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Xiii
PREFACIO

No presente trabalho sdo abordados, e distribuidos em quatro capitul os, aspectos
da mobilizagcdo de frutanos em plantas de Vernonia herbacea (Vell.) Rusby, uma
espécie herbécea de Asteraceae nativa do cerrado.

No capitulo | sdo abordados os principais aspectos relacionados ao estudo do
metabolismo de frutanos e da sua ocorréncia em espécies Asteraceae do cerrado
brasileiro.

O capitulo Il trata da purificacdo de 1-FEHSs de plantas de V. herbacea em fase
de brotag8o. A partir de rizéforos dessas plantas foram isoladas diversas fracbes com
atividade de 1-FEH, sendo verificada a ocorréncia de vérias isoformas desta enzima que
possivelmente atuam em conjunto na mobilizacdo de frutanos durante a brotacéo.

O capitulo 111 traz os resultados sobre a clonagem e a andlise funcional de um
cDNA de 1-FEH de V. herbacea. Os resultados obtidos neste capitulo constituem
ferramentas que possibilitardo ampliar a compreensdo em nivel molecular da atuacéo
desta enzima em processos fisiol 6gicos e bioquimicos.

No capitulo IV a mobilizacgo de frutanos foi analisada através da atividade e da
expressdo génica da XFEH bem como do contelido e composi¢do dos futanos em
rizéforos de plantas em fase de brotacdo natural e em plantas induzidas a brotacdo pela
remocao dos ramos aéreos. O efeito do frio sobre a mobilizagcdo de frutanos também foi
analisado em plantas induzidas a brotac&o.

Além de ampliar o conhecimento sobre o metabolismo de frutanos em uma
espécie herbécea, perene e nativa do cerrado, esse trabaho fornece informacdes que
contribuirdo para o entendimento do papel ecofisiolégico dos frutanos na adaptacdo

dessas plantas ao cerrado.



CAPITULO |

INTRODUCAO

Adaptado de Carvalho, M.A.M ., Asega, A.F. & Figueiredo-Ribeiro, R.C.L. Fructans
in Asteracese from the Brazilian cerrado. In N. Shiomi (ed.). Advances in

fructooligosaccharides research (no prelo).



Introducéo

A ocorréncia do metabolismo de frutanos em vegetais superiores vem sendo
extensivamente estudada nas Ultimas décadas e uma quantidade consideravel de
informagdo foi compilada em diversas revisdes que abordam a distribuicdo, a estrutura,
a fisologia, o metabolismo e, mais recentemente, a biologia molecular destes
compostos, gracas a clonagem de cDNAs de vérias enzimas envolvidas no seu
metabolismo (Pollock et al. 1996, Cairns et d. 2000, Van den Ende et al. 2002,
Chalmers et al. 2005). O interesse em estudar as espécies acumuladoras de frutanos
surgiu devido a0 seu uso na agricultura e a aplicacdo dos frutanos na indastria
farmacéutica e alimenticia. O interesse em metabolismo de frutanos surge, em parte, da
sua relacdo com o metabolismo da sacarose e do seu mecanismo peculiar de sintese, no
qgual nenhum aclcar nucleotideo intermediario é formado, da distribuicdo da flora
acumuladora de frutanos e do seu papel na adaptacéo das plantas a fatores de estresse
ambiental. Entretanto a maior parte da pesquisa tem sido realizada com um ndmero
pequeno de espécies, principalmente com aquelas economicamente importantes. O
presente capitulo discutird a fisiologia do metabolismo de frutanos em espécies
herbaceas de uma area restrita do cerrado brasileiro e seu papel ecofisiolégico na
adaptacdo destas plantas ab ambiente de cerrado. Sera avaliada, também, a importancia
destas plantas como novas fontes de inulina para as indistrias aimenticia e

farmacéutica.

1. DISTRIBUICAO E ESTRUTURA DOS FRUTANOS

Frutanos sdo oligo e polissacarideos baseados na unidade de frutose que ocorrem
como carboidratos de reserva em cerca de 15 % das Angiospermas, incluindo as
familias mais evoluidas, Asteraceae e Poaceae (Hendry & Wallace 1993).

Os futanos sdo também encontrados em bridfitas, algas, fungos e bactérias,
razdo pela qual Hendry (1993) sugeriu a natureza polifilética para a sua ocorréncia. Esta
hipétese é fortalecida através de andlise filogenética das enzimas do metabolismo de
frutanos de plantas, frutosiltransferases, frutano exohidrolases e invertases (Ritsema &
Smeekens 2003), que mostrou que enzimas de uma espécie ou familia, que confere tipos
diferentes de reagOes, sd0, algumas vezes, mais intimamente relacionadas do que
aguelas enzimas que catalisam a mesma reagao, mas originada de diferentes espécies ou
familias. Observagdes importantes foram feitas a partir de estudos recentes mostrando

gue as frutosiltransferases de plantas evoluiram das invertases vacuol ares, enquanto que
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as frutano exohidrolases sdo mais intimamente relacionadas com as invertases de parede
celular (Van den Ende et al. 2002, Ritsema & Smeekens 2003).

A maioria das espécies ricas em frutanos encontra-se fora da regido tropical,
sendo mais abundantes em &reas onde o crescimento é sazonal. A expansdo da flora que
contém frutanos coincidiu com o desenvolvimento da sazonalidade durante o Eoceno-
Mioceno. Ndo existe uma evidéncia que associe a expansdo da flora que contém
frutanos a episodios prolongados de temperaturas frias. A flora do Mioceno é
caracterizada pelo aparecimento e a expansao das vegetacdes de savana e de cerrado em
areas quentes (Hendry & Wallace 1993).

Os frutanos sdo formados por adi¢cdes sucessivas de unidades de frutose com
diferentes ligacOes a trés trissacarideos. 1-cestose (1-F-frutosil sacarose), 6-cestose (6-
F-frutosil sacarose) e neocestose (6-G-frutosil sacarose). Estes trissacarideos s&o
sintetizados pela ligagdo da unidade de frutose em um dos trés grupos hidroxila da
sacarose (Pollock et al. 1996). Baseando-se nos trés trissacarideos e no tipo de ligacéo
entre as unidades de frutose, cinco tipos diferentes de estruturas de frutanos podem ser
distinguidos em plantas superiores, conforme ilustraa figura 1:

a) inulina, uma molécula tipicamente linear encontrada em Asteraceae, que
contém ligagcdes do tipo b (2,1) e é baseada no trissacarideo 1-cestoseg;

b) levano, que também é uma molécula linear, encontrado em Poaceae, contém
ligacOes do tipo b (2,6) e € baseado na 6-cestose;

c¢) frutanos ramificados e de ligagOes mistas com unidade terminal de glucose,
encontrados em Poaceae;

d) frutanos baseados na neocestose com ligagbes b 2,1), encontrado em aspargo,
cebola (Liliaceae), e em alguns membros de Poaceae; e

e) frutanos baseados na neocestose com ligagdes b (2,8) encontrados em alguns
membros de Poacese.

Inulo-n-0se é uma sé&ie de frutanos que nd contém a unidade de glucose
terminal e que foi encontrada em algumas fases fenol 6gicas de espécies de Asteraceae
(Carvalho et al. 1997). A complexidade estrutural dos frutanos varia de acordo com a
ligacdo glicosidica entre as unidades de frutose, a ramificagdo de cadeias lineares, a

posicao da molécula de sacarose na cadeia de aglcar e o comprimento da cadeia.
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Figura 1. Estrutura gera das cinco classes de frutanos, segundo Carpita et al. 1991 e
Livingston et al. 1993.
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Outro aspecto do metabolismo de frutanos refere-se a distribuicdo do tamanho
de moléculas presente nos tecidos. Segundo Pollock & Chatterton (1988), o tamanho
meédio das moléculas de frutanos pode variar de acordo com a espécie, idade da planta e
0rgédo estudado, assim como ftores ambientais e o ciclo fenoldgico da planta podem
afetar 0 tamanho das moléculas a medida que estes fatores interferem no acimulo e na
utilizac&o destes compostos.

Variagbes no conteldo total de frutanos e na distribuicdo do tamanho das
moléculas foram descritas em diferentes fases fenologicas e estadios de
desenvolvimento em plantas nativas do cerrado (Carvalho & Dietrich 1993, Isgjima &
Figueiredo-Ribeiro 1993, Vieira & Figueiredo-Ribeiro 1993, Portes & Carvalho 2006).

A razdo para a variedade de estruturas de frutanos em plantas € desconhecida;
uma razdo poderia ser sugerida baseando-se nas diferentes necessidades fisiol6gicas ou
poderia ser uma consequéncia das diferentes origens evolutivas da biossintese de
frutanos em diferentes familias (Ritsema & Smeekens 2003).

Embora a presenca do metabolismo de frutanos tenha sido extensivamente
descrita, os estudos sobre frutanos e o0 metabolismo de frutanos tem sido realizados com
poucas espécies como: acachofra de Jerusalem (Helianthus tuberosus L.), chicéria
(Cichorium intybus L.), dente de ledo [Taraxacum officinale (Web.) Wigg], alcachofra
(Cynara scolymus L.), entre as Asterales, alho (Allium sativum L.), cebola (Allium cepa
L.), aspargo (Asparagus officinalis L.), entre as Liliales e trigo (Triticum aestivum L.),
cevada (Hordeum vulgare L.) e gramineas forrageiras de clima temperado (olium
perenne L., L. temulentum L.) entre as Poales, algumas das quais com importante
significado econémico.

Portanto, estudos relacionados com a ocorréncia e a distribuicdo da flora
acumuladora de frutanos e com as mudancas no contelldo e na composicdo destes
carboidratos, durante processos fisiologicos diferentes e sob condigdes ambientais
estressantes, sdo essenciais para elucidar o papel ecofisiolégico do metabolismo de
frutanos. Estudos nesta area podem também mostrar novas fontes de carboidratos para

uso nas industrias alimenticia e farmacéutica
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2. FRUTANOSNA FLORA DO CERRADO

2.1. O Bioma Cerrado

O cerrado ocupa cerca de 21% d territorio brasileiro e caracteriza-se pela
sazonalidade bem definida e regime de agua que inclui verdo Umido e inverno seco, em
gerd com duragdo de cinco meses, e por sua vegetacdo floristica e fisionomicamente
diversa. Essa diversidade abrange desde matas abertas até arvoredos. Entre estes dois
extremos esta a forma intermediaria de fissonomia de savana. O cerrado € o segundo
maior bioma no territorio brasileiro estando atras apenas da floresta amazonica (Eiten
1972, Coutinho 2002).

O solo do cerrado caracteriza-se por ser profundo, poroso, permeavel econsiste
de uma mistura de areia e argila, em proporcdes diferentes, com baixa retencdo de agua,
baixa capacidade de troca cationica e pobre em nutrientes. O solo € &cido, o pH varia
entre 4 e 5, devido em parte ao ato nivel de AP*. Estas condicBes contribuem para
formacéo de uma vegetacdo xeromorfica e rica (Eiten 1972).

Embora um grande nimero de espécies tenha sido descrito, a flora do cerrado
ainda ndo é completamente conhecida. As plantas herbéceas representam mais do que o
dobro das espécies de arvores (Coutinho 2002).

Mantovani & Martins (1988) realizaram um levantamento fenolégico de plantas
vasculares no cerrado e concluiram que o comportamento fenoldgico apresentado pela
vegetacao representa uma serie de estratégias adaptativas para superar a temperatura, a
seca e 0 estresse nutricional. Parte destas estratégias inclui a presenca massiva de 6rgaos
subterréneos espessados em plantas herbaceas que atravessam periodos de acimulo de
fotoassimilados durante o seu ciclo de deserwvolvimento. Alguns destes 6rgdos
apresentam caracteristicas escleromérficas e sdo considerados respostas evolutivas a

distrofia do solo, a toxicidade por aluminio, a seca e aqueimaregular.

Os 0Orgéos subterréneos sdo estruturas perenes gue garantem ndo apenas a
sobrevivéncia das plantas durante os periodos de condic¢es ambientais adversas, mas

também, em muitos casos, a reproducéo vegetativa destas plantas (Coutinho 2002).
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2.2. Espécies acumulador as de frutanos

A presenca de frutanos em Asteraceae tem sido bem documentada para a flora que
exibe crescimento sazonal em regides temperadas (Pollard & Amuti 1981) e paraa area
subtropical do cerrado brasileiro, onde as plantas herbaceas estdo sujeitas a periodos de
intensa seca no inverno (Figueiredo-Ribeiro et al. 1986, Tertuliano & Figueiredo-
Ribeiro 1993).

Asteraceae é a familia mais representativa em nimero de géneros e espécies,
congtituindo aproximadamente 17% da flora de angiospermas em uma area restrita do
cerrado de Moji-Guagu (22°35'S e 47°44'W), SP, Brasil. Destas, Vernonia e
Eupatorium si0 0s géneros mais abundantes, compreendendo 5% e 4,5%,

respectivamente.

Enquanto o trabalho de Figueiredo-Ribeiro et al. (1986) reportou para esta mesma
area a vasta a@orréncia de carboidratos sollUveis em 0rgdos subterrdneos de espécies
herbaceas, outro trabalho realizado por Tertuliano & Figueiredo-Ribeiro (1993) mostrou
a predominancia de frutanos do tipo inulina como compostos de reserva em 6rgaos
subterraneos de aproximadamente 60% das espécies de Asteraceae. Esses autores
analisaram trinta e cinco espécies herbaceas de Asteraceae representando seis tribos, e a
presenca de frutanos foi detectada em 19 espécies de Eupatorieae, Heliantheae e
Vernonieae. Esferocristais de inulina foram histologicamente detectados em
aproximadamente 80% de todas as espécies andlisadas Os 0Orgdos subterréneos
estudados apresentaram variagdes em conteldo de &gua, concentracdo de frutanos e

localizac&o histoldgica dos esferocristais de inulina.

A andlise por cromatografia em camada delgada revelou a presenca de séries
homdlogas de inulina em todas essas espécies, embora a proporcdo de varios membros
da série variou entre das. Em todas, com excecdo de uma Vernonieae analisada, 0s
esferocristais encontram-se distribuidos nas células do parénquima de reserva. Em
Heliantheae e Eupatorieae, os esferocristais estéo dispersos no parénquima de reserva
ou associados aos tecidos vasculares (Tertuliano & Figueiredo-Ribeiro 1993). Contudo,
esta descoberta sugere que o contelido de frutanos nos 6rgdos de reserva ndo esta
correlacionado com a presenca e a distribuicdo espacial dos esferocristais de inulina,

embora pareca ser um bom marcador taxondmico entre Asteraceae.
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De todas as espécies analisadas, Vernonia herbacea (Vell.) Rusby (Vernonieag) e
Viguiera discolor Baker (Heliantheae) destacamse pelas altas concentracbes de
frutanos, que atingem até 80% da massa seca dos Orgdos de reserva (Carvalho &
Dietrich 1993, Isgima & Figueiredo-Ribeiro 1993).

Diferentemente de todas as espécies de asteréceas do cerrado acumuladoras de
frutanos, a presenca de frutanos do tipo levano com dto GP em Gomphrena
macrocephala St. Hil., uma Amaranthaceae, foi descrita pela primeira vez (Vieira &
Figueiredo-Ribeiro 1993) e a estrutura molecular foi confirmada posteriormente
(Shiomi et al. 1996). Os frutanos presentes nas raizes tuberosas de G. macrocephala
constituem aproximadamente 50% do peso seco e foram detectados no parénquima do
xilema secundério e nos elementos vasculares xileméticos (Vieira & Figueiredo-Ribeiro
1993).

Em relagdo as espécies de Poaceae, uma das familias mais representativas no
estrato herbaceo do cerrado, os frutanos ndo foram encontrados em nenhuma das 35
espécies analisadas de Panicoideae e Arundinoideae (Moraes et al. 2001).

A capacidade de acumular agUcares que sdo prontamente disponibilizados, como
os frutanos, ao invés de amido, pode ser uma vantagem consideravel de plantas do
cerrado, ndo somente como composto de reserva, mas também na superacdo das

condi¢des ambientais desfavoravel's, especialmente a seca e o fogo.

