v/v) e Coomassie Brilhiant Blue R250 0,01% (p/v)] por 2 hs e em seguida,

descorado em solucdo descorante [metanol 25% (v/v) e éacido acético glacial 7,5%
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(v/v)]. Alternativamente, as proteinas separadas em gel de poliacrilamida foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose utilizando-se o equipamento Transblot
(BIORAD). A membrana de nitrocelulose foi incubada com o reagente de bloqueio
“Blotting Grade Blocker, Non-Fat Dry Milk” (BIORAD) por 1 h, a temperatura
ambiente, ¢ lavada com TBS-T [Tris-HCI 10 mM, pH 7,6, NaCl 0,015 mM, Tween-20
0,1% (v/v)]. A detec¢ao da proteina GmTP55 foi realizada utilizando-se o anticorpo
policlonal de coelhos contra a proteina GmTP55 (diluicdo 1:1.000). Como segundo
anticorpo, foi utilizado o anticorpo comercial de coelho IgG (anti-coelho) (SIGMA),
conjugado a enzima fosfatase alcalina (SIGMA), numa diluigdo de 1:5.000. A atividade
da fosfatase alcalina foi detectada utilizando-se os substratos BCIP (5-bromo-4-cloro-3-

indolil fosfato) e NBT (azul-nitro tetrazolio) da GIBCO BRL.

4.2.6. Ensaio de germinacio de sementes de Arabidopsis thaliana em condicoes de

estresses abiotico in vitro

Para simulacdo de estresse salino in vitro, as sementes de A. thaliana
transformadas (geracao Ts) e as sementes nao transformadas (Col 0) foram esterilizadas
conforme descrito no item 4.2.2.3. e mantidas em placas contendo meio MS 2 forca
seletivo s6lido (adaptado de Murashige e Skook, 1962) com concentracdes crescentes
de NaCl (0 mM; 100 mM; 150 mM; 200 mM) (Huang et al., 2000). Cada tratamento
consistiu de 3 repeti¢gdes com 100 sementes plaqueadas em meio MS 2 forga seletivo
solido. As sementes plaqueadas foram incubadas a 4° C, no escuro, por 3 dias e, em
seguida, transferidas para uma incubadora a 22° C, na presenga de luz branca 2500-1ux,
com fotoperiodo de 16 h, na qual as plantulas foram mantidas e, ap6s um més de
germinagdo, contou-se o niumero de sementes germinadas em condicdes de estresse para
cada conjunto de plantas. As andlises foram realizadas avaliando a média do ntimero de

sementes germinadas dentro e entre os tratamentos.

4.2.7. Localizacdo subcelular da proteina GmTP55 em plantas de Arabidopsis

thaliana

As plantas de A. thaliana transformadas com a constru¢do pK7F-GmATQ
foram utilizadas para verificar a localizacdo subcelular da proteina GmTP55. Foram

avaliadas células das plantas transformadas cultivadas em meio MS 'z forga seletivo
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sem NaCl (adaptado de Murashige & Skoog, 1962) e células das plantas transformadas
mantidas em meio MS !5 forga seletivo com adicio de 100 mM de NaCl, para
simulacdo do estresse salino. Para esta analise em nivel celular foram utilizadas folhas e
raizes das plantas, cortadas manualmente. Para montagem das laminas a fresco, as
amostras foram imersas em agua deionizada e a laminula foi levemente pressionada
sobre elas, para evitar bolhas e retirar o excesso de dgua. A fluorescéncia do material foi
verificada em microscopio de fluorescéncia Olympus BX 60, com objetiva de 100x e
excitagdo WU (cube U-MWU) com filtro de fluorescéncia, filtro de barreira BA 420 e
espelho de dicroismo DM400, com o auxilio do Dr. Gilberto Sachetto Martins, da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). As amostras que apresentaram
fluorescéncia foram analisadas em um microscopio confocal a laser, com o apoio da
Dra. Claudine Marcia Carvalho da Universidade Federal de Vicosa (UFV). As imagens
de confocal foram obtidas utilizando-se o sistema LSM 510 META invertido (ZEISS)
com "argon laser" ou laser de argénio e objetiva de imersao de 6leo de 63x1,4. GFP foi
detectada com excitagcdo de 488 nm, e sua emissdao foi coletada de 500-530 nm. O
“pihole” foi fixado fornecendo uma faixa oOptica de 1 a 1,5 micrometros. Foram
utilizados controles para se evitar a deteccdo da autofluorescéncia. As imagens foram

processadas utilizando-se o “software LSM image brower 4” (ZEISS).

4.2.8. Analise da superexpressiao da proteina GmTP5S5 quimérica

4.2.8.1. Obtencao do extrato protéico total

A superexpressao da proteina quimérica (GmATQ-GFP) foi avaliada nas
plantas de A4. thaliana transformadas com a constru¢cdo pK7F-GmATQ submetidas ao
ensaio de germinagdo em condigdes de estresse salino e, posteriormente, analisadas por
microscopia confocal. As proteinas totais destas plantas foram extraidas conforme
descrito no item 4.2.5.1 O extrato protéico total foi separado por SDS-PAGE com
concentragdo de acrilamida/bisacrilamida 10% (p/v) (Laemmli, 1970), conforme

descrito no item 4.2.5.2.
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4.2.8.2. “Western blot”

Para a deteccdo da proteina quimérica, as proteinas separadas
eletroforeticamente por SDS-PAGE foram transferidas para uma membrana de
nitrocelulose, através do sistema de transferéncia da BIORAD, de acordo com as
instrugdes do fabricante, por 1 h a 35 mA. Apods a transferéncia, a membrana foi
bloqueada com o “Blotting Grade Blocker, Non-Fat Dry Milk” (BIORAD) por 1 h. Em
seguida, a membrana foi incubada com TBS-T [Tris HCL 10 mM, pH 7,6, NaCl 0,015 mM,
Tween-20 0,1% (v/v)] trés vezes, por 15 min, para lavagem. Para a imunodetecgao,
foram usados: o anticorpo policlonal contra GmTP55 numa diluicdo de 1:1.000 e o
anticorpo monoclonal comercial contra a proteina GFP (INVITROGEN), numa diluigao
de 1:10.000. Como segundo anticorpo, foi utilizado o anticorpo comercial de coelho
contra IgG conjugado com fosfatase alcalina (dilui¢ao 1:5.000), da Sigma. A atividade
da enzima fosfatase alcalina foi detectada utilizando-se os substratos NBT (azul-nitro

tetrazolio) e BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil-fosfato) (SIGMA).