2.3. Fenologia e sazonalidade da flora acumulador a de frutanos

O ciclo anua de desenvolvimento de espécies herbaceas do cerado é
caracterizado por fases fenolégicas bem definidas (Mantovani & Martins 1988). A
brotacdo das gemas nos Orgdos subterréneos ocorre na primavera, seguido por um
periodo de crescimento aéreo rgpido e desenvolvimento floral que continua durante o
verdo, até o inicio do outono. O crescimento do caule é entdo interrompido e as folhas
comegam a mostrar 0s primeiros sinais da senescéncia, levando a abscisdo das partes
aéreas e a dorméncia da planta. Ao fina do inverno, novas gemas brotam com a quebra
da dorméncia. Para algumas destas espécies como Vernonia herbacea (Carvalho &
Dietrich 1993) (figura 2), Viguiera discolor (Isgima & Figueiredo-Ribeiro 1993) e
Gomphrena macrocephala (Vieira & Figueiredo Ribeiro 1993) este crescimento sazonal
foi bem descrito e associado com variagdes no contelido e composicdo de frutanos nos

Orgéos de reserva.
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Figura 2. Aspecto geral de Vernonia herbacea (Vell.) Rusby
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Em V. herbacea, um declinio no conteido de frutano total, que coincidiu com um
aumento na frutose livre, foi detectado entre as fases de brotac&o e floragdo, indicando a
ocorréncia de mobilizacdo de frutanos dos Orgaos subterréneos armazenadores
associada ao crescimento dos novos ramos aéreos e desenvolvimento floral. Por outro
lado, um aumento no frutano total e a deteccdo do maior comprimento de cadeia de todo
o ciclo fenoldgico — 10,7 kDa — ocorreram ao final da estacdo de crescimento no final
do verdo, indicando um periodo de biossintese de frutanos (Carvalho & Dietrich 1993).

Resultados similares relacionados com a variagdo no conteido de frutanos ao
longo do ciclo fenolégico foram descritos para V. discolor (Isgjima & Figueiredo-
Ribeiro 1993). Plantas desta espécie apresentaram alto conteido de frutanos durante a
dorméncia, contrastando com o baixo contelido nas fases de brotacdo e floracéo.
Durante estas fases, altas quantidades de agUcares de baixa massa molecular e de frutose
livre coincidiram com um periodo de crescimento aéreo, indicando a ocorréncia de
mobilizag&o de frutanos.

O acumulo de frutanos em V. discolor € também influenciado pelo fotoperiodo.
Isgiima et al. (1991) mostrou que fotoperiodos curtos (8-10 h) tiveram um efeito
positivo no espessamento de raizes tuberosas e no acumulo de frutanos. Entre todas as
Asteraceae estudadas, V. discolor é a espécie que acumula o frutano com o maior GP,
com massa molecular média que varia entre 21 e 28 kDa durante o ciclo fenol6gico
(Isgfima & Figueiredo-Ribeiro 1993). Valores similares de massa molecular média
foram também encontrados para outras especies da tribo Heliantheae do cerrado
(Tertuliano & Figueiredo-Ribeiro 1993).

Em G. macrocephala, mudancas no perfil de frutanos incluiram um declinio na
frac8o de polissacarideos e um aumento de monossacarideos ao final da dorméncia, e
aumento de oligossacarideos durante as fases de brotacé@o e vegetativa, como resultado
da mobilizacdo de frutanos. Um aumento gradual no comprimento da cadeia do
polissacarideo ocorreu no inicio da dorméncia, culminando com a massa molecular
média de 37 kDa nadorméncia (Vieira& Figueiredo Ribeiro 1993).

3.ENZIMASDO METABOLISMO DE FRUTANOS
Os frutanos sdo sintetizados em plantas a partir da sacarose por acdo de duas ou

mais frutosiltrarsferases. O perfil de frutanos encontrado em grupos diferentes de
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plantas reflete a diversidade estrut ural destes carboidratos e resulta da agéo de multiplas
enzimas.

Segundo o modelo classico proposto por Edelman & Jefford (1968), duas enzimas
atuam na sintese de frutanos da série da inulina, o mais simples frutano presente em
plantas. A primeira enzima, 1 sacarose: sacarose frutosil transferase (1-SST,
EC 24.1.99), catdisa a transferéncia de uma unidade frutosil de uma molécula de
sacarose para oura, produzindo o trissacarideo 1-cestose, por umareagdo irreversivel. A
segunda enzima, 1 frutano: frutano frutosil transferase (1-FFT, EC 2.4.1.100), catalisa a
transferéncia reversivel da unidade frutosil de uma molécula de frutano com GP = 3
para outra molécula de frutano, ou para a sacarose, resultando em moléculas de frutanos
com comprimentos de cadeias varidveis. Diferencas na afinidade da 1-FFT pelo
substrato doador e receptor resultam em um padréo diferente de polimeros de inulina
(Hellwege et al. 1998, Hellwege et al. 2000, Vergauwen et al. 2003).

Este modelo foi confirmado por outros pesquisadores que verificaram para H.
tuberosus (Koops & Jonker 1996, Lischer et al. 1996) e C. intybus (Van den Ende &
Van Laere 1996) que aincubagdo das enzimas purificadas 1-SST e 1-FFT com sacarose
resultaram na formacdo de inulina com um comprimento de até 20 unidades de frutose.
A vdidade deste modelo in vivo foi também apoiada pela expressdo heterdloga
simulténea de 1-SST e 1-FFT em batatas transformadas (Hellwege et al. 2000) ou em
beterraba (Sévenier et al., 1998). Entretanto, baseado na concentracdo de frutanos
produzido por estas espécies, este modelo é ainda motivo de criticas (Cairns 2003).

Ha especulagdes de que 0 balanco entre a sintese e a degradagéo de inulina sga
mediado pela SST, que é detectavel em tubérculos durante a sintese, mas ndo durante a
mobilizacdo. Devido a agdo reversivel da 1-FFT, o alongamento da cadeia depende da
entrada de carbono via SST, favorecendo a despolimerizacdo quando sua atividade é
ausente (Cairns et al. 2000).

Outras frutosiltransferases estdo envolvidas na biossintese de outras séries:

Sacarose: frutano 6 frutosiltransferase (6-SFT, EC 2.4.1.10) € a enzima mais bem
caracterizada, responsavel pelas ligagdes b{2,6) nos frutanos do tipo levano e
levanos ramificados. Esta enzima catalisa a transferéncia da unidade de frutose da
sacarose para uma ampla variedade de receptores incluindo a sacarose, 1-cestose e
6-cestose, produzindo respectivamente 6-cestose, bifurcose ou frutanos maiores
b2,6) ligados(Duchateau et al. 1995, Wel et al. 2002).
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Frutano: frutano 6G frutosiltransferase (6°-FFT, EC 2.4.1.243) é a enzima
envolvida na biossintese da neosérie, que cataisa a transferéncia da unidade de
frutose de um frutano para o carbono 6 da unidade de glucose da sacarose, formando
o trissacarideo neocestose, ou para a unidade de glucose de outro frutano (Shiomi
1989, Lasseur et al. 2006). A molécula € em seguida alongada com ligagOes 3 (2,1)
ou 3 (2,6), produzindo futanos da neosérie de inulina ou da neosérie de levano,

respectivamente.

A degradacdo de frutanos em frutose e sacarose ocorre pela remocgdo sequencial
das unidades terminais de frutose pela acéo da frutano exohidrolase (FEH). Dois tipos
principais de FEHs podem ser distinguidos, dependendo do tipo de ligagcdo que esta
hidrolisa: a 1-frutano exohidrolase (1-FEH, EC 3.2.1.153) que atua sobre ligacOes 3
(2,2) e a 6-frutano exohidrolase (6-FEH, EC 3.2.1.154) que atua sobre ligagdes 3 (2,6).
Entretanto, uma FEH que hidrolisa ambas ligactes 3 (2,1) e 3 (2,6) foi purificada de H.
vulgare (Henson & Livingston 1998) enquanto FEHs que hidrolisam preferencialmente
ligacOes 3 (2,6) foram purificadas de Avena sativa (Henson & Livingston 1996) e de T.
aestivum (Kawakami et al. 2005). Adicionamente, a presenca de isoformas de FEH
atuando na mobilizacdo de frutanos foi reportada para diferentes espécies, como
exemplificado paraH. tuberosus (Edelman & Jefford 1964), C. intybus (Claessens et al.
1990, Van den Ende et al. 2002), Lolium rigidum Gaud (Bonnett & Simpson 1993), T.
aestivum (Van den Ende et al. 2003, Van den Ende et al. 2005, Van Riet et al. 2006) e
V. herbacea (Asega et al. 2004).

Além do seu papel na degradacdo de frutanos durante a mobilizacdo, as FEHs
podem também estar envolvidas na biossintese de 6-cestose a partir da hidrélise da
bifurcose (Bancal et al. 1992) ou podem ser ativadas durante a biossintese de
graminanos de cevada (Henson 1989, Bancal et al. 1991) e de trigo (Van den Ende
2003) estando envolvidas no recorte deste tipo de frutano ramificado.

O tamanho do polimero de frutose armazenado em érgdos de reserva varia entre
as espécies. As variagbes nos comprimentos de cadeia dos polimeros de inulina em
diferentes espécies de Asteraceae poderiam ser: a) 0 resultado de caracteristicas
enziméticas diferentes de 1-FFTs €/ou b) o resultado de diferencas na atividade da FEH
gue definem o comprimento da inulina caracteristico de uma dada espécie (Itaya et al.
2002, Van den Ende et al. 2003). Umavez que a composicdo de frutanos pode variar

dependendo do estadio de desenvolvimento dos Orgdos das plantas, bem como de
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fatores ambientais, a expressdo tempo-especifico cas enzimas ou isoenzimas poderia

também ser responsavel pelo comprimento do polimero (Hellwege et al. 1998).

3.1. Enzimas do metabolismo de frutanos em Aster aceae do cerrado

Vernonia herbacea

A variagdo no perfil de frutanos observada ao longo do ciclo fenolégico em
rizoforos de V. herbacea ocorreu concomitantemente as mudancgas nas atividades das
enzimas do metabolismo de frutanos durante o ciclo. A atividade de 1-FEH foi elevada
somente durante a brotacdo, na primavera, enquanto em outras fases fenoldgicas a
atividade desta enzima foi muito baixa. Resultados similares foram reportados para T.
officinale (Rutherford & Deacon 1974), C. intybus (Van den Ende & Van Laere 1996) e
H. tuberosus (Marx et al. 1997) e sdo consistentes com a necessidade de mobilizacdo de
carboidratos estocados para o crescimento na primavera.

Aumento na atividade da 1-FEH em V. herbacea durante a brotagéo e crescimento
foi confirmado quando a brotacdo foi induzida pela excisdo dos ramos aéreos (Asega &
Carvalho 2004) (figura 3). Este aumento ocorreu concomitantemente ao alongamento
dos novos ramos, indicando que a atividade de hidrdlise de frutanos esté associada néo
somente com a brotacdo, mas também com o crescimento dos ramos. Um declinio na
atividade de 1-SST precedeu o0 aumento da atividade de 1-FEH e parece estar associado
com a interrupcdo de translocagdo de fotoassimilados para os rizéforos. Este resultado
indica que a atividade de 1-SST depende de um fluxo constante de fotoassimilados para
o local principal dasintese de frutanos. A atividade de 1-FFT esteve sempre presente,
embora tenha mostrado uma diminuicdo durante o periodo analisado. A atividade
continua de 1-FFT, entretanto € uma indicagdo de que esta enzima atua diminuindo o
tamanho da cadeia durante a mobilizag&o, favorecendo a subseqiente atividade de 1-
FEH.
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Figura 3. Aspecto geral de planta de Vernonia herbacea (Vell.) Rusby apds 20 dias de
excisdo dos ramos aéreos, periodo no qual foi detectado o aumento da atividade de 1-
FEH nos rizéforos da planta. Em destague sdo apresentadas as regifes proximal,

mediana e distal do rizéforo de Vernonia herbacea.

Um grande aumento na atividade de 1-FEH, acompanhado de uma diminuicéo
nos niveis de frutanos, como observado em V. herbacea apés a excisdo dos ramos
aéreos, também foi detectado em raizes de yacon (Polymnia sonchifolia Poep& Endl)
apos a ocorréncia de ventos fortes que causaram sérios danos ao aparato fotossintético
das plantas (Fukai et al. 1997). Um aumento na atividade de 1-FEH e uma diminuicéo
da atividade de 1:SST foram também detectados em plantas jovens de chicoria que
foram submetidas a desfolhacdo (C. intybus) (De Roover et al. 1999). Os autores
sugeriram que, como as mudangas nas atividades destas enzimas foram em direcOes
opostas, um mesmo efetor regularia 0s genes que codificam estas duas enzimas, de
maneiras opostas. um repentino aumento de sacarose poderiainduzir o gene da 1-SST e
inibir o gene da 1-FEH.

A mobilizagdo de frutanos pela agdo da TFEH em espécies tropicais, como
exemplificado por V. herbacea, é similar aquela verificada para espécies de Asteraceae

14
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acumuladoras de frutanos de regides temperadas, levando-se em consideracdo as
diferentes condic¢les climéticas A mobilizacdo de frutanos pela agdo da LFEH esta
associada com a brotacdo e crescimento inicial do caule apds a excisdo dos ramos,
confirmando o model o descrito para outras Asteraceae e algumas Poaceae. Foi sugerido
também que em V. herbacea a 1-FFT estgja envolvida na mobilizacdo em resposta @
aumento da demanda de energia da planta.

InformagOes adicionais a respeito do metabolismo de frutanos em V. herbacea
referem-se a distribuicdo espacial de frutanos e das enzimas do seu metabolismo nos
rizéforos.

O rizéforo de V. herbacea € um sistema caulinar subterréneo (Hayashi &
Appezzato-da-Gléria 2005) com crescimento geotrépico positivo, sendo o dpice (regido
distal) a regido que apresenta os tecidos mais jovens. A brotacdo de ramos agreos ocorre
pelo desenvolvimento de gemas localizadas no extreno oposto do rizéforo, na regido
proximal.

O contetdo de frutanos e as atividades enzimaticas foram analisados nas regifes
distal, mediana e proxima dos rizéforos de plantas em diferentes fases fenoldgicas
(Portes & Carvalho 2006). Os resultados mostraram uma distribuicdo espaco-temporal
das atividades de 1-SST, 1-FFT, invertase e 1-FEH com um gradiente decrescente de
atividade biossintética da regido distal para regido proximal do rizoéforo durante a fase
vegetativa e um gradiente crescente de atividade de despolimerizagcdo no sentido distal-
proximal do rizoéforo na fase de brotacéo. A atividade de 1-SST foi praticamente ausente
nes fases de brotacdo e dorméncia, enquanto a atividade de 1-FEH ocorreu
principalmente em plantas induzidas a brotacdo. A atividadede 1-FFT foi verificada em
todas as fases fenoldgicas e nas trés regides do rizoforo e o padrdo principal de
distribuicéo espacial desta atividade ao longo do eixo do riz6foro foi geralmente similar
ao observado paraa 1-SST.

O contetido e a composi¢éo de frutanos variaram ao longo do eixo do rizéforo e
nas fases de desenvolvimento. Altas concentracdes de fruto-oligossacarideos na regido
distal, detectadas em todas as fases fenolOgicas, com excecdo da fase de brotacéo,
caracterizam estes tecidos como ativos para a sintese de frutanos e corroboram a
atividade elevada de 1-SST encontrada nesta regido durante a maior parte do ciclo de
desenvolvimento da planta. O comprimento da cadeia de frutanos também variou; o
tamanho médio aumentou gradualmente dos tecidos jovens da regido distal (7,4 kDa)

em direcdo aos tecidos velhos da regido proxima (9,6 kDa) do rizéforo. Em relacéo as
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fases de desenvolvimento, a massa molecular média foi discretamente superior na
brotacdo induzida e na dorméncia (Portes & Carvalho 2006).

Viguiera discolor

Em V. discolor, a excisdo dos 6rgéaos aéreos também resultou em aumento na
atividade da 1-FEH nas raizes tuberosas acompanhando a brotacéo.
Surpreendentemente, esta enzima foi mais ativa sobre frutanos de baixa massa
molecular do que sobre a inulina de alto GP extraida da propria planta (Degasperi et al.
2003). Com relacdo a afinidade pelo substrato, a preferéncia desta enzima por fruto-
oligossacarideos ndo difere das outras 1-FEHSs de Asteraceae.

Itaya et al. (1999) verificaram que a biossintese de frutanos nestas plantas ocorre
principalmente no inicio da dorméncia, em raizes tuberosas em crescimento, e diminui
durante a brotacdo. Extratos enziméticos de raizes tuberosas permaneceram estaveis por
pelo menos duas semanas durante a incubacdo com 1-cestose e nistose, o tri- € 0
tetrassacarideo da série de inulina, respectivamente, catalisando a producéo in vitro de
fruto-oligossacarideos e -polisscarideos com GP de 16 e 70 (Itaya et al. 1997). Estes
resultados demonstram a importéncia da selecdo do material em uma fase de
desenvolvimento especifica para se avaliar a capacidade do aparato enzimético da
planta em sintetizar in vitro o perfil e o tamanho predominante de frutanos encontrados
invivo.