4.2.9. Obtencao de plantas de Arabidopsis thaliana mutantes “knock-out” para o

gene ALDH7B4

O gene Ath-ALDH7B4 codifica para uma proteina antiquitina em células de 4.
thaliana. O mutante para este gene, SALK 143309, foi selecionado a partir da
biblioteca de mutantes insercionais do "Salk Institute for Biological Studies" e a
seqiiéncia do locus mutado estd disponivel no ABRC (“Arabidopsis Biological
Resource Center”). As sementes mutadas de A. thaliana obtidas, contendo o gene Ath-
ALDH7B4 mutado, foram esterilizadas, segundo o procedimento descrito no item
4.2.2.3, plaqueadas em meio MS - forca (adaptado de Murashige e Skoog, 1962), sem
antibidtico, e, posteriormente, incubadas a 4° C, por 3 dias, no escuro. Apds este
periodo, as placas foram expostas a luz, numa incubadora a 22° C, com fotoperiodo de
16 hs, onde foram mantidas por 20 dias e transplantadas para vasos plésticos contendo
uma mistura de terra e substrato (1:1). Para selecdo das plantas mutantes em
homozigose, as folhas foram coletadas e o DNA genomico de cada uma delas foi
extraido separadamente segundo o item 4.2.3.1. A genotipagem das plantas mutantes de
A. thaliana é baseada no numero e no tamanho das bandas amplificadas por PCR.

Sendo assim, a genotipagem do mutante SALK 143309 foi realizada por PCR
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utilizando-se oligonucleotideos especificos para o gene mutado RvI43309RP (5°-
CAATCCACAAACAAACCACC-3’, regiao flanqueadora direita do T-DNA) e
Fw143309LP (5’-TCAACACAATCAGATCATGCG-3’, regido flanqueadora esquerda do
T-DNA) e um oligonucleotideo (senso) especifico para o T-DNA SALK LBI1-18. Esta
reagdo foi realizada conforme descrito no item 4.2.3.2., com o uso simultaneo dos trés

oligonucleotideos na mesma reacao.
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5. RESULTADOS

5.1. Analise molecular da proteina GmTPS5S in vitro

5.1.1. Analise da seqiiéncia de aminoacidos da proteina GmTP55

A proteina GmTP55 (Glycine max Turgor Protein) ¢ um membro da
superfamilia das Aldeido Desidrogenases (Rodrigues et al., 2006) e a partir da
comparagdo das seqiiéncias de aminoacidos das proteinas da familia ALDH, usando o
programa ClustalW, a proteina GmTP55 foi agrupada proxima as Aldeido
Desidrogenases da familia ALDH7, mais especificamente da subfamilia ALDH7B
(Figura 1). As proteinas desta familia apresentam uma estrutura primaria conservada em
diversos organismos, de levedura a mamiferos (Yoshida et al., 1998; Navarro-Aviio et

al., 1999) sendo, por isso, denominadas antiquitinas (ATQ) (Lee et al., 1994).
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Figura 1 -
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Analise filogenética baseada no alinhamento de seqiiéncias de aminoacidos das proteinas da
superfamilia ALDH. Foram analisadas as seqiiéncias de proteinas de diferentes familias de
ALDHs, obtidas a partir de organismos distintos, tais como Os-ALDH3, de Oriza satica
(acesso AAD35089); Cp-ALDH3, de Craterostigma plantageum (acesso Q8VXQ2); At-
ALDH4, de Arabidopssia thaliana (acesso AAG30995.1); Dd-ALDH, de Dictyostelium
discoideum (acesso AAM33716); At-ALDHI10, de 4. thaliana (acesso Q9S795); Os-
ADLH10, de Oryza sativa (acesso 024174); Dr-ALDH7, de Danio rerio (acesso
NP_997889); Ac-ALDH7, de Acanthopagrus schlegelii (acesso AAX54912); Hs-ALDH7,
de Homo sapiens (acesso NP 001173); Mm-ALDH7, de Mus musculus (acesso
NP_613066); Os-ALDH7, de Oryza sativa (acesso AAG43027); At-ALDH?7, de A. thaliana
(acesso NP _849807); Ec-ALDH7, de Euphorbia characias (acesso AAX09646); Ps-
ALDH?7, de Pisum sativum (acesso P25795); Ce-ALDH7, de Caenorhabditis elegans (acesso
P46562); Md-ALDH7, de Malus domestica (acesso Q9ZPB7); Bn-ALDH7, de Brassica
napus (acesso Q41247) e Gm-ALDH?7, de Glycine max (acesso AY250704).

A seqiiéncia de aminoacidos deduzida da antiquitina de soja (Glycine max),

GmTP55 (acesso no GenBank AY250704) ¢ composta por 510 aminoacidos,

correspondente a tradugdo do quadro aberto de leitura, dos quais residuos apolares

conservados compdem uma ampla regido hidrofobica (aminodcidos entre as posi¢des

155 e 208) no meio da proteina (Figura 2). Os residuos hidrofobicos de asparagina

(posi¢ao 166) e prolina (posi¢do 168) sdao altamente conservados nas estruturas

primarias das ATQ e estdo presentes na GmTP55 (Figura 2). Estes residuos estdo

inseridos em um possivel dominio transmembrana (aminodcidos entre as posi¢des 155 e

208), o que poderia sugerir uma atividade transportadora para estas proteinas (Lee et al.,
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1994; Tang et al., 2002). Entretanto, estas regides hidrofobicas identificadas em outras
proteinas ALDHs cristalizadas, estdo inseridas no dominio de ligagdo ao NAD(P)"
(aminoacidos entre as posi¢cdes 150-208) (Sternmetz, et al., 1997; Johansson et al.,

1998; Moore et al., 1998;).

1 MGSDNHONLEFLKEIGLGSSNIGSYINGQWKATGSSVTSVNPSNNQSIAQ
51 VTEATLQDFEEGLRACSEAAKTWMTIPAPKRGEIVRQIGEALRAKLDPLG
101 RLVSLEMGKILPEGIGEVQEIIDMCNYGVGLSRQLNGSIIPSERPDHMMF
151 EVWNPLGIVGVISAFNFPCAVLGWNACIALVCGNCVVWKGAPTTPLITIA
201 VITKLVAEVLERNKLPGAIFTSFCGGADIGQAIAKDTRIPLVSFTGSSKVG
251 LMVQQTVNERFGKCLLELSGNNAIIVMDDADSNWLYVYFGCCCGSTGQPV
301 YTWPCRRLFLHESIYTDVLDQLVEVYKQVKTGNPLEKGTLVGPLHTRTSV
351 ENFQKGISVIKSQGGKILTGGSVLESGGNFVQPTIVEISPDAPVVKEELF
401 GRPVLYVMKFQTLDEATALNNSVPQGLSSSIFTQRPGTIFKWIGPRGSDCG
451 IVNANIPTNGAEIGGAFGGEKATGGGREAGSDSWKQYMRRSTCTINYGSE
501 LPLAQGINFG

Figura2 -  Seqiiéncia de aminoacidos da proteina GmTP55. A regido hidrofobica estd destacada em
laranja (posi¢do 155-208). Os dominios conservados caracteristicos de aldeido
desidrogenases estdo demonstrados em azul (posi¢do 209-218 e 265-272). Os residuos de
aminoacidos invariaveis na estrutura das antiquitinas estdo indicados em verde. Os residuos
conservados associados a atividade catalitica das ALDH estdo destacados em vermelho. Os
demais residuos altamente conservados nos membros da superfamilia ALDH estdo
destacados em negrito e sublinhados.

Residuos conservados funcionalmente importantes para a atividade catalitica
de ALDH estdo presentes na estrutura primaria deduzida de GmTPS55 e correspondem a
Gly-190 e a Pro-343, ambos sitios de ligagdo e de interagdo da proteina com a co-
enzima NAD(P)", o residuo de Gly-245, necessario para promover o posicionamento
correto de residuos de cisteinas conservados e o Glu-210, importante porque esta
inserido no motivo conservado (aminoacidos das posigdes 209-218), relacionado a
atividade catalitica de oxidagdo de aldeidos das proteinas da superfamilia ALDH
(Hurley & Weiner, 1999; Perozich et al, 1999b). A andlise da seqiiéncia de
aminodcidos da GmTP55 possibilitou, ainda, a identificacio de 3 residuos de
aminoacidos invariaveis presentes nas estruturas primarias das ALDHs (Gly-297, Glu-
398 e Phe-400) (Figura 2), relacionados com a possivel atividade catalitica destas
enzimas (Perozich et al, 1999a). As existéncias destes residuos e de um dominio

caracteristico conservado de Aldeido Desidrogenases (aminoacidos das posi¢cdes 265-

38



272) (Guerrero et al., 1990) indicam que a proteina GmTP55 possivelmente atua como
uma enzima, com atividade catalitica de oxidacao de aldeidos nas células vegetais.

O alinhamento da seqiiéncia de GmTP55 com as seqiiéncias de proteinas
antiquitinas de outros organismos (Pisum sativum, A. thaliana, Oriza sativa, Danio
rerio, Acanthopagrus schlegeli, Homo sapiens ¢ Mus musculus), Figura 3, demonstrou
que a antiquitina de soja, GmTPS5, apresenta maior homologia com as antiquitinas
vegetais, principalmente com a antiquitina 26g de ervilha (Pisum sativum), também
pertencente a familia ALDH7B (Guerrero et al, 1997), com a qual o grau de
similaridade foi de 82% (Figura 3). Entretanto, a homologia entre a GmTP55 ¢ as
demais proteinas da ATQs analisadas também foi alta. Através da comparacdo das
seqiiéncias das ATQs alinhadas na Figura 3, foram identificados 19 residuos de
aminodcidos conservados envolvidos na atividade catalitica e na estabilidade das
ALDHs, refor¢ando a hipdtese de que a GmTP55 tenha agao catalitica sobre moléculas

de aldeidos.

5.1.2 Expressao heterologa e caracteriza¢io bioquimica da proteina GmTP55

A proteina GmTP55 foi obtida através de um sistema de expressdo heterélogo
procarioto, no qual células de Escherichia coli BL21(DE3) pLys foram transformadas
com a construcao pHis-GmTP55. A proteina GmTP55 recombinante, sem o peptideo
sinal e fusionada a cauda de histidina, de massa molecular de cerca de 45 kDa, foi
eficientemente expressa em grande quantidade, ap6s indugdo por 2 hs, a 28° C, Figura 4
Apesar da proteina superexpressa se acumular principalmente em corpos de incluso, na
fracdo insoluvel do extrato celular (Figura 4), também foi identificada uma quantidade

significativa dessas proteinas na fracdo soltivel do extrato protéico (Figura 4).
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Alinhamento das seqiiéncias de aminoacidos da proteinas antiquitinas da familia ALDH7A.
As seqiiéncias das proteinas Gm-ALDH7 (Glycine max ALDH7, acesso AY250704), Ps-
ALDH7 (Pisum sativum ALDH7, acesso P25795), Os-ALDH7 (Oryza sativa ALDH7,
acesso AAG43027), At-ALDH7 (A. thaliana ALDH7, acesso NP_849807), Dr-ALDH7
(Danio rerio ALDH7 , acesso NP 997889), Ac-ALDH7 (Acanthopagrus schlegelii
ALDH?7, acesso AAX54912); Hs-ALDH7 (Homo sapiens ALDH7, acesso NP 001173),
Mm-ALDH7 (Mus musculus ALDH7, acesso NP_613066) foram alinhadas através do
programa clustralW e as seqiiéncias de aminoacidos das antiquitinas analisadas foram
obtidas no GeneBank. A regido hidrofobica esta destacada em laranja (coordenadas 155-
208). Os dominios conservados caracteristicos de aldeido desidrogenases estdo demonstrados
em azul (posi¢cdo 209-218 e 265-272). Os residuos de aminoacidos invariaveis na estrutura
das antiquitinas estdo indicados em verde. Os residuos conservados associados a atividade
catalitica das ALDH estdo destacados em vermelho. Os demais residuos altamente
conservados nos membros da superfamilia ALDH estdo destacados em negrito e indicados
com *.
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Figura4 -  Expressdo da proteina GmTP55 em células de Escherichia coli BL(21)DE3 transformadas
com a constru¢do pHis-GmTP55. (A) Fracionamento em SDS-PAGE dos extratos total,
soluvel e insoluvel e coloragdo com “Coomassie Brilliant Blue R-250”. (B) “Western blot”
da indugdo, com IPTG, da proteina GmTP55 em E. coli transformada. As proteinas foram
separadas em SDS-PAGE, transferidas para membrana de nitrocelulose e reveladas com
anticorpo monoclonal contra cauda de His. As células de E. coli ndo transformadas,
indicadas como BL21, e as células transformadas com o clone pHis-GmTP55 mas ndo
induzidas com IPTG, indicada com His-GmTP55, sdo controles negativos.