A presenca de frutanos com GP elevado em algumas espécies de Asteraceae tem
sido atribuida as propriedades das suas 1-FFTs. A inulina armazenada nas raizes
tuberosas de C. intybus e nos tubérculos de H. tuberosus apresentam um GP médio de
10 enquanto as de Echinopsritro L. e C. scolymus apresentam um GP médio de 30 e 65,
respectivamente (Hellwege et al. 1998, Hellwege et al. 2000, Vergauwen et al. 2003).
Hellwege et al. (1998) sugeriram que as diferencas nos tamanhos das cadeias de
frutanos, como exemplificado por estudos com H. tuberosus e C. scolymus, séo
dependentes da afinidade da 1-FFT aos substratos 1-cestose e nistose Para a 1-FFT de
H. tuberosus, a preferéncia € por frutanos com GP baixo enquanto para a 1-FFT de C.
scolymus a preferéncia € por GP elevado. Semelhantemente, a inulina com GP elevado
encontrada em E. ritro pode ser atribuida & presenca de uma 1-FFT capaz de sintetizar
frutanos com GP elevado, que apresenta maior afinidade por inulina de cadeias longas

como substrato receptor, em comparagdo com a XFFT de C. intybus que produz
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frutanos de GP baixo e apresenta maior afinidade pela sacarose, frutose e pela 1-cestose
como substratos receptores (Vergauwen et al. 2003).

Em V. discolor, 0 GP médio de frutanos acumulados nas raizes tuberosas varia
entre 130 na fase de floracdo e 170 no finad da dorméncia (Isgjima & Figueiredo-Ribeiro
1993). O cDNA que codifica a 1-FFT de V. discolor foi clonado e a sua expressdo em
sistema heterdlogo foi realizada utilizando-se Pichia pastoris como o organismo
hospedeiro de expressao. Apés a incubagdo com 1-cestose e com uma mistura de oligo-
inulina (Neosugar), a enzima recombinante produziu in vitro a inulina com GP elevado
similar ao produzido in vivo. Foi demonstrada auséncia das atividades de invertase e 1-
SST pela enzima recombinante que, por outro lado, apresentou maior afinidade por GP
= 6 do que por sacarose ou por fruto-oligossacarideos com GP baixo (Van den Ende et
al. 2005). O cDNA da 1-FFT de V. discolor (tribo Heliantheae), que sintetiza frutanos
de GP elevado, apresenta 76% de identidade com a 1-FFT de C. intybus (tribo
Cichorieae), que sintetiza frutanos com GP baixo, e com a 2FFT de E. ritro (tribo
Cardueae), que sintetiza frutanos com GP elevado. A identidade de 87% com a 1-FFT
de H. tuberosus, (tribo Heliantheae), que sintetiza frutanos com GP baixo, €
consideravelmente alta. Considerando-se apenas a sequéncia que codifica a proteina
madura, a identidade da 1-FFT de V. discolor com a sequéncia da 1-FFT de H.
tuberosus aumentou para 90%. Por esta razéo, a maior identidade foi encontrada entre
as 1-FFTs das espécies que pertencem a mesma tribo, porém com diferente
predominancia de tamanhos de frutanos.

4. PAPEL FISIOLOGICO NA TOLERANCIA A SECA

O papd dos frutanos na tolerancia ao frio e a seca vem sendo estudado por véarios
autores (Pontis & Del Campillo 1985, Puebla et al. 1997, Konstantinova et al. 2002).
Foi sugerido que os frutanos atuam como reguladores osmaticos (Spollen & Nelson
1994). Segundo Hendry and Wallace (1993), as teorias de sobrevivéncia a baixas
temperaturas e regulagdo osmética se unem em um Unico aspecto, O crescimento
sazonal das plantas. Como ja nencionado, as espécies que contém frutanos séo mais
abundantes em regides onde o crescimento ocorre primordialmente em certas fases do
ciclo anual da planta, por exemplo, em regides que apresentam regime sazonal de
chuvas. Plantas acumuladoras de frutanos crescem em regides aridas e muito quentes do
Mexico, como por exemplo, Agave spp. (Agavaceae) (MancillaaMargalli & Lopez
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2006) e em regibes muito frias da Antartica, como por exemplo, Deschampsia
Antarctica Desv. (Poaceae) e Colobanthus quitensis (Kunth) Bartl (Cariophyllaceae), as
duas Unicas angiospermas que colonizaram as ilhas Antarticas (Bravo et al. 2001).

O envolvimento dos frutanos na tolerdncia a seca foi evidenciado por
experimentos com plantas transgénicas que demonstraram a capacidade das plantas de
tabaco de sintetizarem frutanos do tipo levano. Essas plantastiveram atolerancia a seca
intensificada quando comparadas com as plantas selvagens (Pilon-Smits et al. 1995,
Pilon-Smits et al. 1999). As membranas sdo as primeiras afetadas pelo efeito do
congelamento e da dessecagdo, causando injuria nas células. Foi sugerido que os
frutanos atuam na estabilizacéo das membranas sob essas condi¢des estressantes (Demel
et al. 1998). Posteriormente, Vereyken et al. (2001) revelaram que tanto o levano
guanto a inulina interagiram com as membranas compostas de fosfolipideos, o que
apoia a hipotese de que os frutanos atuam na protegdo das membranas durante o periodo
de seca em plantas.

A ampla ocorréncia da flora acumuladora de frutanos na regido do cerrado aliada
a0 fato de que estas plantas atravessam periodos de seca durante seu ciclo anua de
desenvolvimento reforca a hipotese de que os frutanos atuam na toleréncia a seca A
estacdo seca no cerrado tem a duracéo de pelo menos trés meses e coincide com as
baixas temperaturas caracteristicas do inverno. Experimentos de suspensdo de rega com
V. herbacea mostraram que o déficit hidrico esta associado a mudancas no crescimento
da planta e a0 metabolismo de frutanos. Foram verificados em plantas submetidas a
diferentes frequéncias de regas a reducdo da area e do nimero de folhas e o aumento da
frutose livre e da sacarose (Dias-Tagliacozzo et al. 2004). Segundo esses autores,
enquanto o contelido de agua no solo diminui, o conteldo de &gua dos rizéforos
permanece praticamente inalterado nos primeiros 30 dias de suspensdo de rega, devido,
pelo menos em parte, adiminuic¢do do potercia hidrico. Apds 30 dias de suspensdo de
rega, as plantas apresentaram os maiores conteldos de fruto-oligossacarideos e
-polissacarideos. Estudos mais recentes sobre a suspensdo de rega em V. herbacea
mostraram que aumentos nas atividades da 1-SST e 1-FFT no inicio do periodo de seca
contribuiram para 0 aumento no contetido de frutanos, enquanto o aumento da frutose
livre detectado ao final do periodo de seca foi atribuido ao aumento da atividade de 1-
FEH (Carvaho, dados n&o publicados).

Considerando-se a distribuicdo geogréfica da flora acumuladora de frutanos e os

resultados experimentai s obtidos até o presente pode-se atribuir aos frutanos a tolerancia
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a seca. Entretanto, uma associacdo direta ndo pode ser feita entre este papel
ecofisioldgico e o comprimento do polimero de frutano. Plantas de E. ritro, C. scolymus
e V. discolor sdo até o0 presente as Unicas asteraceas nas quais foi detectada a enzima 1-
FFT capaz de sintetizar polimeros de frutanos com GP elevado. Contudo, as espécies
acumuladoras de inulina com GP baixo, como V. herbacea, e com GP elevado, como V.
discolor, co-existem na vegetacdo do cerrado (Carvaho & Figueiredo-Ribeiro 2001).
As duas espécies estdo submetidas aos mesmos fatores de estresses, necessitam
igualmente superar a deficiéncia hidrica a que estdo sujeitas durante parte do seu ciclo
devida

5. PRODUTIVIDADE E USO POTENCIAL DOS FRUTANOS DA FLORA DO
CERRADO

Os frutanos sdo considerados compostos pré-bidticos uma vez que promovem um
crescimento seletivo de bactérias no colon, como lactobacilos e bifidobactérias
(Cummings et al. 2001). Devido aconfiguragdo b do C, anomérico das unidades de
frutose que congtituem o frutanos, os frutanos do tipo inulina resistem a hidrolise pelas
enzimas digestivas intestinais, sendo classificados como carboidratos ndo digeriveis e
assim considerados fibras dietéticas. Os frutanos podem também estimular a absorcéo
de cdcio, dém de atuarem, possivelmente, na prevencdo do cancer de cdlon
(Roberfroid 2005).

Desta forma, h4 um interesse crescente no uso de frutanos como ingrediente
alimentar, sendo indicado como alternativa para adocantes de baixa caloria, fibras
dietéticas e substituto de gorduras (Ritsema & Smeekens 2003).

Atuamente, o frutano usado na industria € principalmente a inulina de GP baixo
extraida de raizes de C. intybus. A desvantagem destes oligossacarideos de GP baixo é a
sua rapida fermentagdo na regido proximal do cdlon, estimulando o crescimento de
bactérias benéficas nesta regido. O uso de inulinas de GP elevado, que sdo degradadas
lentamente, como aditivo alimentar, permitiria uma funcdo benéfica ao longo de todo o
comprimento do colon (Roberfroid 2005). Com relacéo as inulinas de GP elevado, a
enzima recombinante 1-FFT de V. discolor capaz de sintetizar frutanos de GP elevado
(Van den Ende et al. 2005) apresentaria vantagens na aplicacdo biotecnoldgica, com
vistas a producdo dessas inulinas para 0 uso nas industrias alimenticia e outras. A

introducdo do gene da 1-FFT de V. discolor em plantas de C. intybus ou em outra planta
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do cerrado, como, por exemplo, V. herbacea, seria uma Otima alternativa para a
producéo de inulina de GP elevado.

Uma dternativa adicional para a producéo de frutanos de GP elevado de V.
discolor é apropagacdoin vitro (Itayaet al. 2005). Plantas de V. discolor propagadasin
vitro e calos originados de nés caulinares destas plantas apresentaram razéo 1-SST/1-
FFT < 1, o que indica intensa atividade de sintese, e produziram frutanos do tipo inulina
de GP devado semelhantes aos encontrados em plantas crescidas em condigoes
ambientais naturais, porém em baixas concentracdes. Este problema poderia ser
solucionado por meio de melhoramento das condigdes de cultura

Outro uso importante dainulina é a sua aplicacdo na determinacdo da funcéo renal
em seres humanos e animais de laboratério (Brenner et al. 1986). Quando devidamente
preparada, a inulina é fisiologicamente inerte e ndo tdxica. A avaliacéo ch taxa de
filtragdo glomerular em ratos Wistar machos, usando inulina de V. herbacea mostrou
gue seu desempenho é similar ao da inulina comercial de Dahlia (Sigma) comumente
utilizada para este fim (Dias- Tagliacozzo et al. 1996).

Assim, V. herbacea € outra espécie com potencial tecnol égico para a producéo de
inulina, embora ndo sgja ainda uma espécie cultivada. Aspectos da nutricdo mineral, do
crescimento da planta e da alocagéo de biomassa foram investigados com o objetivo de
aumentar a biomassa do rizéforo e a producéo de inulina (Teixeiraet al. 1997, Carvalho
et al. 1998, Cuzzuol et al. 2003, Cuzzuol et al. 2005). Carvalho et al. (1997) mostraram
gue plantas de V. herbacea cultivadas por dois anos consecutivos apresentaram
riz6foros novos ja nos primeiros seis meses de crescimento com aproximadamente 40%
da massa seca de frutano.

No primeiro experimento de producdo em campo, utilizando uma area do cerrado,
a producgo de inulina por plantas de V. herbacea atingiu 0,522 ton ha* ap6s dois anos
de cultivo (Carvaho et al. 1998). No segundo, plantas com seis meses de idade tratadas
com nitrogénio nas concentragdes de 0 a 24 kg N ha™* apresentaram concentraggo baixa
de frutanos e aumento em atura, area foliar, massa seca dos 6rgaos aéreos e dos
rizoforos relacionados com o aumento da concentracdo de nitrogénio. Em plantas com
doze meses tratadas com nitrogénio nas concentraces entre 6 e 12 kg N ha'l, o
crescimento foi estimulado enquanto a producdo de frutanos aumentou somente sob
tratamento com 24 kg N ha. Nestas plantas, verificouwse um aumento de 70% na
producdo de inulina, sem que mudancgas no perfil dos frutanos fossem detectadas, e com

uma estimativa de producéo de 0,5 ton ha ! (Cuzzuol et al. 2003), semelhante &
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producdo obtida no primeiro experimento em plantas apds dois anos de cultivo.
Portanto, a aplicacio de 24 kg N ha'! foi efetiva na producdo de frutanos em plantas de

V. herbacea.

6. CONSIDERACOESFINAIS

Atuamente, a inulina produzida para fins comerciais é obtida, principalmente de
raizes de C. intybus. O cerrado brasileiro e sua vasta diversdade de espécies
acumuladoras de frutanos seria uma aternativa para a producdo de inulina. Embora as
plantas de cerrado sejam adaptadas aos solos oligotroficos, seu crescimento e
produtividade podem ser estimulados por aplicagdo de nutrientes minerais. A producdo
de inulina de GP elevado pode ser obtida pelo uso da enzima recombinante 1-FFT de V.
discolor e por cultivo in vitro dessas plantas, que representam alternativas promissoras
em termos de aplicacdo biotecnol dgica.

O uso da inulina de plantas do cerrado brasileiro pode ser ampliado, se
considerarmos a utilizagdo de microorganismos capazes de produzir inulinases
extracelulares, que sdo associados a flora que contém frutanos, (Figueiredo-Ribeiro et
al. no prelo). A atividade elevada destas enzimas e o0 contelido elevado de inulina em
Orgéaos subterréneos de reserva em espécies do cerrado sdo fontes potenciais para a
producdo comercia de frutose livre e de outros derivados de inulina. Do ponto de vista
fisoldgico, o estudo do metabolismo de frutanos da flora do cerrado pode contribuir

para a elucidacéo do papel ecofisiol6gico na adaptacéo das plantas a seca.
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Resumo

Vernonia herbacea (Vell.) Rusby € uma espécie nativa do cerrado brasileiro que
apresenta crescimento sazona e 6rgaos subterrneos de reserva, denominados rizéforos,
gue acumulam altas concentragdes de frutanos do tipo inulina. A enzima responsavel
pela despolimerizacdo de frutanos é a 1-FEH. A atividade mais elevada desta enzima é
detectada principamente em riz6foros de plantas em brotacdo natural e de plantas
induzidas a brotacéo pela excisdo dos 0rgdos aéreos. Esta atividade de 1-FEH pode ser
ainda intensificada pelo armazenamento no frio das plantas induzidas a brotac&o. Este
trabalho teve como objetivo a purificacdo de 1-FEHs em plantas em fase de brotacdo
natural. A metodologia utilizada consistiu de precipitagdo com sulfato de amonio,
cromatografia de afinidade em coluna ConA e cromatografia de troca idnica e resultou
na separacdo de diversas fragcbes com atividade de :FEH e no isolamento de uma
invertase com massa molecular de 60 kDA estimada por SDS-PAGE. A separacdo das
1-FEHSs das invertases foi obtida com a utilizacdo da coluna de troca anidnica. As
atividades da 1-FEH e da invertase foram determinadas por colorimetria e por
HPAEC/PAD, respectivamente. A fracdo 4A apresentou fatores de purificacdo de 179 e
94, utilizando inulina e nistose como substrato, respectivamente e baixa atividade
invertadsica. As fragfes obtidas de plantas em fase de brotacdo natural apresentaram um
comportamento diferente em coluna de troca anidnica quando comparado com o das
fracbes obtidas de plantas induzidas a brotagdo e armazenadas no frio, indicando a
presenca de diferentes isoformas de :-FEH em ambas as preparagdes. Os resultados
obtidos sugerem que durante o processo de brotacdo, natural ou induzido, a mobilizacdo
de frutanos ocorre por um conjunto de proteinas com atividade hidrolitica que diferem

na sua estrutura fisica e quimica.
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Abstract

Vernonia herbacea (Vell.) Rusby is a native species from the Brazilian cerrado
presenting a seasonal growth pattern. Its underground organs, named rhizophores,
accumulate high levels of inulin-type fructan. FEH is the enzyme responsible for fructan
depolimerization. The highest FEH activity in rhizophores is detected mainly during
sprouting and in plants induced to sprouting by defoliation This FEH activity is also
enhanced by cold storage of the induced plants. The aim of this work was the
purification of 1-FEH from rhizophores of sprouting plants. A combination of
ammonium sulphate precipitation, ConA affinity chromatography and ion exchange
chromatography allowed the separation of severa fractions with FEH activity and one
soluble invertase with molecular mass of 60 kDa estimated by SDS-PAGE. The
utilization of anion exchange column allowed the separation of FEH from invertases.
Enzymatic activities were determined by colorimetry and by HPAEC/PAD. All
fractions with FEH activity were shown to be glycoproteins. This protocol allowed a
179 and 94 — fold purification of fraction 4A using inulin and nystose as substrates,
respectively. Thisfraction also showed low invertase activity. Fractions presenting FEH
activity obtained from sprouting plants showed different behavior in anion exchange
column when compared to fractions obtained from plants induced to sprouting by
defoliation and cold storage, indicating differences in the isoforms of FEH from both
preparations. Results suggest that during the sprouting process, either natural or induced
by defoliation, fructan mobilization occurs by a set of protein with hydrolytic activity

which differsin its physical and chemical structure.
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INTRODUCAO

Levantamentos floristicos realizados no cerrado da Reserva Bioldgica e Estagéo
Experimental de Moji-Guagu (SP) mostraram a predominancia de especies de
Asteraceae no estrato herbaceo (Mantovani 1983). Tertuliano & Figueiredo-Ribeiro
(1993), estudando espécies herbéceas de Asteraceae nesta mesma &rea restrita do
cerrado, mostraram que 60% das espécies que apresentam Orgdos subterrdneos
espessados acumulam frutanos como principal carboidrato de reserva. Dentre estas
espécies destaca-se Vernonia herbacea (Vell.) Rusby, espécie nativa, com frutanos com
GP médio de 40 (Carvalho et al. 1997).

O cerrado caracteriza-se pela sazonalidade bem definida e regime de &gua que
inclui verdo Umido e inverno seco, em geral com duragdo de cinco meses, e por sua
vegetacdo floristica e fisonomicamente diversa (Coutinho 2002). A maioria das
espécies ricas em frutanos encontra-se em areas onde o crescimento € sazonal (Pontis &
Del Campillo 1985). Este conhecimento foi aprofundado por Hendry & Wallace (1993)
gue confirmaram que a expansdo da flora que contém frutanos coincidiu com o
desenvolvimento da sazonalidade durante o Eoceno-Mioceno. O periodo Mioceno foi
caracterizado pelo aparecimento e a expansao das vegetacdes de savana e cerrado.

V. herbacea apresenta um ciclo sazonal de crescimento bem definido (Carvalho
& Dietrich 1993) e acumula os frutanos nos 6rgdos subterréneos espessados, de
estrutura caulinar, denominados rizéforos por Menezes et al. (1979) para outras
espécies do género. Os rizoforos sdo responsaveis pela reproducdo vegetativa da espécie
por apresentarem gemas axilares que ddo origem aos ramos aéreos (Hayashi &
Appezzato-da-Gloria 2005), aém de atuarem como 0Orgaos de reserva para a planta,
acumulando até 80% do seu peso seco em inulina (Carvalho & Dietrich 1993). Esses
autores detectaram diferencas na concentracéo e no tamanho das cadeias de frutanos nos
Orgaos de reserva dessa planta em diferentes fases fenol6gicas. Entre agosto e setembro
ocorre a brotagcdo dos ramos aéreos pelo desenvolvimento das gemas presentes nos
rizéforos, principalmente daguel as proximas a superficie do solo, naregido proximal do
orgdo. A floragdo ocorre logo apods a brotacéo. Foi observado o declinio do contelido de
frutanos entre as fases de brotacdo e floragdo, indicando a mobilizacdo desses
carboidratos para suprir a demanda energética da planta durante o crescimento da parte
aérea e desenvolvimento floral, apos a fase de dorméncia. Segundo Carvalho & Dietrich
(1993), variagdes nas concentractes de frutanos nos rizéforos durante o ciclo fenol6gico

desta planta indicam processos de sintese e despolimerizacdo destes compostos e
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confirmam o papel de reserva destes carboidratos. Além das variagdes nos teores e na
composicdo de frutanos nas diferentes fases fenoldgicas, variagbes na concentragéo de
frutanos também foram observadas ao longo do comprimento dos rizéforos, entre as
regioes proximal, mediana e distal (Portes & Carvalho 2006).

Os frutanos sdo polimeros de frutose, sintetizados a partir da sacarose. Os
frutanos do tipo inulina, encontrados em espécies de Asteraceae, $0 baseados no
trissacarideo 1-cestose e apresentam unidades de frutose unidas por ligacfes do tipo
b(2,1). Outro tipo de frutano € o levano, encontrado em espécies de Poaceae e Liliaceae
e também sintetizado por bactérias; esses frutanos sdo baseados no trissacarideo 6
cestose e apresentam unidades de frutose unidas por ligagdes do tipo % (2,6) (Pollock
et al. 1996). Nas células, os frutanos e as enzimas envolvidas em seu metabolismo sdo
encontrados no vacuolo (Frehner et al. 1984), embora a presenca da enzima responsavel
pela sua degradacao tenha sido detectada também no fluido apoplastico (Livingston &
Henson 1998, Van den Ende et al. 2005).

Segundo modelo proposto por Edelman & Jefford (1968), para tubérculos de
Helianthus tuberosus L., os frutanos sdo sintetizados pela acdo de duas enzimas. A
primeira enzima é a 1-sacarose: sacarose frutosiltransferase (1-SST, EC 2.4.1.99) que
catalisa irreversvelmente a formagdo de 1-cestose e a outra € a 1-frutano: frutano
frutosiltransferase (1-FFT, EC 2.4.1.100) que catalisa a transferéncia reversivel de
unidades terminais de frutose de uma molécula doadora para uma receptora.

Segundo esse mesmo modelo, a hidrolise de frutanos ocorre pela remocéo
sequencia das unidades terminais de frutose por uma frutano exohidrolase (FEH). Esta
enzima ndo atua sobre a ligacdo glicosidica da sacarose. Os principais produtos da FEH
sdo a frutose e a sacarose, sendo a enzima fortemente inibida por esta Ultima (Edelman
& Jefford 1964). Como os aglcares sao transportados nas plantas na forma de sacarose,
deve haver uma conversdo de frutose para glucose, para formar sacarose que entdo sera
transocada para fora da célula. Dependendo do tipo de ligagdo entre as unidades de
frutose que é hidrolisada, pode-se distinguir a 1-frutano exohidrolase (1-FEH, EC
3.2.1.153), enzima que hidrolisa ligaces b(2,1), da 6-frutano exohidrolase (6-FEH, EC
3.2.1.154), enzima que hidrolisa ligages b (2,6).

O principal papel das FEHs em plantas acumuladoras de frutanos € mobilizar
reservas quando a demanda energética da planta aumenta, como, por exemplo, em

situacBes de fotossintese reduzida ou de dano ao aparato fotossintético. Aumento na
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atividade da FEH nos 6rgaos subterréneos de reserva foi relacionado a brotacdo de
Orgdos aéreos em varias espécies de Asteraceae, sgja durante o ciclo norma de
desenvolvimento, conforme demonstrado em Taraxacum officinale (Web.) Wigg
(Rutherford & Deacon 1974), Cichorium intybus L. (Van den Ende & Van Laere 1996)
e H. tuberosus (Marx et al. 1997), seja em plantas induzidas a brotacéo apos a retirada
dos 6rgéos aéreos, conforme observado em Polymnia sonchifolia Poep & Endl (Fukai et
al. 1997), C. intybus (De Roover et al. 1999a) e em Viguiera discolor (Degasperi et al.
2003). Estudos realizados durante o ciclo fenologico em V. herbacea mostraram que a
FEH presente nos rizéforos apresenta atividade elevada apenas na época de brotacéo
(Ribeiro Sobrinho et al. 1996) e que esta enzima pode ser induzida, em outras fases
fenoldgicas, pela excisdo e rebrota de seus ramos aéreos (Asega & Carvalho 2004). Esta
atividade elevada de FEH pode ser observada, especialmente, na regido proximal dos
rizoforos de plantas em brotacdo natural ou induzida, regido onde ocorre o
desenvolvimento das gemas que ddo origem aos ramos aéreos (Portes & Carvaho
2006).

O aumento da atividade de FEH em plantas de V. herbacea induzidas a brotacéo
foi intensificado pelo armazenamento dos rizoforos no frio (Portes 2005). O efeito
promotor do frio na atividade da FEH j& havia sido detectado em plantas de C. intybus.
Este aumento induzido pela baixa temperatura resulta no aumento de hexoses e frutanos
de baixo GP, responsaveis pelo aumento da pressdo osmética que poderia promover a

tolerancia ao frio (Van den Ende & Van Laere 1996).

A compreensdo do modo de atuacdo da FEH depende de estudos bioquimicos e
moleculares como a purificacdo, a clonagem dos genes e andlises de expressdo desta

enzima

Até o presente, varias FEHs foram purificadas até a homogeneidade
eletroforética, a partir de diferentes espécies vegetais e o papel que estas desempenham
no desenvolvimento vegetal foi mais bem discutido, na maioria dos casos, como
exemplificado para a 6-FEH de Dactylis glomerata L. (Yamamoto & Mino 1985); 1-
FEH | de C. intybus (Claessens et al. 1990); FEH de Avena sativa L. (Henson &
Livingston 1996); 1-FEH de H. tuberosus (Marx et al. 1997); 6-FEH de Lolium
perenne L. (Marx et al. 1997b); FEH de Hordeum vulgare L. (Henson & Livingston
1998); 1-FEH llae 1-FEH I1b (De Roover et al. 1999b, Van den Ende et al. 2001) de C.
intybus, 1-FEHw1 e 1-FEHw2 de Triticum aestivum L. (Van den Ende et al. 2003), 6-
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FEH de Beta vulgaris L. (Van den Ende et al. 2003b), 6 KEHw1 e 66 KEHwW2 de T.
aestivum (Van den Ende et al. 2005) 6-FEH (Atcw INV3) e 6& 1-FEH (AtcwINV6) de
Arabidopsis thaliana L. (De Coninck et al. 2005), 6& 1-FEH (Kawakami et al. 2005) e
6-FEH (Van Riet et al. 2006) ambas de T. aestivum.

Estudos de purificagdo da FEH de V. herbacea possibilitaram o isolamento de
guatro fracbes com atividade de FEH em rizéforos armazenados no frio por sete dias,
obtidos de plantas submetidas a brotacdo pela excisdo dos ramos aéreos (Asega 2003).
Foi sugerido que estas fragcoes ativas poderiam ser resultantes da expressdo de isoformas

de FEH induzidas por esses tratamentos.

Em vista dos altos teores de frutanos encontrados em V. herbacea, da importancia
do conhecimento do metabolismo de degradacdo de frutanos e do papel que estas
substéncias desempenham na adaptacéo das plantas ao cerrado, este capitulo tem como
objetivo a purificagdo das enzimas envolvidas na degradacdo dos frutanos, as FEHS,

durante o processo de brotagéo.
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MATERIAL E METODOS

Material Vegetal
Foram utilizados rizoforos de plantas de Vernonia herbacea (Vell.) Rusby
(SP 169567) em fase de brotagdo natural em setembro de 2003, cultivadas em viveiro da

Reserva BiolOgica e Estagéo Experimental de Moji-Guagu.

Extracgéo e purificagdo das frutano-exohidrolases

Os rizéforos (2,23 kg) foram homogeneizados em liquidificador em tampéo
citrato-fosfato 50 mM pH 5,5, contendo 5 mM de é&cido ascorbico, 2 mM de
b- mercaptoetanol e 10 % de PVPP (p/v), na propor¢do 1:2 (p/v). O homogeneizado foi
mantido em repouso por 30 min e, em seguida, filtrado em nylon duplo. O filtrado foi
mantido em repouso por 30 min e, apds centrifugacdo a 13.000 g por 20 min, o
precipitado foi descartado e ao sobrenadante foi adicionado sulfato de amonio a 20% de
saturacao (p/v), mantendo-se a mistura em repouso por uma noite. Apos centrifugacdo a
13.000 g por 20 min, o precipitado foi descartado e a0 sobrenadante foi adicionado
sulfato de ambnio a 80 % de saturacdo (p/v), seguido por repouso por duas horas. A
proteina precipitada foi coletada por centrifugacéo a 13.000 g por 20 min. O precipitado
foi ressuspendido em tampdo acetato de sddio 50 mM pH 5,0, contendo 1 mM de
cloreto de manganés, 1 mM de cloreto de magnésio e 1 mM de cloreto de célcio e
mantido a -20 °C por uma noite para a precipitacdo do frutano residual. Apos
descongelamento e centrifugagéo a 5.000 g por 30 min, o precipitado foi descartado e 0
sobrenadante foi submetido a cromatografia de afinidade em coluna (20 x 120 mm) de
Concanavalina A (Con A) Sepharose (Pharmacia Biotech) em sistema FPLC (Akta
Purifier 10/100 — Pharmacia-Biotech) equilibrada com tamp&o acetato de sbdio 50 mM,
pH 5,0 contendo 1 mM de cloreto de manganés, 1 mM de cloreto de magnésio e 1 mM
de cloreto de célcio, com um fluxo de 3,0 mL min™. Ap6s lavagem da coluna com trés
volumes do mesmo tampéo, as proteinas ligadas foram eluidas com 1 M de metil a D-
mano-piranosideo em tampdo acetato de sddio pH 5,0. As fragdes apresentando
atividade hidrolitica sobre frutanos foram reunidas e tiveram o pH gustado para 6,0
com tampdo histidina HCI 100 mM, e em seguida foram aplicadas em uma coluna de
troca anidnica Mono Q (Pharmacia HR 5/5), em sistema FPLC, equilibrada previamente
com tampdo histidina HCl 20 mM, pH 6,0. As proteinas foram eluidas utilizando-se um

gradiente linear de 0 2500 mM de cloreto de sodio em 76 min com fluxo de 1mL min'?,
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no mesmo tampéo. As fragOes ativas foram reunidas e dialisadas em tampéo acetato de
sodio 50 mM pH 5,0, com trés trocas de tampdo durante um dia. As proteinas foram
aplicadas em uma coluna de troca catiénica Mono S (Pharmacia HR 5/5), em sistema
FPLC, equilibrada com tampéao acetato de sodio 50 mM, pH 5,0 e eluidas, utilizando-se
um gradiente linear de 0 a 500 mM de cloreto de sddio em 75 min com fluxo de 1mL
mint, no mesmo tampé&o. As fragBes que ndo interagiram com a matriz da coluna sob
pH 5,0 foram reunidas, tiveram o pH acertado para 4,0 com &cido acético 1M e foram
aplicadas novamente em uma coluna de troca catibnica Mono S, em sistema,
equilibrada, nesta etapa, com um tampdo acetato de sddio 50 mM, pH 4,0 e eluidas,
utilizando-se um gradiente linear de 0 a 500 mM de cloreto de sbdio em 75 min com
fluxo de ImL min?, no mesmo tampao. As proteinas foram mantidas no gelo durante
todas as etapas de extracéo e purificacdo. Azida de sodio foi adicionada em todos os

tamp0es para prevenir o crescimento microbiano.

Ensaio Enzimético

Durante todas as etapas da purificacdo, a atividade enzimética foi determinada a
partir da incubacéo do substrato com o extrato enzimético na proporcdo de 1:1 (v/v).
Para a andlise da atividade da FEH, os substratos utilizados foram inulina de H.
tuberosus (frutanos com grau de polimerizacdo médio de 35, Sigma) e nistose, 0
tetrassacarideo da série de inulina, nas concentracdes finais de 50 mg mL™* e 0,1 M,
respectivamente, ambos preparados em tampdo citrato-fosfato 50 mM, pH 4,5. As
fracOes obtidas durante as etapas de purificaco foram incubadas também com sacarose
0,2 M, pH 4,5 para deteccéo de atividade invertasica. As incubagOes foram realizadas a
30 °C. Aliguotas das misturas de incubacdo foram submetidas a fervura por 5 min paraa
interrupcéo da reacdo e congeladas para posterior andlise dos produtos formados. A
nistose utilizada como substrato foi cedida pelo Dr. Norio Shiomi, da Rakuno Gakuen
University (Japéo).