A proteina GmTP55 fusionada a seqiiéncia de histidina na regido N-terminal
foi purificada (Figura 5) utilizando-se a resina Ni-NTA. Foram purificadas,
separadamente, as proteinas recombinantes presentes na fracao soluvel (Figura 5A) e
insoluvel do extrato protéico celular bacteriano (Figura 5B). As proteinas recombinantes
expressas em corpos de inclusdo, presentes na fragao insoluvel, foram purificadas na
presenca de 8 M de uréia para que fossem solubilizadas. O sistema de expressdo

procarioto utilizado possibilitou, em média, a obtencdo de 0,40 mg da proteina
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recombinante purificada da fragdo soluavel e 0,67 mg da proteina His-GmTP55
purificada da fracdo insoluvel, por litro de cultura celular induzida, sendo no total
induzidos 8 litros de cultura. Apesar da purificagdo ter sido realizada de acordo com as
recomendacdes do fabricante (QIAGEN), alguns contaminantes, de massa molecular na
faixa de 70-80 kDa, foram co-eluidas na fragdo da proteina recombinante purificada da
fragdo soluvel. Estes contaminantes podem corresponder as proteinas da bactéria ligadas

a proteina recombinante His-GmTP55 ou a proteinas contendo uma seqiiéncia rica em

histidinas.
A B
Fragéo Insoldvel
Fragao Soluvel Purificada
Purificada kDa L1 L2 E3 E2 E1
L1 L2 E1 E2 3
kDa =
740
740 ,
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50,0 id _
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Figura 5 - Purificacdo da proteina recombinante GmTP55. (A) Purificagdo da proteina GmTP55 a partir
do extrato protéico soliivel, em condi¢Ges nativas. (B) Purificagdo da proteina GmTP55 a
partir do extrato protéico solivel, em condigdes desnaturantes. L1 - ¢ a fragdo de proteinas
ndo ligadas a resina de Ni-NTA, L2 - ¢ a segunda lavagem da resina. E1 e E2 sdo,
respectivamente, primeiras e segundas elui¢des. O marcador de peso molecular utilizado foi
o “Broad Range” e os valores de massa molecular estdo indicados a esquerda, em kDa.

Para caracterizar bioquimicamente a proteina GmTP55, foram realizados ensaios
de atividade enzimatica, nos quais diversos aldeidos, com fung¢des fisiologicas distintas,
foram testados como substratos, utilizando-se o NAD" como co-enzima, pois este
parece ser a co-enzima preferencial para as enzimas ALDHs (Kirch ef al., 2001; Chan et
al., 2003). A atividade da enzima no extrato protéico de E. coli, induzidas com IPTG foi
analisada utilizando-se diferentes aldeidos como substratos. Dentre os aldeidos testados,
o propionaldeido foi aquele que proporcionou maior atividade enzimética especifica
(Figura 6 e anexo, Tabela 1), embora o acetaldeido também tenha resultado numa alta
atividade especifica da GmTP55 recombinante. Os outros aldeidos testados, o gama-

aminobutiraldeido, formaldeido e butiraldeido, também foram oxidados pela enzima
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recombinante do extrato protéico total de E. coli transformada, porém em uma menor
intensidade. O extrato total de células de BL21(DE3) pLys transformada com o vetor
pET16b vazio e células transformadas com a constru¢do pHis-GmTP55, porém nao
induzidas, ndo demonstrou nenhuma atividades sobres os aldeidos utilizados como

substratos nestes ensaios.

Extrato Proteico Total

H

i

nmol NADH.miri1.mg'1

Figura 6 - Atividade especifica da enzima recombinante GmTP55 no extrato total protéico de células de
Escherichia coli induzidas com IPTG. No eixo X estdo representados os aldeidos utilizados
como substrato. No eixo Y esta representada a atividade da proteina em nmol.NADH . min™.
mg” de proteina.

Para testar a atividade da proteina nativa, purificada da fracdo soluvel, e da
renaturada, purificada da fra¢do insolivel do extrato protéico total, os mesmos aldeidos
anteriormente citados foram utilizados como substratos. A proteina GmTP55
recombinante nativa purificada exibiu atividade especifica catalitica semelhante a do
extrato protéico total bacteriano induzido, exceto com o butiraldeido e o benzaldeido, os
quais ndo foram substratos para a GmTPS55 purificada (Figura 7 e anexo, Tabela 2). A
atividade da proteina recombinante purificada foi maior utilizando-se o propionaldeido
como substrato, na presenca do NAD". O formaldeido, gama-aminobutiraldeido e o
acetaldeido também foram substratos para a enzima GmTP55 recombinante purificada.
A proteina recombinante renaturada também apresentou atividade sobre alguns dos
aldeidos testados como substrato (acetaldeido, benzaldeido e butiraldeido). Porém esta

atividade foi muito baixa quando comparada as demais (dados ndo mostrados),
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provavelmente porque, durante o processo de renaturacdo, a proteina tenha adquirido

uma conformag¢ao nao nativa.

Proteina Pura

70
60 -

S | T
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10

nmol NADH.min"l1.mg'1

Figura 7 - Atividade especifica da enzima recombinante GmTPS5, purificada da fracdo solivel do
extrato total bacteriano induzido com IPTG. No eixo X estdo representados os aldeidos
utilizados como substrato. No eixo Y estd representada a atividade da proteina em nmol
NADH . min™. mg™ de proteina.