Quantificagéo de proteina

O teor de proteina nas fragdes obtidas durante as etapas da purificacdo foi
estimado pelo método de Bradford (1976) com o reagente da Bio Rad. BSA (Sigma) (1
mg mL™) foi utilizado como padréo.
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Andlise das atividades enzimaticas

As atividades da FEH e de invertase foram determinadas pela quantidade de
frutose liberada na mistura de incubagdo, através da quantificacdo de aglcar redutor, de
acordo com Somogyi (1945), utilizando-se frutose (100 ngy mL-1) como padréo. As
andlises qualitativas foram realizadas por HPAEC/PAD em sistema Dionex modelo
DX-300 e coluna Carbo Pac PA1. O gradiente foi estabelecido misturando-se o eluente
A (150 mM de hidroxido de sodio) e eluente B (500 mM de acetato de sddio em 150
mM de hidroxido de sodio). Para a andlise dos produtos de incubacdo, utilizando-se
sacarose e nistose como substratos, foi utilizada a seguinte programagdo: 0-2 min, 25
mM; 2,1 — 8 min, 50 mM; 8,1 — 10 min, 350 mM; 10,1 — 12 min, 500 mM; 12,1 — 17
min, 25 mM. Para a andlise dos produtos de incubacdo utilizando-se inulina como
substrato foi utilizada a seguinte programacdo: 0-2 min, 25 mM; 2,1 — 8 min, 50 mM;
8,1 — 28 min, 350 mM; 28,1 — 30 min, 500 mM; 30,1 — 35 min, 25 mM. Os potenciais
aplicados ao PAD para E1 (480ms), E2 (180 ms) e E3 (360 ms) foram 0,05, 0,75 e —
0,20, respectivamente. O fluxo aplicado foi de 1 mL min™.

Andlise das proteinas purificadas

As andlises das proteinas purificadas foram efetuadas através de eletroforese em
gel de poliacrilamida sob condi¢des desnaturantes (SDS-PAGE), empregando-se um
sistema descontinuo, baseado no método descrito por Laemmli (1970) e utilizando géis
com 10 % de poliacrilamida em tampao Tris 0,025 M, glicina 0,192 M pH 8,3, contendo
0,1 % de SDS (p/v). Foram utilizados géis (9X6 cm) de 0,75 mm de espessura,
montados em cuba vertical de eletroforese modelo Mini-Protean (Bio Rad). Como
marcadores de massa molecular foram utilizados fosforilase b (97,4 kDa), albumina de
soro bovino (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa), anidrase carbonica (31 kDa), inibidor de
tripsina (21,5 kDa) e lisosima (14,4 kDa), todos integrantes do conjunto de calibragdo
de baixo peso molecular da Bio Rad. Os géis foram fixados em uma solucéo de 30 % de
acido acético (v/v) e 10 % de metanol (v/v) e lavados trés vezes com &gua deionizada.
Em seguida, adicionouse solucdo de nitrato de prata e deixouse por 30 min. sob
agitacdo. Os géis foram lavados rapidamente com agua deionizada e em seguida foi
adicionada uma solucéo de 2,5 % de carbonato de prata (p/v) contendo 0,02 % de
formaldeido (v/v), sob agitacdo até que as bandas ficassem suficientemente nitidas,

interrompendo-se a revelagdo pela adicdo de &cido acético 5 % (v/v).
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RESULTADOS

Durante todas as etapas de purificacdo, a atividade enziméatica e o contelido de
proteina foram determinados para avaliacdo da eficiéncia do procedimento de

purificacéo utilizado.

Como mostra a figura 1, as proteinas extraidas de rizéforos de plantas em fase de
brotacdo natural apresentaram atividade hidrolitica sobre inulina, nistose e sacarose
demonstrando atividade de 1-FEH e de invertase. As proteinas foram retidas na coluna
de afinidade Con A e eluidas com metil a D-manopiranosideo, confirmando que a

enzima de interesse, a 1-FEH, e ainvertase sdo glicoproteinas.
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Figura 1 Cromatografia de afinidade em concanavalina A do extrato enzimético de
rizéforos de Vernonia herbacea em fase de brotacdo natural. A absorbancia foi
monitorada a 280 nm (__). As proteinas retidas foram eluidas com 1M de metil a D-
manopiranosideo em tampéao acetato de sodio 50 mM, pH 5,0 (_ ). Atividade total sobre
inulina (), nistose (__) esacarose (_ ).

As fragdes contendo atividade hidrolitica foram reunidas e aplicadas em coluna
MonoQ pH 8,0, conforme condigdes experimentais utilizadas anteriormente por Asega
(2003) e também em pH 7,5. Entretanto, as proteinas ndo interagiram com a matriz da
coluna em nenhuma destas condi¢Bes de pH, sendo eluidas antes do gradiente. As

fragbes foram novamente aplicadas em coluna Mono Q utilizando um pH mais écido
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(pH 6,0) que permitiu a interacéo das proteinas com a matriz, como mostra a figura 2.
Parte das proteinas foi eluida antes do gradiente de NaCl em tampdao histidina HCI 20
mM, pH 6,0 (fracdo MQA) e outra parte foi eluida no gradiente (fragcdo MQG).
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Figura 2. Cromatografia de troca aniénica em MonoQ do extrato enzimatico de
rizoforos de Vernonia herbacea em fase de brotacdo natural. A absorbancia foi
monitorada a 280 nm (__). As proteinas retidas foram eluidas em um gradiente linear
crescente de NaCl (0 a 500 mM) em tampdo histidina HClI 20 mM, pH 6,0 ().
Atividade total sobre inulina (__), nistose (__) esacarose (_ ).

Esta etapa permitiu a separacdo da atividade invertésica da inulinasica, sendo a
primeira predominante na fracdo MQA, enquanto a atividade inulindsica, mais elevada

sobre nistose do que sobre inuling, foi predominantemente eluida na fragdo MQG.

As fragbes MQA e MQG foram em seguida aplicadas separadamente em coluna
MonoS, pH 5,0.
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Figura 3. Cromatografia de troca catiénica em MonoS pH 5,0 das fractes (a) MQA e
(b) MQG obtidas do extrato enzimatico de rizoforos de Vernonia herbacea em fase de
brotacdo natural. A absorbancia foi monitorada a 280 nm (). As proteinas retidas
foram eluidas em um gradiente linear crescente de NaCl (0 a 500 mM) em tampéo
acetato de sodio 50 mM, pH 5,0 (_ ). Atividade total sobre inulina (), nistose (_) e

sacarose ().
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A fracdo MQA em coluna MonoS pH 5,0 (figura 3a), deu origem a fracéo 1, de
proteinas eluidas antes do gradiente, e fragdes 2A, 2B, 2C e 2D, eluidas no gradiente de
NaCl. A fracdo 1 apresentou atividade predominantemente invertésica muito elevada
(figura 4a, b), atividade baixa sobre nistose (figura 4e, f), aém de atividade de
frutosiltransferases, evidenciada pela presenca de frutanos com GP 5 na mistura de
incubacdo (figura 4c, d). A fracdo ndo apresentou atividade inulindsica (figura 4 e, f).
Asfraghes 2A, B e C também apresentaram atividade invertésica alta (figura 5a, d, g, j),
atividade de frutosiltransferases, demonstrada pela presenca de frutanos de GP 5 e 6
(figura5b, e, h, k) e atividade de 1-FEH (figurabc, 1, i, I), evidenciada pelo aumento da
frutose. Quando visualizadas em SDS-PAGE, estas fracOes apresentaram diversas
bandas, indicando uma purificagdo parcial (figura 8a). A fracdo 2D, entretanto,
apresentou atividade apenas sobre sacarose (figura 5m) e uma Unica banda de 60 kDa
em SDS-PAGE (figura 8a).
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Resposta do detector (nC)
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Figura 4 a-f. Andlise por HPAEC/PAD dos produtos formados apds 19 horas de

incubacdo da fracdo 1, obtida da fracdo MQA do extrato enzimatico de rizoforos de

Vernonia herbacea em fase de brotacdo natural, com os substratos sacarose @b, ),
nistose c,d, ) einulina @ef ). G, F, S, :C, N, 5 e TO correspondem a glucose,

frutose, sacarose, 1-cestose, nistose, frutano com grau de polimerizacéo 5 e tempo zero

de incubacdo, respectivamente.
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Resposta do detector (nC)

Figura 5a-m. Andlise por HPAEC/PAD dos produtos formados apds 19 horas de
incubacao das fragdes 2A, 2B, 2C e 2D, obtidas da fracdo MQA do extrato enzimatico
de rizoforos de Vernonia herbacea em fase de brotacdo natural, com os substratos
sacarose (a,d,g,j,m ), nistose (b,eh,k_ ) einulina(cf,i,l ).G,F, S, 1-C,N,5,6eT0

correspondem a glucose, frutose, sacarose, kcestose, nistose e frutano wm grau de
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polimerizagcdo 5 e 6 e tempo zero de incubacdo, respectivamente.
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A fracdo MQG em coluna MonoS pH 5,0 (figura 3b), deu origem a fracdo 3, de
proteinas eluidas antes do gradiente, e fragdes 4A, 4B e 4C, eluidas no gradiente. Todas
apresentaram atividade mais elevada sobre nistose do que sobre os demais substratos. A
frac8o 3 apresentou atividade invertasica (figura 6a, b), atividade de 1-FEH (figura 6c,
d, e f), demonstrada pelo o aumento do pico referente a frutose apds incubacdo com
nistose e inulina e pelo aparecimento de sacarose apds incubacdo com nistose.
Apresentou também atividade de frutosiltransferases, indicada pela presenca de frutanos
de GP 5 (figura 6¢, d). As fracBes 4A, 4B e 4C, quando incubadas com sacarose,
produziram glucose e frutose, indicando atividade invertésica (figura 7a, d, g, j), quando
incubadas com inulina produziram frutose livre, confirmando o caréter de exoenzima da
1-FEH (figura 7c, f, i, I). A incubacdo destas fragbes com nistose produziu frutano com
GP 5 (figura 7b, e, h, k), indicando atividade de frutosiltransferases, além de frutose e

sacarose, produtos da agéo da 1-FEH.

A fracdo 4A foi a que apresentou os maiores fatores de purificacdo ja
encontrados para a 1-FEH de V. herbacea, de 179 e 94 vezes, indicadas pelas setas na
tabela 1, utilizando inulina e nistose como substratos, respectivamente. Entretanto, esta
fracdo apresentou diversas bandas em SDS-PAGE (figura8b) e também baixa atividade

invertasica (figura 7a, d).
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Figura 6 a-f. Andlise por HPAEC/PAD dos produtos formados apds 19 horas de
incubacdo da fragcdo 3 obtida da fracdo MQG do extrato enzimético de rizéforos de
Vernonia herbacea em fase de brotacdo natural, com os substratos sacarose @b, ),
nistose ¢d, ) einulina €f, ). G, F, S, :C, N, 5 e TO correspondem a glucose,
frutose, sacarose, 1-cestose, nistose, frutano com grau de polimerizagdo 5 e tempo zero

de incubagdo, respectivamente.
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a-l. Andlise por HPAEC/PAD dos produtos formados apds 19 horas de

incubacdo das fracOes 4A, 4B e 4C, obtidas da fracdo MQG do extrato enzimatico de

rizéforos de Vernonia herbacea em fase de brotacdo natural, com os substratos sacarose
(ad,g,j_ ), nistose (b,e,n,k_ ) einulina(cf,i,l ).G,F, S, 1-C, N, 5e TO correspondem
a glucose, frutose, sacarose, 1-cestose, nistose, frutano com grau de polimerizacdo 5 e

tempo zero de incubagdo, respectivamente.
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Tabela 1. Purificacdo da 1-FEH de rizéforos de plantas de Vernonia herbacea em fase
de brotac&o natural. Atividade enzimética determinada sobre inulina, nistose e sacarose.

Setas indicam os maiores fatores de purificacdo ja encontrados para a LFEH desta

espécie.
Proteina total Atividade Total Atividade Total Atividade especifica Fator de purificagdo

Fracdes mg de proteina mg de produto mg deprodutoh™ mgmg’ deproth™
Inulina
(NH4), SO4 20-80 % 544,16 342,437 171,219 0,315 1
ConA 42,10 57,471 28,736 0,683 2,17
MQA 15,75 65,380 3,846 0,244 0,78
MQG 10,206 74,936 74,936 7,342 23,34
Fracdo 3 7,48 616,693 36,276 4,850 15,41
Fracéo 4A 0,021 20,032 1,178 56,111 178,33 +—
Fracdo 4B 0,122 47,748 2,809 23,022 73,17
Fragdo 4C 0,181 12,976 0,763 4217 13,40
Fracdo 1 12,32 211,339 11,123 0,903 2,87
Fracéo 2A 0,0287 6,898 0,363 12,649 40,20
Fracdo 2B 0,312 7,071 0,372 1,193 3,79
Fracdo 2C 0,314 5575 0,293 0,934 2,97
Frag&o 2D 0,053 0,000 0,000 0,000 0,00
Nistose
(NH4)2 SO4 20-80 % 544,16 2054,622 1027,311 1,888 1
ConA 42,1 648,276 324,138 7,699 4,08
MQA 15,75 1484,690 87,335 5,545 2,94
MQG 10,206 111,756 111,756 10,950 5,80
Fracdo 3 7,480 3533,858 207,874 27,791 14,72
Fracdo 4A 0,021 63,307 3724 177,331 93,93 +———
Frac&o 4B 0,122 103,307 6,077 49,811 26,38
Fragdo 4C 0,181 65,197 3,835 21,188 11,22
Fracdo 1 12,32 1462,047 76,950 6,246 3,31
Fracéo 2A 0,0287 6,898 0,363 12,649 6,70
Fragdo 2B 0,312 7,386 0,389 1,246 0,66
Fracdo 2C 0,314 5795 0,305 0,971 0,51
Frag&o 2D 0,053 0,299 0,016 0,297 0,16
Sacar ose
(NH4)2 SO4 20-80 % 544,16 43188,965 21594,482 19,842 1,00
ConA 421 18372,414 4593,104 54,550 2,75
MQA 15,75 15492,415 911,319 28,931 1,46
MQG 10,206 2583,724 151,984 7,446 0,38
Fracdo 3 7,480 4102,047 241,297 16,129 0,81
Frag&o 4A 0,021 5764 0,339 8,073 0,41
Frac&o 4B 0,122 40,945 2,409 9,871 0,50
Fragéo 4C 0,181 64,252 3,780 10,441 0,53
Fracdo 1 12,32 25499,212 1342,064 54,467 2,75
Fracéo 2A 0,0287 25,827 1,359 23,681 1,19
Fracdo 2B 0,312 27,402 1,442 2,311 0,12
Fragdo 2C 0,314 27,402 1,442 2,296 0,12

Frac&o 2D 0,053 60,472 3183 30,026 151




Purificacdo parcial das 1-FEHs de Vernonia herbacea 50

Na figura 8 sdo apresentados os resultados da eletroforese (SDS-PAGE) das
fragOes 1, 2A, 2B, 2C, 2D, 3, 4A 4B e 4C. Podem-se visuaizar diversas bandas em
todas as fragbes, com excecdo da fragdo 2D, que deu origem a uma Unica banda com
massa molecular aparente de 60 kDa, e com atividade de invertase. A ocorréncia de
diversas bandas em SDS-PAGE indica contaminacdo das demais fragOes. A eletroforese
das fracoes 4A, 4B e 4C (figura 8b) revelou a presenca de uma banda com massa

molecular estimada para 80 kDa, semelhante as de 1-FEH descritas na literatura.

a b
kDa ' — 1 kDa ; a —-— e
974 | m— ¥ T - /
66,2 W— - 60kDa 66,2 M-

P . R
45 “ 45 -
N+ 1 B
215 i 215 Y 4B 4C
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Figura 8. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). (a) Fracfes obtidas em
MonoS, pH 5,0 e (b) fracbes obtidas em MonoS, pH 5,0, originadas das fracbes MQA e
MQG, respectivamente, obtidas do extrato enzimético de rizéforos de Vernonia
herbacea em fase de brotacdo natural. As proteinas (2mg) foram visualizadas por
coloragdo com prata. Os marcadores de peso molecular (kDa) sdo apresentados em P.
Setas indicam bandas com massa molecular semelhante as de 1-FEHs descritas na

literatura.

A proteina presente na fracdo 2D foi sequenciada no laboratério do
Departamento de Micro-Imuno-Parasitologia da Universidade Federal do Estado de S&o
Paulo, pelo grupo do Prof° Dr. Sérgio Schenkman, sendo obtida uma pequena parte da
sequéncia de aminoacidos que, entretanto, quando analisada pelo Programa BLAST
(Altschul et al., 1990), ndo apresentou homologia com outras seqiiéncias de invertase
disponiveis.

As fragcdes 1 e 3 da MonoS, provenientes das fragbes MQA e MQG (figura 3)
respectivamente, foram novamente aplicadas em coluna MonoS (figura 9), porém em
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pH 4,0 com a finalidade de purificar melhor estas fragdes que néo interagiram com a
matriz da coluna sob as condic¢des de pH utilizadas anteriormente (pH 5,0). O perfil

cromatografico pode ser observado nafigura 9.