A diferenga de especificidade apresentada pela enzima purificada com relagdo
ao extrato protéico total pode ser devido a baixa concentragdo da GmTP55
recombinante purificada, quando comparada com a concentracdo desta no extrato
protéico total induzido, pois as atividades enzimaticas obtidas demonstram uma alta
concentragdo de proteinas GmTP55 superexpressas no extrato protéico celular induzido.
A purificagdo também pode influenciar na atividade enzimatica da proteina
recombinante purificada uma vez que, durante o processo, moléculas essenciais para
estabilidade e atividade enzimatica podem ser eliminadas.

Devido a menor estabilidade e concentragao da proteina GmTPS55 purificada da
fragdo soluvel, os pardmetros cinéticos desta proteina recombinante foram determinados
utilizando-se o extrato protéico total de células de E. coli transformadas e induzidas
com IPTG. Os valores aparentes de K,, ¢ Vpyax foram determinados para o
propionaldeido, gama-aminobutiraldeido e formaldeido (Tabela 2), uma vez que estes
aldeidos foram mais eficientemente oxidados pela proteina recombinante. A proteina
recombinante, do extrato, oxidou o propionaldeido, o gama-aminobutiraldeido e o

formaldeido com valores de K, aparente de 1,25, 0,26 ¢ 0,34 mM, respectivamente.
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Estes valores demonstram que a enzima GmTP55 recombinante, presente no extrato
protéico total de E. coli, tem maior afinidade pelos gama-aminobutiraleido e para o
formaldeido, quando comparado ao propionaldeido, que ¢é cerca de cinco vezes menor.
Estes dados sdo confirmados pela determinagdo de valores da eficiéncia catalitica
(Tabela 2), sendo que Vmax/Ki do propionaldeido foi cerca de 3-4 vezes menor quando
comparada com a do gama-aminobutiraldeido e a do formaldeido. Apesar de alto, o Ky,
para o propionaldeido, estd em conformidade com os valores de K, determinados para

outras antiquitinas da familia ALDH7A (Tang et al., 2002; Chan et al., 2003).

Tabela 2 — Parametros cinéticos da proteina recombinante GmTP55 presente nafragéo total

Substratos Variados Substratos constantes K, (app) ["M] V., [nmol NADH X mim x mg-1V,_ /K. (app)®

Fomaldeido® NAD+* 0,3491 16,8763 4834
y-Aminobutiraldeido®  NAD~ 0,2624 15,8918 60,56
Propionaldeido? NAD* 1,2893 20,0808 15,4

As atividades enzimaticas foram medidas no extrato de Escherichia cofitransformada.

21mM a 32 mM; P Eficiéncia catalitica foi expressa como Vmax/iKm{app) X 10*

Os dados cinéticos obtidos demonstram que a GmTP55 atua fortemente sobre
aldeidos de cadeia curta, tais como o gama-butiraldeido e o formaldeido. Além disso, os
dados sugerem que estes aldeidos podem ser substratos fisiologicos para a GmTP55,
visto que plantas transgénicas de tabaco, superexpressando esta proteina, foram mais

tolerantes ao estresse oxidativo (Rodrigues et al., 2006).

5.2. Analise da expressio e propriedades funcionais da proteina GmTP55 em

plantas de Arabidopsis. thaliana transgénicas

5.2.1. Obtencdo de plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana superexpressando

a proteina GmTPS55

A constru¢do pK7F-GmATQ (Figura 8A), a qual contém o cDNA de GmATQ
inserido no vetor bindrio de expressio de planta pK7FWG2, foi utilizada para

transformar plantas de A. thaliana (ecotipo Col 0), através do método mergulhia floral
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(Clough & Bent, 1998). Os transformantes independentes foram selecionados por PCR
(Figura 9), a partir das sementes T1 germinadas, utilizando oligonucleotideos
especificos para o gene GmATQ (Figura 9A), cujo amplicon foi de 0,5 kb,
oligonucleotideos especifico para o gene GFP (Figura 9B), que amplificaram um
fragmento de 1 kb e oligonucleotideos para o gene quimérico GmATQ-GFP (Figura
9C), os quais amplificaram um fragmento de 1,2 kb. Foram confirmados trés
transformantes independentes (GmATQ1-GFP, GmATQ4-GFP; GmATQS8-GFP), que
permitiram a expressdo ectopica da proteina quimérica GmATQ-GFP, sob controle
transcricional do promotor CaMV35S. Das plantas transgénicas de A. thaliana
transformadas com a constru¢ao pK7-GmATQ (Figura 9B) (Rodrigues et al., 2006), na
qual o gene GmATQ estéa sob controle do promotor CaM V35S, foram selecionados dois
transformantes independentes (GmATQ8 ¢ GmATQI12), os quais foram confirmados
por PCR utilizando oligonucleotideos especificos para o gene GmATQ, cujo fragmento

de DNA amplificado corresponde a 0,5 Kb.
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Figura 8 - Diagrama esquematico da construcdo quimérica do homoélogo da antiquitina de soja, GmATQ,
usadas para transformar A. thaliana. (A) cDNA de GmATQ inserido no sentido senso no vetor
de expressdo em plantas, pK7FWG2 por recombinacdo obtendo-se o clone pK7F-GmATQ (B)
A seqiiéncia foi inserida no vetor binario, de transformagdo de planta, pPK7WG?2, resultando
em pK7-GmATQ. Em ambos o cDNA de GmATQ substituiu o gene CmR-ccdB ficando sob o
controle do promotor CaMV35S. LB e RB correspondem as bordas esquerda e direita do T-
DNA. As posigdes de alguns sitios de restricdo sdo indicadas. Kan representa o gene nptll que

confere resisténcia a kanamicina.
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Figura 9 - Diagndstico molecular de plantas de A. thaliana transformadas. (A) PCR diagnéstico das
linhagens GmATQ e GmATQ-GFP - com oligonucleotideos 4076 (senso) e 4077 (antisenso),
especifico para o gene GmTP55; (B) PCR diagnoéstico das linhagens GmATQ-GFP — com
oligonucleotideos eGFPSal (senso) e eGFPPst (anti-senso); (C) PCR diagnéstico das
linhagens GmATQ-GFP - com oligonucleotideo 4076 (senso) especifico para o gene GmATQ
e o oligonucleotideo 4799 (anti-senso) para o gene GFP. Col 0 corresponde a linhagem
selvagem e V corresponde ao vetor pPK7FWG2 vazio. M ¢ o marcador de tamanho molecular.
Os tamanhos correspondentes estdo indicados ao lado em kb.