A fracdo 1, submetida a MonoS em pH 4,0 (figura 9a), deu origem a fracéo 5,
eluida antes do gradiente e com atividade mais elevada sobre nistose do que sobre
inulina e sacarose e as frages denominadas gradiente 1, eluidas durante o gradiente e

com atividade mais elevada sobre sacarose do que sobre os demais substratos.

A fracdo 3, submetida a Mono S em pH 4,0 (figura 9b) deu origem a fracéo 6,
eluida antes do gradiente e sem atividade detectavel, e as fracbes gradiente 3, com
atividade mais elevada sobre nistose do que sobre inulina e sacarose. As proteinas
presentes nas fragOes gradiente 1 e gradiente 3 ndo foram analisadas em SDS-PAGE,
uma vez que a quantidade de proteina foi insuficiente para a realizagdo deste

procedimento.
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Figura 9. Cromatografia de troca cationica em MonoS pH4,0 das (a) Fracéo 1, obtida
da coluna MonoS da fragcdo MQA e(b) fragdo 3 obtida da coluna MonoS da fragdo
MQG. As fracOes sdo originadas do extrato enzimatico de rizoforos de Vernonia
herbacea em fase de brotacdo natural. A absorbancia foi monitorada a 280 nm (). As
proteinas retidas foram eluidas em um gradiente linear crescente de NaCl (0 a 500 mM)
em tampéo acetato de sodio 50 mM, pH 4,0 (). Atividade total sobre inulina (),

nistose (_ ) esacarose (_ ).
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DISCUSSAO

Os métodos rotineiramente empregados para a purificagdo das enzimas do
metabolismo de frutanos séo semelhantes e incluem a precipitacdo das proteinas com
sulfato de ambnio, cromatografias de troca ibnica, de afinidade, interacdo hidrofdbica e
exclusdo molecular (Itaya 2002). Contudo, a ordem com que estas técnicas Ssao
utilizadas difere de acordo com as caracteristicas da proteina a ser purificada. Utilizando
uma combinagdo destes métodos de purificagdo, Itaya (2002) isolou a 1-SST, a 1-FFT,
trés 1-FEHs de rizéforos e trés 1-FEHs de raizes tuberosas de P. sonchifolia, e a 1-SST,
al-FFT eumal-FEH de V. discolor.

A 1-SST, 1-FFT e duas }FEHs de raizes de C. intybus foram purificadas
utilizando-se cromatografia de afinidade, troca aniénica (Mono Q) e troca cationica
(Mono S) (Van den Ende et al. 1996b, c, De Roover et al. 1999, Van den Ende et al.
2001).

Experimentos visando apurificagdo de 1-FEH de V. herbacea foram iniciados
por Asega (2003). A metodologia consistiu de cromatografia de afinidade em coluna de
Concanavalina A em pH 5,0, cromatografia de troca aniénica Mono Q em pH 8,0 e
cromatografia de troca catidonica Mono S em pH 5,0. A metodologia utilizada permitiu a
separacdo de quatro fracbes com atividade de 1-FEH em rizéforos armazenados a 5°C,
obtidos de plantas induzidas a brotagdo através da excisdo dos ramos agreos. Como o
armazenamento no frio de plantas previamente induzidas a brotagcdo intensifica a
atividade da :FEH, foi sugerido que as diferentes fragdes ativas obtidas durante as
etapas de purificagdo seriam referentes a diferentes isoformas de 1-FEH induzidas
nestas condi¢oes.

A possibilidade da presenca de subunidades, de diferentes isoenzimas, de mais
de uma atividade enzimatica associada a uma Unica proteina e da presenca de
complexos enzimaticos sollveis devem ser consideradas na tentativa de se purificar
uma enzima. Através do comportamento das proteinas durante as etapas de purificacdo
obtém-se uma consideravel quantidade de informacédo bastante Util para a resolucdo de
misturas complexas de proteinas (Rhodes 1977).

Assim, para compreender os mecanismos de regulacdo da mobilizacdo de
frutanos pelas FEHs de plantas de V. herbacea sob diferentes condic¢des fisioldgicas,
foram realizados os experimentos de purificagdo em rizoforos de plantas em brotacdo

natural, com vistas a comparagdo com os resultados obtidos anteriormente com plantas
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induzidas a brotacdo pela excisdo dos ramos aéreos. Para tanto, a metodologia utilizada
no presente trabalho foi baseada naguela utilizada por Asega (2003).

Confirmando resultados prévios (Asega 2003), as proteinas que apresentaram
atividade hidrolitica sobre os substratos utilizados (inulina, nistose e sacarose) ficaram
retidas na coluna de afinidade e foram eluidas com metil a D-manopiranosideo,
indicando que sdo glicoproteinas (figura 3) como as FEHs de inUmeras espécies de
Asteraceae e Poaceae (Simpson & Bonnett 1993). Esta caracteristica, aliada ao pH acido
6timo para a atividade da FEH, que € de 4,5 (Asega 2003), da suporte a hipotese de
localizagdo vacuolar para esta enzima.

A dteracdo de pH de 8,0 para 6,0 do tampdo de euicdo utilizado na coluna
MonoQ (figura 4) foi necessaria para a separacdo das fragBes protéicas contendo
atividade de 1-FEH. Este fato evidencia a diferenca existente entre o extrato enzimatico
de plantas em fase de brotacdo natural e o obtido anteriormente de plantas induzidas a
brotacao, que ficaram retidas na matriz quando utilizado o pH 8,0, e sugere diferentes
propriedades fisico-quimicas para as FEHs presentes nos rizoforos de plantas em fase de
brotacéo natural e brotacéo induzida.

A coluna MonoQ parece ser uma etapa importante na separacéo de isoformas de
FEHs. Em C. intybus, aisoforma 1-FEH | pode ser claramente separada da 1-FEH Il em
MonoQ pH 6,0, que retém a1-FEH Il e exclui 1-FEH | (De Roover et al. 1999).

No presente trabalho diversas fragbes contendo atividade de 1-FEH puderam ser
separadas, além da purificacdo até homogeneidade eletroforética de uma invertase
vacuolar (EC 3.2.1.26). A fracdo 4A foi a que apresentou 0s maiores fatores de
purificacdo ja encontrados para FEH de V. herbacea, de 179 e 94 vezes, utilizando
inulina e nistose como substratos, respectivamente (tabela 1). Esta fragdo apresentou
mais de uma banda em SDS-PAGE (figura 8b), goesar do elevado fator de purificacdo
obtido, quando comparado com valores reportados para outras FEH, tais como: 10 para
L. perenne (Marx et al. 1997b), 41 para H. tuberosus (Marx et al. 1997a), 54 para D.
glomerata (Yamamoto & Mino 1985), 70 paraa 1-FEH Il em C. intybus (De Roover, et
al. 1999) e 75 para as 1-FEHs de T. aestivum (Van den Ende et al. 2003).

Outro aspecto a ser considerado, conforme ja apontado por Rhodes (1977), é a
dificuldade em se isolar a enzima sob uma forma estéavel, nd modificada e a
manutencdo desta condicdo estavel pelo periodo necessé&rio para que todas as etapas de

purificacdo possam ser aplicadas.
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A visualizacdo de diversas bandas nas fracOes que apresentaram atividade de 1-
FEH, também foi observada previamente nas fracbes purificadas de rizoforos
submetidos a brotagéo por excisdo dos ramos aéreos (Asega 2003). O perfil protéico foi
muito semelhante em ambos 0s casos, sendo localizada uma banda com massa
molecular ao redor de 80 kDa (indicada pelas setas na figura 8b), semelhantemente a
outras FEHs descritas na literatura como 68-72 kDa para a 1-FEH | (Claessens et al.
1990) e 64 kDa para a 1-FEH Il (De Roover et al. 1999, Van den Ende et al. 2001) de
C. intybus, 79 kDa paraa FEH de H. tuberosus (Marx et al. 1997a), 69 kDaparaadelL.
perenne, (Marx et al. 1997b), 70 kDa para as 1-FEH w1l e w2 de T. aestivum (Van den
Ende et al. 2003) e 75 kDa para a 6-FEH de B. vulgaris (Van den Ende et al. 2003b),
estimados por SDS-PAGE.

Dois mecanismos de degradacéo exolitica de polimeros podem ser cineticamente
distinguidos, i) 0 atague a uma Unica cadeia, no qua a molécula de substrato é
completamente degradada pela enzima antes desta se ligar a molécula seguinte e ii) o
ataque simulténeo amdultiplas cadeias, no qual a ligacdo glicosidica terminal de uma
mol écula de substrato é hidrolisada antes da préxima molécula ser selecionada ao acaso
(Marx et al. 1997). As fragdes com atividade de 1-FEH separadas de plantas de V.
herbacea em brotagdo natural parecem hidrolisar as unidades de frutose terminal das
moléculas de inulina através do mecanismo de ataque de multiplas cadeias, conforme
evidenciado pela producéo de frutose durante as incubagdes com inulina. Em C. intybus
(Claessens et a. 1990), A. sativa (Henson & Livingston 1996), D. glomerata
(Yamamoto & Mino 1985) e T. aestivum (Van Riet 2005), o0 mecanismo pelo qua as

FEHs atuam sobre o polimero é o de multiplas cadeias.

A fragcdo 2D purificada até a homogeneidade eletroforética apresentou
exclusivamente atividade invertasica, sugerindo tratar-se de uma invertase vacuolar. Sua
localizac8o vacuolar pode ser inferida, uma vez que somente as invertases acidas
solliveis sdo glicosiladas. Entretanto, a seqUéncia parcial obtida para esta proteina
através de sequenciamento ndo apresentou homologia com as sequiéncias de invertases
disponiveis no banco eletrénico de dados do programa Blast (Altschul et al. 1990). O
valor de massa molecular estimado para esta proteina, 60 kDa, encontra-se proximo aos
valores obtidos para outras invertases vacwlares, purificadas de espécies acumuladoras
de frutanos, tais como, ainvertase monomérica de folhas de Lolium temulentum L. com

massa molecular de 68 kDa (Walker et al. 1997), uma monomérica de 62 kDa (Johnson
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et al. 2003), outra monomérica de 64 kDa e duas multiméricas de 116 e 155 kDa
(Obeland et al., 1993) de folhas de L. perenne, e uma monomérica de 60 kDa de folhas
de C. intybus (Van den Ende et al. 2002).

Em tecidos em crescimento, a invertase € responsavel pelo fornecimento de
hexoses para 0 metabolismo, além de facilita o descarregamento do floema pelo
aumento do gradiente da concentracdo de sacarose entre fonte e dreno (Ruffer et al.
1990).

O papd das invertases no processo de mobilizacdo de carboidratos durante o
processo de brotagcdo e crescimento inicial dos ramos aéreos foi discutido por Asega &
Carvalho (2004). Estas autoras verificaram que durante a rebrota de plantas de V.
herbacea induzidas a brotacdo por excisdo dos ramos aéreos, 0 pico de atividade de
invertase antecedeu o de atividade ce 1-FEH. Como a sacarose e os frutanos estéo
localizados no vactolo e como a 1-FEH € inibida por altas concentragdes de sacarose
(Marx et al. 1997), foi sugerido que 0 aumento da atividade de invertase anterior ao da
1-FEH promove a diminuicdo dos niveis de sacarose, disponibilizando uma condicdo
vacuolar ideal paraaagéo da 1-FEH e a consequiente despolimerizacdo de frutanos.

Todas as fracdes obtidas durante as etapas de purificacdo apresentaram atividade
de 1-FEH e de invertase. Segundo Van den Ende et a. (2002b), as FEHs verdadeiras
s80 capazes de degradar somente frutanos, enquanto que as b-frutofuranosidases
(EC 3.2.1.26) podem degradar tanto sacarose como frutanos. Estes autores acreditam
gue as FEHs de plantas ndo poderiam ser classificadas como b-frutofuranosidases. A
presenca dessas b-frutofuranosidases em plantas ainda ndo foi bem esclarecida. Dessa
forma, acredita- se que em alguns casos, a proteina purificada poderia, ainda, conter uma
mistura de invertase e de FEH (Simpson & Bonnett 1993).

Os resultados obtidos com as FEHs de V. herbacea até o momento mostram uma
purificagdo parcial dessas proteinas Entretanto, a possibilidade da enzima apresentar
duas atividades (inulindsica e invertasica) e destas estarem associadas apenas a uma
proteina ndo pode ser descartada e nem tampouco a possibilidade da existéncia de
isoformas, levando a deteccéo de mais de uma banda em SDS-PAGE.

A ocorréncia de isoformas de FEH ja& foi documentada para H. tuberosus
(Edelman & Jefford 1964), C. intybus (Classens et a. 1990, Van den Ende et al. 2001),
L. temulentum (Simpson et al., 1991), L. rigidum (Bonnett & Simpson 1993), T.
officinale (Rutherford & Deacon 1972), T. aestivum (Van den Ende et al. 2005,
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Kawakami et al. 2005, Van Riet et al. 2006). Nestes casos, as isoformas foram
separadas com base nas suas cargas el étricas.

Em V. herbacea, assim conp nas especies citadas, o metabolismo de frutanos
parece contar com um conjunto de FEHs para despolimerizar os frutanos e suprir a
demanda energética da planta. Outra funcdo importante das FEHs é a manutencédo da
condicdo osmética das células, envolvendo o guste na concentracéo, no tamanho e no
grau de polimerizagéo dos frutanos.

Utilizando precipitacdo com sulfato de aménio (20-80%), cromatografia de
afinidade (concanavalina A) e cromatografias de troca anibnica e catidnica, foi possivel
separar diversas fragGes com atividade de 1-FEH em rizéforos de plantas em brotacdo
natural. Este trabalho evidenciou a diferenca existente entre estas plantas, em fase de
brotacdo natural e as plantas induzidas a brotacdo pela excisdo dos ramos aéreos e
submetidas a baixa temperatura estudadas por Asega (2003). Essas diferencas baseiam
se principalmente no comportamento das proteinas durante as etapas de purificacéo, e a
ocorréncia de isoformas de 1-FEH ativas diferentes nas duas condicdes acima descritas.
Estes resultados sugerem que no processo de brotagdo, natural ou induzido, a
mobilizac&o de frutanos ocorre por um conjunto de proteinas com atividade hidrolitica,

porém com sutis diferencas na sua estrutura fisica e quimica.
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Clonagem de 1-FEHs de V. herbacea

Resumo

Variagbes nas concentraces de inulina foram encontradas em rizoforos de Vernonia
herbacea (Vell.) Rusby durante seu ciclo fenolégico e ao longo do comprimento deste
0rgdo. Estas variacfes indicam processos de sintese e degradacéo desses compostos e
um papel de composto de reserva para este carboidrato. A enzima FEH € a responsavel
pela degradacdo da inulina e encontra-se ativa nos rizéforos, especialmente na fase de
brotacdo. Esta atividade € intensificada durante a brotacéo induzida pela excisdo dos
ramos aéreos e pelo armazenamerto dos rizéforos em baixa temperatura. O objetivo
deste trabalho foi a clonagem da 1-FEH de plantas de V. herbacea em brotacdo. Foram
utilizados rizoforos de plantas em fase de brotacdo natural e de plantas induzidas a
brotacdo pela excisdo dos ramos agreos seguida de armazenamento a 5 °C por uma
semana, ambas com atividade elevada de 1-FEH. Duas sequéncias distintas de FEH
foram obtidas de plantas em fase de brotacdo, natural (1-FEH Natural) e induzida
(1-FEH Induzida/5 °C). As seqguéncias foram obtidas por PCR e iPCR, utilizando
oligonucleotideos degenerados e especificos, respectivamente. A seqiiéncia parcia do
cDNA da 1-FEH Natural apresentou ata identidade com invertase e com as FEHs de
outras espécies, enquanto 0 cDNA da 1-FEH Induzida/5°C apresentou alta identidade
somente com outras FEHs. Este ultimo cDNA foi eficientemente expresso em Pichia
pastoris e a proteina recombinante apresentou atividade de 1-FEH. Através da andlise
desta seqiiéncia de cDNA pode-se estimar, para a 1-FEH Induzida/5°C de V. herbacea,
0 peso molecular de 65,7 kDa e o pl de 5,32 e as provaveis modificagbes pos-

traducionais da proteina.
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Abstract

Variations in the inulin contents have been detected in rhizophores of Vernonia
herbacea (Vell.) Rusby during the pherological cycle and in the proximal, median and
distal regions of the reserve organs. These variations indicate the occurrence of active
inulin synthesis and depolimerization throughout the cycle and a role of reserve
compound for this carbohydrate. FEH is the enzyme responsible for inulin
depolimerization and its activity has been detected in rhizophores of spouting plants.
FEH activity can also be enhanced by excision of aerial organs and by storage of
excised plants at low temperature. The aim of the present work was the cloning of a
cDNA encoding for a 1-FEH from plants of V. herbacea. Rhizophores used as plant
material were collected from plants in the sprouting phase and from plants induced to
sprouting and kept at 5 °C due to their high FEH activity. Two distinct FEH sequences
were obtained from sprouting plants (1-FEH Natural) and from plants induced to
sprouting (1-FEH Induced/5°C) by the PCR and iPCR, using degenerated and specific
primers, respectively. The partial sequence 1-FEH Natural showed idertity to invertases
and FEH sequences of other species, while the complete sequence 1-FEH Induced/5°C
showed identity only to FEH sequences. The cDNA of 1-FEH Induced/5°C was
successfully expressed in Pichia pastoris and the recombinant enzyme showed to be a
functional 1-FEH. The estimated molecular mass was predicted to be 65.7 kDa and its
predicted pl is 5.32. Some post trandational modifications were also estimated for this

protein.