5.2.2. Analise de expressiao do transgene por RT-PCR

O padrao de expressdao do gene GmATQ foi avaliado através de RT-PCR semi-
quantitativo nas linhagens transgénicas de 4. thaliana GmATQ ¢ GmATQ-GFP. Este
gene foi constitutivamente expresso em folhas dos transformantes independentes pK7-
GmATQS8 e pK7-GmATQI12 (Figura 10 - colunas 1 a 4), pK7F-GmATQ!1 (Figura 10 -
coluna 5), pK7F-GmATQ4 (Figura 10 - colunas 6 ¢ 7) ¢ pK7F-GmATQ8 (Figura 10 -
coluna 8). O padrao de expressdo deste gene nas folhas de A. thaliana transformadas foi
analisado em comparagdo com a expressdao dos genes em planta de 4. thaliana ndo
transformada, Col 0 (Figura 10 — WT). Estes resultados demonstram o actimulo do
transcrito do transgene nas plantas transformadas e confirmam a especificidade dos
oligonucleotideos usados, que foram capazes de discriminar o gene enddégeno

ALDH7B4, homologo de GmTP55 (Kirch et al., 2004).
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GMATQ GmATQ-GFP

Figura 10 - Expressdo do gene GmATQ em plantas transgénicas de A. thaliana. O acumulo de
transcritos de GmTP55 foi verificado nos transformantes independentes GmATQS8 (colunas
1 e 2), GmATQI2 (colunas 3 e 4), GmATQI1-GFP (coluna 5), GmATQ4-GFP (coluna 6 ¢
7), GmATQS8-GFP (coluna 8), com oligonucleotideos especificos para o gene GmATQ. A
planta selvagem (Col 0) estd representada como WT. M ¢é o marcador de tamanho
molecular. Os tamanhos correspondentes estdo indicados ao lado em kb.

5.2.3. Anilise da expressao ectopica da proteina GmTPS5 em Arabidopsis thaliana

As proteinas totais dos transformantes independentes de A. thaliana, foram
eficientemente extraidas; contudo, ndo foi possivel a identificacdo da proteina GmATQ
e da proteina GmATQ-GFP através de “Western blot”, mesmo controlando o tempo de
revelacdo. A proteina GmTP55 possui uma massa molecular e 55 kDa, e apresenta uma
mobilidade eletroforética em SDS-PAGE, muito similar a da subunidade maior da
Rubisco, a qual se acumula em alta concentracdes em folhas. Quando sondada com o
anticorpo policlonal contra GmTPS55, varias proteinas de massas moleculares
semelhantes foram inespecificamente identificadas, inclusive a subunidade maior do
Rubisco, a qual foi fortemente identificada. Sendo assim, a confirmagdo da expressao da

proteina GmTPS55 em A. thaliana ndo foi tecnicamente viavel por “Western blot”.
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5.3. Ensaio de germinacdo de sementes de Arabidopsis thaliana em condicdes de

estresses salino in vitro

Foi demonstrado previamente que a expressdo ectopica da proteina GmATQ
confere as plantas transgénicas de A. thaliana tolerancia a estresses oxidativos
(Rodrigues et al., 2006). Com a finalidade de analisar se a ligagdo de GFP ao carboxi -
terminal de GmTP55 manteve a proteina quimérica em uma conformagdo
estruturalmente funcional, sementes dos transformantes independentes GmATQ1-GFP e
GmATQ8-GFP foram plaqueadas em meio MS 2 forca seletivo com concentragdo
crescente de sal. As linhagens transgénicas superexpressando GmATQ e GmATQ-GFP
apresentaram-se mais tolerantes, ao estresse simulado, exibindo maior eficiéncia de
germinacdo, em condi¢gdes de estresse salino quando comparadas as plantas controle
(Col 0) (Figura 11). Nos dois experimentos independentes realizados, os resultados
mostraram-se recorrentes, sendo os fendtipos das plantas comparadas semelhantes
(Figura 11). Estes resultados sugerem que as proteinas GmATQS55 e GmATQ-GFP
estdo sendo expressas nas linhagens de A. thaliana transformadas e que a proteina
quimérica (GmATQ-GFP) ¢ funcional, aumentando a tolerdncia das plantas

transgénicas a estresse salino.
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Figura 11 - Fenoétipo de ensaio de germinag@o das sementes de A. thaliana apds um més (A) e apos dois
meses (B) do plaqueamento, em experimentos independentes. Sementes das linhagens
GmATQ8, GmATQI1-GFP, GmATQS8-GFP e da planta selvagem (Col 0) foram plaqueadas

em meio contando 0 mM, 100 mM e 150 mM de NaCl.
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5.4. Localizacdo subcelular da proteina GmTPS55 em plantas de Arabdopsis

thaliana

A localizagdo subcelular de GmATQ foi inicialmente sondada nas linhagens
transgénicas GmATQ1 e GmATQS8 de A. thaliana transformadas com a construcao
pK7F-GmATQ. Nestas linhagens, as células de raizes e de folhas transgénicas
analisadas em microscopios de fluorescéncia e confocal ndo apresentaram nenhuma
florescéncia significativa correspondente a GFP. As folhas e raizes de plantas
submetidas a estresse salino também foram analisadas, e apresentaram resultados
similares. Esses resultados indicam que a proteina quimérica GmTP55-GFP pode estar
sendo expressa nas linhagens transgénicas de 4. thaliana analisadas em niveis abaixo do
limite de detec¢do de fluorescéncia para GFP.

Para avaliar esta possibilidade, a expressao da proteina GmTP55-GFP foi
avaliada com os anticorpos contra GmATQ e contra GFP, através de “Western blot” de
proteinas totais extraidas de transformantes independentes de A. thaliana, submetidos e
nao submetidos ao estresse salino. Nas linhagens testadas por microscopia confocal, ndo
se detectou o acimulo da proteina quimérica por “immunoblottings”. Provavelmente,
nestas linhagens avaliadas, o T-DNA foi inserido em regides da cromatina,
transcricionalmente inativas, ou o fenomeno de silenciamento de transgenes foi ativado.
Alternativamente, na obtencao da constru¢do de DNA, utilizada para transformacao das
plantas, foi introduzida alguma mutagdo no cDNA quimérico que impedisse a tradugao
correta da proteina quimérica. Para distinguir entre estas possibilidades, a localizagao de
GmTP55-GFP foi analisada em ensaios transientes de folhas de A. thaliana
bombardeadas com o vetor binario pK7F-GmATQ e a expressdo da proteina avaliada
por microscopia de fluorescéncia. Uma intensa fluorescéncia de GFP foi observada no
citoplasma e no nucleo das células transformadas da epiderme foliar (Figura 12). Estes
resultados podem indicar uma expressdo correta da proteina quimérica a partir da
construcdo pK7F-GmATQ e podem indicar a associagdo correta do fendtipo de
tolerancia ao estresse salino com a expressao ectopica da proteina quimérica GmTP55-

GFP nas linhagens transformadas (Figura 12).
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Figura 12 - Expressdo transiente de GmATQ-GFP em folhas de 4. thaliana. Imagens de microscopia de
fluorescéncia de células da epiderme de folhas de A. thaliana, bombardeadas com pK7F-
GmATQ (GmATQ-GFP) e pK7F-GFP (GFP), sob o controle do promotor CaMV35S.
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6. DISCUSSAO

Os vegetais estdo constantemente sendo submetidos a diversos tipos de
estresses (bidtico e abidtico) que limitam seu crescimento e produtividade. Algumas
espécies vegetais tém desenvolvido mecanismos de resposta a estes estimulos que
envolvem a expressao de alguns genes e o acimulo de seus produtos. Diversas isozimas
da superfamilia ALDH, dentre elas as antiquitinas, tém demonstrado ser expressas em
respostas a diversos tipos de estresse em diferentes espécies de plantas (Guerrero et al.,
1990; Stroeher et al., 1995; Chen & Murata, 2002; Kirch et al., 2003). Em plantas de
soja foi verificado o acimulo da proteina GmTP55 quando estas foram submetidas ao
estresse hidrico. Plantas de tabaco transgénicas, superexpressando GmTP55, também
foram mais tolerantes ao estresse hidrico (Rodrigues et al., 2006). Embora a fun¢do
fisiologica da proteina GmTP55 tenha sido relacionada ao estresse, 0 mecanismo de
atuacdo, assim como o papel da proteina nas vias metabdlicas de resposta a estresse
oxidativo, ainda nao foi elucidado.

A proteina GmTP55 possui 510 residuos de aminoacidos, correspondentes a
traducdo do quadro aberto de leituras e, a seqiliéncia destes aminoacidos ¢ similar a das
Aldeido Desidrogenases apresentando maior identidade com as proteinas da familia
ALDH?7, também conhecidas como antiquitinas. A proteina GmTP55 possui muitos dos
aminoacidos invariaveis essenciais para a atividade catalitica de Aldeido
Desidrogenases (Perozich et al., 1999; Kirch et aL., 2001), além dos dominios
conservados de ALDH de ligagio ao NAD(P)" (Steinmetz et al., 1997; Johanson et al.,
1998; Moore et al., 1998).
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A comparacao da seqiiéncia de aminoacido das proteinas vegetais € animais
desta familia com a seqiiéncia da GmTP55 demonstrou que esta proteina tem maior
identidade de seqiiéncia com as ALDH7 vegetais (70%), principalmente com a proteina
26g de ervilha (82%), pertencendo, assim, a subfamilia ALDH7B. E, apesar de menos
intensa, a identidade de seqiiéncia de GmTP55 com ALDH animais também ¢ alta
(60%). Esta conservagdo evolutiva da seqiiéncia de aminoacidos das antiquitinas ¢ um
indicativo da conservacdo funcional, bioquimica, e fisioldgica dessas proteinas em
diferentes organismos.

Véarias ALDHs foram descritas e, por serem induzidas em condi¢des de
estresse, tém sido atribuida a estas proteinas uma funcdo biologica associada a
tolerancia a diversos tipos de estresse abidtico (Guerrero et al., 1990; Lee et al., 1994;
Stroeher et al., 1995; Wood et al., 1996; Nakazono et al., 2000; Kirch et al., 2001). Esta
identidade fisiologica poderia ser explicada através da fungdo bioquimica destas
proteinas nas células vegetais e nas rotas nas quais elas estdo envolvidas. Dentro desse
contexto, particularmente relevante ¢ a observa¢do de que as moléculas de aldeidos
reativas, produzidas durante o estresse abidtico, sdo provaveis substratos para esta
classe de enzimas. Proteinas ALDH2A que oxidam eficientemente acetaldeido in vitro
demonstraram aumentar a tolerancia das plantas as condi¢gdes anaerobicas (Nakazono et
al., 2000).

A proteina GmTP55 demonstrou ter atividade catalitica de aldeido
desidrogenase oxidando diferentes aldeidos na presenca de NAD". Os aldeidos testados
téem fungdes fisiologicas diferentes, porém podem ser sintetizados a partir de um
estimulo comum: o estresse oxidativo. Esta enzima oxidou preferencialmente gama-
aminobutiraldeido e formaldeido (Km 0,26 mM e Km 0,34 mM, respectivamente).
Entretanto, ela também demonstrou atividade sobre propionaldeido e acetaldeido. Sendo
assim, a GmTPS55 parece ter maior afinidade por aldeidos alifaticos de cadeia curta. O
gama-aminobutiraldeido e o formaldeido podem ser sintetizados a partir da peroxidagdo
de lipidios durante estresse oxidativo, sendo um de seus produtos principais (Benedetti
et al., 1981; Bouché et al.,, 2003; Sunkar et al, 2003; Tang et al, 2005). O
propionaldeido e ao acetaldeido sdao aldeidos altamente reativos e citotoxicos que
podem causar danos estruturais e funcionais as células vegetais (Ting & Crabbe, 1983;
Trivic & Leskovac, 1994). Pouco se conhece a respeito dos substratos fisiologicos das
antiquitinas e das Aldeido Desidrogenases da familia ALDH7 identificadas. As

antiquitinas de Danio rerio € de Acanthopagrus schlegelii parecem nao atuar sobre o
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gama-aminobutiraldeido e o formaldeido (Tang et al., 2002; Chang et al., 2003; Tang et
al., 2005), enquanto que proteinas ALDHs de outras familias atuam sobre uma ampla
faixa de aldeidos (Kirch et al., 2001).