Clonagem de 1-FEHs de V. herbacea

INTRODUCAO

Altas concentragdes de frutanos do tipo inulina sdo acumuladas em rizéforos de
Vernonia herbacea (Vell.) Rusby. Os rizéforos constituem o 6rgdo de propagacéo
vegetativa desta espécie de Asteraceae que € nativa do cerrado, perene e com
crescimento sazonal. (Carvalho & Dietrich 1993). Segundo estas autoras, variagdes nas
concentragdes de inulina nestes érgéos subterréneos durante o ciclo fenoldgico desta
planta indicam processos de sintese e despolimerizacdo e um papel de composto de
reserva para este carboidrato.

Os frutanos sdo polimeros de frutose sintetizados a partir da sacarose. Os
frutanos do tipo inulina, encontrados em espécies de Asteraceae, s80 baseados no
trissacarideo 1-cestose e apresentam unidades de frutose unidas por ligacfes do tipo
b (2,1). Os frutanos do tipo levano, encontrados predominantemente em espécies de
Poaceae e Liliaceae e também sintetizados por bactérias, sdo baseados no trissacarideo
6-cestose e gpresentam unidades de frutose unidos por ligagbes do tipo b (2,6) (Pollock
et al. 1996).

A enzima frutano exohidrolase FEH) € responsavel pela despolimerizacdo dos
frutanos, segundo o modelo classico proposto por Edelman & Jefford (1968),
hidrolisando de forma exolitica a unidade de frutose terminal da cadeia de frutano. Esta
enzima ndo atua sobre a ligacdo glicosidica da sacarose. Os principais produtos da FEH
sd0 a frutose e a sacarose (Edelman & Jefford 1964). Dependendo do tipo de ligacéo
entre os residuos de frutose que € hidrolisada, pode-se distinguir a 1-frutano
exohidrolase (1-FEH, EC 3.2.1.153), enzima que hidrolisa ligacGes b (2,1) da 6-frutano
exohidrolase (6-FEH, EC 3.2.1.154), enzima que hidrolisa ligagbes b (2,6) (Marx et al,
1997).

A FEH encontra-se ativa em rizéforos de V. herbacea especiamente na fase de
brotacdo (Ribeiro Sobrinho et al. 1996). O aumento da atividade da FEH nos 6rgdos
subterrneos de reserva foi relacionado a brotagdo também em outras espécies de
Asteraceae, acumuladoras de frutanos como Taraxacum officinale (Web.) Wigg
(Rutherford & Deacon 1974), Cichorium intybus L. (Van den Ende & Van Laere 1996)
e Helianthus tuberosus L. (Marx et al. 1997), Entretanto, a atividade de FEH em V.
herbacea apresenta aumento significativo quando as plantas sGo submetidas a excisdo
da parte aérea para inducéo da brotacdo (Asega & Carvalho 2004) e em seguida,
submetidas a baixa temperatura (Portes 2005). O efeito da desfolhagdo no aumento da
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atividade da FEH foi avaliado também em Polymnia sonchifolia Poep & Endl (Fukai et
al. 1997), em C. intybus (De Roover et al. 1999) e em Viguiera discolor Baker
(Degasperi et al. 2003). O efeito promotor do frio na atividade da FEH em V. herbacea
detectado por Portes (2005), também foi detectado em plantas de C. intybus por Van
Den Ende & Van Laere (1996).

Em V. herbacea, a mobilizacgo dos frutanos supre a demanda energética da planta
durante o restabelecimento da parte aérea (Asega & Carvalho 2004) especialmente na
regido proximal dos rizoforos, onde se da o desenvolvimento das gemas axilares que
dao origem aos ramos aéreos (Portes & Carvalho 2006).

Experimentos de purificagcéo da FEH de V. herbacea possibilitaram o isolamento
de quatro fragcBes com atividade de 1-FEH em riz6foros armazenados no frio, apés a
inducdo de brotacéo por excisdo dos ramos agreos (Asega 2003), e de diversas fragoes
com atividade de 1-FEH em rizdforos de plantas em brotagdo natural (capitulo I1). Foi
evidenciada a diferenca existente entre o extrato enzimatico de plantas em fase natural
de brotacdo e de plantas em brotacdo induzida, demonstrada pelo comportamento
diferente das diversas fragdes isoladas durante as etapas de purificacéo, e a ocorréncia
de isoformas de 1-FEH ativas diferentes nas duas condi¢bes de brotacdo. Estes
resultados sugeriram que a mobilizagdo de frutanos em V. herbacea ocorre por um
conjunto de proteinas que apresentam a mesma atividade hidrolitica, porém com
diferentes propriedades fisica e quimica. Entretanto em nenhuma das condic¢les acima
descritas foi obtida a homogeneidade el etroforética necesséria para 0 seqienciamento da
proteina.

Assim, a clonagem do gene da FEH foi uma estratégia experimental utilizada no
presente trabalho para ampliar o conhecimento sobre esta enzima e sobre 0 seu papel na
mobilizacdo de frutanos em V. herbacea. A clonagem dos genes de FEHs de diversas
espécies possibilitou o estudo da fungdo desta enzima no metabolismo de frutanos de
plantas submetidas a desfolhagcdo, baixas temperaturas, na manutencéo do perfil de
frutanos caracteristicos da espécie e em snalizacdo. Dentre os genes clonados
encontram-se 0 geneda 1-FEH | (Van den Ende et al. 2000), 1-FEH llae 1-FEH Ilb de
C. intibys (Van den Ende et al. 2001); 1-FEH w1l e 1-FEHw2 de Triticum aestivum L.
(Van den Ende et al. 2003a); 6-FEH de Beta vulgaris L. (Van den Ende et al. 2003b), 6-
KEHw1 e 6-KEH w2 de T. aestivum (Van den Ende et al. 2005a), 6-FEH (AtcwINV3) e
6& 1-FEH (AtcwINV6) de Arabidopsis thaliana L. (De Coninck et al. 2005), 6& 1-
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FEHw1 (Kawakami et al. 2005) e 6-FEH (Van Riet et al. 2006) de T. aestivum. Além
das sequiéncias da 2FEH de Campanula rapunculoides L. (Le Roy et al. dados ndo
publicados), da 1-FEH w3 de T. aestivum (Van Riet et al. dados ndo publicados) e da 1-
FEH de Hordeum wvulgare L. (Nagarg) et al. dados ndo publicados), disponiveis no
GenBank.

A presenca de isoformas de FEHs ja foi documentada para diversas espécies.
Entretanto, apenas com o advento da tecnologia do DNA recombinante foi possivel
aprofundar o conhecimento sobre o papel que estas isoformas desempenham no
metabolismo de frutanos. Em C. intybus, por exemplo, a enzima expressa em plantas
armazenadas no frio € a 1-FEH |, aqual foi sugerido um papel de protecdo as plantas
contra os danos causados pelo congelamento (Van den Ende et al. 2001). Este aumento
de atividade da XFEH I, induzido pela baixa temperatura, resulta no aumento de
hexoses e frutanos de baixo GP, que atuam no aumento da pressdo osmotica,

promovendo a tolerancia ao frio.

Esses autores verificaram que em plantas de C. intybus desfoliadas, entretanto, a
1-FEH expressa € a 1-FEH |l e sugeriram que esta enzima pode ser induzida em outras
fases fenologicas além da fase de brotacdo, durante a qual a demanda energética da
planta aumenta (Van den Ende et al. 2001). A andlise da regido promotora da 1-FEH
Ila, uma isoforma da 1-FEH II, mostrou gque este gene € altamente expresso também em
raizes armazenadas no frio, o que indica o efeito promotor do frio na expressdo deste
gene e que esta inducéo deve ter um papel importante na tolerancia ao frio em plantas
acumuladoras de frutanos (Michiels et al. 2004).

O estudo das 1-FEHs em caule de trigo (T. aestivum) realizado por Van den
Ende et al. (2003a) indicou a ocorréncia de uma isoforma (1-FEH w2) ativa na fase de
biossintese de frutanos que controla o comprimento das cadeias ramificadas, impedindo
seu alongamento. Os autores sugeriram o papel desta 1-FEH na determinacéo do grau
de polimerizacdo final dos frutanos mistos e ramificados, caracteristicos desta espécie.

Duas isoformas de 6-cestosidases (6-KEH) também foram clonadas, purificadas
e caracterizadas em trigo (T. aestivum) por Van den Ende et al. (2005a). Os autores
propuseram que estas 6-KEHs presentes no fluido apopléstico, juntamente com outras
FEHs, atuariam controlando a concentracdo de frutanos presentes no apoplasto e
contribuindo para 0 aumento da toleréncia ao congelamento. Outra FEH relacionada

com a tolerdncia a0 congelamento foi caracterizada em trigo por Kawakami et al.
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(2005). Esta enzima foi denominada 6&1FEH w1 por esta degradar ambas ligacOes
b (21 e b (2,6), mas preferenciddmente ligagdes do tipo b(2,6), e pelo fato da
1& 6cestotetraose ser um excelente substrato para a enzima. Ainda em trigo, uma 6-FEH
foi purificada, clonada e caracterizada por Van Riet et al. (2006), sendo este o primeiro
relato da presenca de uma 6-FEH em plantas acumuladoras de frutanos.

A deteccdo da atividade de 6-FEHs em algumas plantas ndo acumuladoras de
frutanos levou a hipotese de que esta enzima estaria atuando no processo de defesa em
plantas. Esta hipotese foi sugerida apds a purificagdo, caracterizacdo e clonagem de uma
6-FEH a partir de raizes de B. vulgaris por Van den Ende et al. (2003b). Os autores
sugeriram que a atividade elevada de 6-FEH, presente nesta planta, previne o acimulo
de frutanos do tipo levano, sintetizados por bactérias fitopatogénicas, como
Pseudomonas e Erwinia. O levano, sintetizado por bactérias, tem um papel importante
durante a fase inicia de infeccdo, constituindo uma camada capaz de separar a bactéria
dos polimeros da parede celular, uma maneira de prevenir o reconhecimento do
patdgeno pela planta.

A hipétese da atuacdo da 6-FEH nos processos de defesa e de sinalizacéo foi
recentemente reforcada pelos estudos de Van den Ende et al. (2005) em trigo e De
Coninck et al. (2005) em A. thaliana. No primeiro caso, 0s autores detectaram a
presenca de 6-KEHs no fluido apoplastico e no segundo, foi verificado que as
AtcwINV3 e AtcwINV6 ndo sdo invertases, mas sim FEHs verdadeiras com diferentes
especificidades pelo substrato, sendo a AtcwINV3 uma 6-FEH e AtcwINV6 uma 6& 1-
FEH, que degrada ambas ligagdes b (2,1) e b (2,6). Os autores verificaram que extratos
enzimaticos de folhas submetidas ao estresse por excisdo e iluminagdo continua quando
incubados com sacarose, produziram trissacarideos da série de frutanos (De Coninck et
al. 2005). Esses resultados sugeriram gue a presenca das FEHs estaria relacionada com
0s processos de i) degradacdo destes trissacarideos, removendo o sinal de estresse, i)
degradacdo de frutano exdgeno, prevenindo a infeccdo microbiana; e iii) desintoxicacéo,
prevenindo o acimulo de frutanos mesmo apds a infeccdo microbiana ocorrer. Os
efeitos toxicos do levano foram verificados quando os genes de levansucrases, enzimas
gue sintetizam os levanos em bactérias, foram expressos em plantas ndo acumuladoras
de frutanos que apresentaram atrofia, branqueamento das folhas, necrose, massa e
nimero de tubérculos reduzidos, descoloracdo do cértex do tubérculo, reducdo no

acumulo de amido e aglutinacdo dos cloroplastos (Cairns 2003).
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Com base nos resultados de purificacdo de 1-FEH obtidos de plantas de V.
herbacea em fase de brotagdo natural e de plantas induzidas a brotacdo pela excisdo dos
ramos aéreos, e armazenadas em baixa temperatura, 0s quais sugeriram a ocorréncia de
isoformas desta enzima, o presente trabalho teve como objetivo a clonagem de
sequiiéncias de cDNA de 1FEHs nas duas condi¢cdes de brotagdo mencionadas para
verificar a ocorréncia de um conjunto de proteinas responsaveis pela mobilizagdo de
frutanos em V. herbacea.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal
Northern blotting

Foram utilizados rizoforos e folhas de plantas de Vernonia herbacea (Vell)
Rusby (SP 169567) em fase vegetativa coletadas no més de fevereiro, rizéforos de
plantas em fase vegetativa induzidas a brotacdo (denominadas Induzidas) e rizéforos de
plantas em fase vegetativa induzidas a brotagdo e armazenados a 5 °C por sete dias
(denominadas Induzidas/5 °C). Para a inducdo a brotagdo, as plantas foram submetidas
a excisdo dos ramos agreos e mantidas por 20 dias nos canteiros da Secéo de Fisiologia
e Bioquimica do Instituto de Botanica sob condigdes ambientais naturais. Apos este
periodo, os rizéforos das plantas foram coletados, lavados e parte dos rizéforos foi
armazenada a 5 °C por sete dias. Os rizéforos foram separados em regides proximal,
mediana e distal, para se verificar a ocorréncia de distribuicdo espacia diferencial de
expressdo da XFEH ao longo do eixo de crescimento dos rizéforos. Apés lavagem,
folhas e rizoforos foram congelados em nitrogénio liquido e armazenados a—70 °C até a

realizacao das andlises.

Extracdo de DNA

Foram utilizadas folhas de plantas de V. herbacea coletadas no més de agosto de

2006 dos canteiros da Secéo de Fisiologia e Bioguimica do Instituto de Botanica. As
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folhas foram lavadas, congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas a —70 °C até a
realizagcdo das andlises.

Clonagem de 1-FEHs de rizéforos de Vernonia herbacea

Para a clonagem do gene que codifica a 1-FEH foi utilizada a regido proximal
dos rizéforos de plantas em fase de brotacdo natural coletadas na Reserva Bioldgica e
Estacdo Experimental de Moji Guacu na data de amostragem de maior atividade de 1-
FEH para o periodo (09 de setembro), como mostrado no capitulo 1V. Foi utilizada
também a regido proximal dos rizéforos de plantas induzidas a brotacdo e armazenadas
a 5°C por sete dias, condicbes que intensificam a atividade de 1-FEH. Para tanto,
plantas na fase vegetativa, cultivadas nos canteiros da Se¢éo de Fisiologia e Bioquimica
de Plantas do Instituto de Boténica sob condic¢des ambientais naturais, foram induzidas
abrotacdo por excisdo dos ramos agreos e mantidas no canteiro por 20 dias. Este tempo
foi determinado segundo resultado obtido por Asega & Carvalho (2004) que mostra que
0 aumento da atividade da 1-FEH ocorre aproximadamente 21 dias ap0s a excisdo dos
ramos aéreos em plantas submetidas a este tratamento, quando as plantas encontram-se
em brotac8o. ApOs este periodo, os rizoforos destas plantas foram coletados, lavados e
armazenados a 5 °C por sete dias. Em seguida, os rizéforos foram lavados, congelados

em nitrogénio liquido e armazenados a—70 °C até a extracdo de RNA.