Muito embora a afinidade da proteina pelo seu substrato dependa da estrutura
conformacional (Vasiliou et al., 2000), devido a conservada identidade de seqiiéncia das
ALDHs, observam-se padrdes de atuagdo catalitico semelhantes entre algumas delas
(Yoshida et al., 1998.) Assim como as ALDH3, as proteinas da familia ALDH7
caracterizadas t€ém demonstrado terem valores-padrao altos de Km aparente (de 0,8 a 28
mM) para aldeidos de cadeia alifatica curta (Lindahl & Pettersen, 1991). Por exemplo,
para o propionaldeido, os valores de Km das antiquitinas de Ctenopharyngodon idellus
e de Acanthaparus schlegellii foram 1,43 mM e 1,20 mM, respectivamente (Chan et al.,
2003; Tang et al., 2005). Estes valores sdo consistentes com o valor de Km aparente
determinados para GmTP55, para o propionaldeido (1,25 mM), embora este seja cerca de
3x menor que os valores encontrados para os demais aldeidos citados.

A alta afinidade da GmTP55 pelo gama-aminobutiralaldeido e pelo
formaldeido indica que estes aldeidos possam ser substratos fisioldgicos para esta
enzima. Embora uma das vias metabolicas de biossintese de GABA (4cido gama-
aminobutirico) seja caracterizada (Bouché et al., 2003), a existéncia de uma via
alternativa na qual, através da ag¢do de uma aldeido desidrogenase, o gama-
amibutiraldeido seja convertido em 4acido gama-aminobutirico, ¢ uma possibilidade.
Uma vez sendo gerados durante a peroxidacdo de lipideos nas plantas, o gama-
aminobutiralaldeido e o formaldeido tém sido associados aos efeitos patofisioldgicos
apresentados por elas durante a exposi¢do a um estresse oxidativo (Esterbauer et al.,
1991). Para limitar estes efeitos, as plantas contam com um sistema antioxidante, no
qual atuam varias enzimas, cuja expressdo e atividade sdo aumentadas durante
condigdes de estresse (Storz & Imlay, 1999). Em soja foi identificada uma
aldeido/aldose redutase (MsALR) que parece estar envolvida neste processo de redugdo
de aldeidos toxicos (Oberschall et al., 2000). A GmTPS55 poderia estar atuando no
processo detoxificacdo celular, aumentando a tolerancia das plantas transgénicas ao
estresse abidtico, uma vez que esta enzima pode agir sobre aldeidos reativos toxicos,
acumulados na célula como resultado direto da producdo de ERO (espécie reativa de

oxigénio) durante este estresse abidtico.
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Para analisar a funcao fisiologica e a localizacdo subcelular da proteina
GmTPS55, plantas de A. thaliana, superexpressando, separadamente, GmTP55 e a
proteina quimérica GmTP55-GFP, foram obtidas. Nas linhagens de plantas
transformadas, a expressdo do gene foi confirmada pelo acimulo de transcrito. Algumas
ALDHs vegetais tém sido relacionadas a tolerancia ao estresse com base no acumulo do
mRNA transcrito (Kirch et al. 2001; Chen et al., 2002). Em Tortula ruralis, o nivel de
transcritos de ALDH21A1 estaveis aumentou em resposta a estresses hidrico, salino,
luminoso e também em resposta a ABA (Chen et al., 2002). Entretanto, ndo foi possivel
realizar a localizagdo subcelular da proteina antiquitina de soja, GmTP55, pois a
expressao da proteina GFP das linhagens analisadas nao foi confirmada.

As sementes de A. thaliana expressando ectopicamente o gene GmTP5S5,
plaqueadas em meios com altas concentragdes salinas, demonstraram maior eficiéncia
de germinag¢do quando comparadas sementes das linhagens nao transformadas (Col 0).
As plantas selvagens apresentaram um desenvolvimento retardado, pois o excesso de
NaCl do meio pode alterar o metabolismo e a estrutura celular, acarretando prejuizos ao
organismo, tal como a redu¢do da multiplicagdo e elonga¢do celular (Munns, 1993). Foi
demonstrado que células foliares de uma planta, expostas ao excesso de sal,
apresentaram paredes celulares endurecidas, reduzindo o nivel de turgor e, por
conseqiiéncia, tiveram sua taxa de expansao celular limitada, se comparadas as células-
controle da mesma planta (Cosgrove, 1993).

Os resultados demonstraram que a GmTPS55 exibe atividade catalitica sobre
determinados aldeidos alifaticos de cadeia curta e que esta enzima apresenta muitos
residuos de aminoacidos conservados de ALDH essenciais para sua atividade. Desta
forma, estes resultados comprovam que GmTP55 exibe atividade enzimatica consistente
com sua classificagdio molecular como aldeido desidrogenase. Coletivamente, os
resultados dessa investigacdo sugerem que a funcdo fisiologica da GmTP55 esta
relacionada a vias celulares de respostas adaptativas a estresse abiotico e indicam que a
proteina poderia estar atuando diretamente no processo de detoxificacdo de aldeidos

tOX1COoS.
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ANEXO

Tabela 1 - Atividade de oxidagao de aldeidos do extrato protéico total de células de Escherichia coli transformadas

Aldeidos Atividade enzimatica [nMol X min™ X mg™]
Propionaldeido 32,22 + 7,34
Acetaldeido 26,63 + 2,36
y-Aminobutiraldeido 19,38 + 1,11
Formaldeido 21,83 +0,84
Butiraldeido 21,61 +1,67

*ND: Nao detectada (menos de 1% da atividade maxima usando propionaldeido como substrato)

Os extratos protéicos controles de Escherichia coli transformada com o vetor pET16B vazio e células
transformadas ndo induzidas n&o apresentaram atividades -cataliticas de aldeido desidrogenase
significativas com nenhum dos substratos. Estes dados foram medidos em dois experimentos
independentes.

Tabela 2 — Atividade de oxidacéo de aldeidos da proteina recombinante GmTP55 purificada expressa em Escherichia
coli.

Aldeidos Atividade enzimatica [nMol NADH x Min™ X mg™]

Propionaldeido

53,24 + 1,00
Acetaldeido 24,20 + 1,00
y-Aminobutiraldeido 39,32 + 19,68
Formaldeido 33,80 + 13,69
Butiraldeido ND*
Benzaldeido ND*

*ND: Nao detectada (menos de 1% da atividade maxima usando propionaldeido como substrato)
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