Extracdo de RNA total para arealizagcdo do Northern blotting

Os RNAstotais foram extraidos separadamente das regides proximal, mediana e
distal dosrizéforos e de folhas de V. herbacea. As amostras congeladas (1,0 g de tecido)
foram homogeneizadas em 10 mL de Trizol® (Invitrogen) utilizando-se amofariz e
pistilo. O homogeneizado foi agitado em vortex por 5 min e centrifugado por 30 min a
1.000 g a 2-8°C paraeliminacdo dos polissacarideos. O precipitado foi descartado e ao
sobrenadante foi adicionado 0,2 mL de cloroférmio paracadal mL de Trizol® , sendo a
mistura mantida em temperatura ambiente por 3-5 min. Ap6s centrifugacéo por 10 min
a1.000 g a 2-8 °C, houve a separacéo de duas fases. A fase aguosa contendo o RNA foi
transferida para novo tubo, sendo adicionado para cada 1 mL de amostra, 0,3 mL de
isopropanol — para a precipitacdo do RNA —e 0,3 mL de citrato de sodio 1,5 M — para
manter a solubilidade dos polissacarideos. Apds incubacdo por 10 min a temperatura
ambiente, 0 material foi submetido a centrifugacéo por 10 min a 12.000 g a 2-8 °C. O

sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com etanol 70 % (v/v). Apos
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centrifugacdo por 10 min a 12.000 g a 2-8 °C, o sobrenadante foi descartado e o
precipitado foi ressuspendido em tampéo TE pH 8,0. Ao precipitado foram adicionados
3 volumes de etanol e 0,1 volume de acetato de sodio 3 M. O precipitado obtido apos
centrifugacao por 15 min a 12.000 g foi seco ao ar e ressuspendido em TE pH 8,0.

Extracdo de RNA total para a sintese de cDNA

Os RNAs totais dos rizéforos foram extraidos utilizando-se 0 RNeasy Plant Mini

Kit (Qiagen) com a finalidade de otimizar o procedimento.

Extracéo do DNA

O DNA foi extraido de folhas utilizando-se 0 método de CTAB modificado por
Michiels et al (2003). As folhas (1,0 g de tecido) foram maceradas em nitrogénio
liquido e transferidas para 15 mL de tamp&o de extracéo pré-aquecido a 60 °C, contendo
Tris 100 mM, pH 8, cloreto de sodio 1,4 M, EDTA 20 mM pH 8, 0,2 % b-
mercaptoetanol (v/v), 2% de PVP (p/v) e 2 % de CTAB (p/v). Apés incubacéo a 60 °C
por 1 hora, foram adicionados 15 mL da mistura cloroformio: acool isoamilico (24:1
v/v) e esta foi agitada em vortex e centrifugada por 5 min a 2500 g. A fase aguosa foi
transferida para um tubo novo e esta etapa foi repetida por mais duas vezes. A fase
aguosa foi misturada por inversdo com 2/3 do seu volume de isopropanol e incubada a
25 °C por 17 horas para precipitacdo dos acidos nucléicos. Apoés centrifugacdo por 15
min a 5.000 g, o sobrenadante foi descartado e ao precipitado foram adicionados 15 mL
de solugéo de lavagem, contendo acetato de amonio 10 mM e etanol 70 % (v/v). A
incubacdo por pelo menos 15 min em temperatura ambiente foi seguida de
centrifugagéo a 2.500 g por 6 min. Esta etapa foi repetida mais uma vez. O sobrenadante
foi descartado e o precipitado seco foi ressuspendido em tampéo TE e incubado a 37 °C
com RNase A para uma concentracdo fina de 10 mg mL™* por 30 min. Apés esta
incubacdo, foi adicionado um volume da mistura fenol: cloroférmio: acool isoamilico
(25:24:1 viviv), agitado em vortex e centrifugado por 5 min a2.500 g. A fase aquosa foi
transferida para um novo tubo a0 qual foi adicionado um volume da mistura
cloroférmio : dcool isoamilico (24:1 v/v). ApGs centrifugacdo por 5 mim a 2500 g,
foram adicionados a fase aquosa dois volumes de etanol resfriado e acetato de aménio

na concentracdo final de 2,5 M, que foram agitados em vértex e incubados no gelo por
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alguns minutos. Os &cidos nucléicos foram precipitados por centrifugacéo a’5.000 g por

10 min a4 °C, lavados com etanol 70 % por duas vezes, secos e ressuspendidos em 100

nL de &gualivre de DNase.

Analise qualitativa e quantitativa de acidos nucléicos

Os &cidos nucléicoss, DNA e RNA isolados foram quantificados
espectrofotometricamente pela determinacéo da absorbancia a 260 nm e avaliados
guanto a sua pureza pela razéo entre as absorbancias a 260 e 280 nm. A qualidade do
RNA foi avaliada pela presenca das bandas correspondentes ao RNA ribossomal 25S e
18S e a qualidade do DNA genémico foi avaliada pela presenca de uma Gnica banda de
alto peso molecular quando estes foram analisados em eletroforese em gel de agarose
1% (p/v), preparado em tampdo 1X TPE pH 8,0 conduzida sob voltagem constante (70
V) e visualizados por meio de coloracdo com brometo de etideo (0,01ng nL ) sobre luz
ultravioleta (Sambrook et al., 1989).

Digestdo do DNA genémico de V. herbacea

Foram utilizados 10 ng de DNA extraidos de folhas de Vernonia herbacea para
cada reacéo de digestdo. Diversas enzimas de restricdo foram utilizadas: Eco RI, Dral,
Xbal, Xho I, Sac |, Kpn | e Pt I, que ndo reconhecem sitios internos a ORF da 1-FEH
“Induzida/5 °C” de Vernonia herbacea utilizada como sonda, e Bgl 11, Hind 111 e Eco
RV, que reconhecem um ou dois sitios internos a ORF. As reacfes de digestdo foram
realizadas a 37 °C por 19 horas. Apos a verificagdo da digestdo total de uma pequena
parte do volume de DNA, foi adicionado EDTA 0,5 M pH 8,0 para a interrupcdo da
reacd0. O DNA foi precipitado com a adi¢éo de 0,1 volume de acetato de sodio 3,0 M
pH 5,2 e 2,5 volumes de etanol absoluto e armazenamento a —70 °C por 15 horas. Ap6s
centrifugacdo a 13000 g por 30 min, o precipitado foi lavado com etanol 70 % (v/v) e
centrifugado novamente por 10 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi

seco e ressuspendido em agua dei onizada autoclavada.

O DNA digerido (10 ny) foi fracionado em gel de agarose 0,7 % (p/v) preparado
em tampao 1X TPE pH 8,0 e brometo de etideo, conduzido sob voltagem constante (20
V) (Sambrook et al., 1989).
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Northern blotting

Foram utilizados os RNASs das regifes proximal, mediana e distal dos rizéforos
de 1) plantas em fase vegetativa, 2) plantas induzidas a brotacdo, 20 dias ap0s a excisao
dos ramos aéreos, 3) plantas induzidas a brotacdo e armazenadas a 5 °C por sete dias e
4) folhas de plantas em fase vegetativa. O RNA total (20 ng) foi fracionado em gel de
agarose 1,2% contendo formaldeido (2,2 M) e transferido para uma membrana de nylon
positivamente carregada (Hybond™N"*, Amersham Biosciences), apds desnaturacdo em
solucéo de hidroxido de sodio 0,05 M e cloreto de sodio 0,01 M e neutralizagdo com
TrisHCI 0,1 M pH 7,4 A transferéncia forgada a vacuo foi feita durante duas horas em
tampao 20x SSC (cloreto de sodio 3 M e citrato de sodio 0,3 M), utilizando o VacuGene
™ XL Vacuum blotting System (Pharmacia Biotech). O RNA foi permanentemente
fixado a membrana por exposicdo a radiacdo UV, sendo esta corada com azul de
metileno 0,04 % (p/v) em acetato de sddio 0,5 M pH 5,2 para visualizagdo dos rRNAs e
dos padroes (RNA markers 0,2 — 10 kB, Sigma). A membrana foi pré-hibridizada e
hibridizada com a sonda radioativa de cDNA de Cichorium intybus (AJ 295033)
preparada a partir de um clone cedido pelo Dr. Win Van den Ende da Universidade
Catdlica de Leuven (Bélgica). A sonda foi produzida pela marcagcdo de fragmento do
cDNA da FEH com f?P] a-dCTP, utilizando Megaprime ™ DNA labelling Systems
(Amersham) e as condicdes de hibridizaco utilizadas foram: 5 x SSC (cloreto de sddio
0,75 M e citrato de sodio 0,075 M), 0,5 % de SDS, 5 x Solugdo de Denhardt e 1 mg mL”
! de esperma de samao, a 65 °C por uma noite. As membranas foram lavadas duas
vezes com solugdo 2x SSC (cloreto de sodio 0,3 M e citrato de sodio 0,03 M) contendo
0,1 % de SDS por 10 min a temperatura ambiente e uma vez com solucéo 1x SSC
(cloreto de sédio 0,15 M e citrato de sddio 0,015 M) contendo 0,1 % de SDS por 20 min
a 65 °C. Apos lavagem, um filme de auto-radiografia foi posicionado sobre a membrana
hibridizada e estes foram mantidos na auséncia de luz no interior de um cassete. O
tempo de exposicdo foi de 5 dias a —70 °C (Sambrook et al. 1989). Apds a exposicéo, o
filme foi revelado manualmente em camara escura por meio da seguinte sequéncia de
lavagens. 4 min em solucdo reveladora (Kodak), 1 min em agua destilada, 4 min em
solucédo fixadora (Kodak), seguida de lavagem em é&gua corrente.
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Compar acao das sequiéncias de aminoéacidos das FEHs de outr as espécies
Os primeiros oligonucleotideos utilizados para amplificar o cDNA da 1-FEH de
Vernonia herbacea, apresentados abaixo, foram desenhados com base nas regides de
consenso observadas nos alinhamentos entre as sequiéncias disponiveis de FEH, obtidos
com o programa Clustal W (figura 1):
P1 S5-AACTGGATGAA(CIT)GA(T/C)CC(AIT)AA(CIT)GG(AIT)CCAATG-3
P7 R5-GG/C G(A/T)A(A/IG)AA(G/A)TC(AIT)GG(A/G)CA(CIT)TCCCA -3
Na figura 1 sdo apresentadas as seqUéncias utilizadas para a construcéo dos
oligonucleotideos degenerados, sendo que os trechos de consenso selecionados estéo
destacados em negrito.
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hvul
bvul
cil
cilla
cillb

hvul
bvul
cil
cilla
cillb

hvul
bvul
cil
cilla
cillb

hvul
bvul
cil
cilla
cillb

hvul
bvul
cil
cilla
cillb

hvul
bvul
cil
cilla
cillb

hvul
bvul

MAQAWAF - LLPVLVLGSYVTSLFFPSYI SNPLCGEDGG RSLFLCAQAPKDQD - PSPAV

MAQAWAF- LLPVLVFGSYVTSLFFPSY! SGPLCGGEDGEERSL FLCAQAPKDQD - PSPAV
MAQAWAF - LLPVLVLGSYVTSLFLPTY! TGPLCGEDGEGEERSLFLCAQAPKDQD - PSPAS
MAQAWAFLLLPALALASYASHLLLPAYI TTPLCGEEDGARSFFL CAQAPKDQDQDPSPAS

Ol|gonucleot|deo
P1 sentido

STMYKTAFHFQPAKNVWNDPSGPMYFNG YHEFYQYNLNGP! FG- DI VWGHSVSTDLVNW
STMYKTAFHFQPAK NVWNDPSGPMYFNGEYHEFYQYNLNGPI FG- DI VWEHSVSTDLVNW
- TMYKTAFHFQPAK N\VWNDPSGPMYFNG YHEFYQYNLNGP! FG- DI VWGHSVSTDLVNW
- TMYKTAFHFQPAK NVWNDPSGPMYENG YHEFYQYNLNGPI FG- DI VWEHSVSTDLVNW
DDPYRTAYHFQSPKNVWNDPNGPM YKG YHLFYQYYPYDPVWHTE! VWGHSTSTDLI NW
SQPYRTGFHFQPPKNW NDPNGPMYFNGVYHL FYQYNPYGPLWG- NI SWEHS! SYDLVNW
EQPYRTGYHFQPPSNW/NDPNGPVL YQGVYHFFYQYNPYAATFGDVI | WEHAVSYDLVNW
QJDYRTGYI-FQ)PSNVWN]DI\GDI\/LYQB\/YI-FFYQYNPYAATFG)VI | WAHAVSYDLVNW

* * -*** ** *** * % % --* **k kkk %k * * * * ** * %

| GLEPALVRDTPSDI DGCWIGSVTI LPGGKPI | | YTGEDI DOQHQAQNI AFPKNRSDPYLR
| GLEPALVRDTPSDI DGCWIGSVTI LPGGKPVI | YTGEDKDCQHQACQNI AFPKNRSDPYLR
| GLEPALVRDTPSDI DGCWIGSVTI LPGGKPI | | YTGGEDI DONQAQNI AFPKNRSDPYLR
| GLEPALVRDTPSDI DGCWIGSVTI LPGGKPVI | YTGGNI DQHQTCONI AFPKNRSDPYLR
TQQPI ALSPSEPYDI NGOWSGSI Tl LPQNKPVI LYTG NNKNYQVOQNLAL PKNLSDPYLK
FLLEPALSPKEPYDI NGCLSGSATI LPGPRPI | LYTGQDVNNSQVONLAFPKNLSDPLLK
| HLDPAI YPTQEADSKSCWBGSATI LPGNI PAMLYTGSDSKSRQVQDLAWPKNL SDPFLR
| HLD3A| YPTQEADSKSCV\SGSATI LPGNI PAM_YI'GSDSKSRQ\/QJ_AW’KNLSDPFLR

* «kk *kk*k e kk k. * * sk kkk kkk *

EW KAPNNPVLR- - - PDEPGWNSI EFRDPTTGW GPDGLWRMAVGCEL NGYSAAL L YKSE
EW KAANNPVLR- - - PDEPGWNSI EFRDPTTGN GPDALWRMVAVGGEL NGYSAALLYKSE
EW KADNNPVLR- - - PDEPGWNSI EFRDPTTGN GPDGLWRVAVGGEL NGYSAALLYKSE
EW KAANNPVLR- - - PDEPGWNVI EFRDPTTGWN GPDGHRVAVGGELNGYSAAL L YKSE
EW KLPQNPLMAGTPTNNNNI NASSFRDPSTAWQL SDGKWRVI VGTQQGKRGLAVLFTSD
EW KWEGNPLLT - - - - PVDDI KAGQFRDPSTAWMGPDGKWRI VI GSEI DGHGTALLYRST
BEW/KHPKNPLI T- - - - PPEGVKDDCFRDPSTAW. GPDGVW\RI VWWGGEDRDNNGVAFL YQST
EV\X/KI-PKNPLI l---- PPEG/KII)O:RDPSTAVRGDD(NV\RI W(XEDRDNNGVBLLYQST

**** * * * % ** - %

Ollgonucleotldeo

P7 reverso

DFLNWIKVDHPL Y SHNGSNMWAECPDFFAVL PGNNAGL DL SAAI PQGAKHAL KVB- - VDSV
DFLNWIKVDHPL Y SHNGSNWAECPDFFAVL PGNNAGL DL SAAI PQGAKHAL KMVB- - VDSV
DFLNWIKVDHPL Y SHNGSNMWAECPDFFAVL PGNNAGL DL SAAI PQGAKHAL KVB- - VDSV
DFLNWIKVDHPPY SHNGSNWAECPDFFAAL PGNNGGEL DL SAAI PQGAKHAL KVB- - VDSV
DFVKWANTGNPLHSTEGNG WECPDFFPVYVGKSLGADTS | | GDDVKHVLKLSLFDTQY
NGTKW RSKKPLHFSSKTGW\ECPDFYPVTNGDKKGL DTS VQGNNTLHVLKVS- FNSR-
DFVNVWKRYDQPL SSADATGTVWECPDFYPVPLNSTNGL DTS- VYGGSVRHVWKAG- FEGH-
DFVNV\KRYDQ:’L SSAI ATGTVEECPDFYPVPLNSTNGLDTS WGBSVRI—M\/KAG— FEGH-

****** * *x %

DKYM GVYDLQRDAFVPDN- - VWDDRRLW.RI DYGTFYASKSFFDSNKNRRI | WBWERET
DKYM GVYDLQRDAFVPDN- - VWDDRRLW.RI DYGTFYASKSFFDSNKNRRI | WGASRET
DKYM GVYDLHRDAFVPDN- - VWDDRRLW.RI DYGTFYASKSFFDSNKNRRI | WGWERET
DKYM GVYDLCRDAFVPDN- - VVDDRRLW.RVDYGT FYASKSFFDSKKGRRI VWGWSGET
EYYTI GRYDI EKDI Y- VPDEGS| E- SDLGLRYDYGKFYASKSFFDDETNRRI LWGW/NES
EYYVI GT'YDPI KDKFSVVTNDFMV- SNTQFQYDYGRYYASKSFYDSVNCRRVI WBAWNEG
DWYTI GTYSPDRENFLPONGL SL TGSTL DL RYDYGQFYASKSFFDDAKNRRVLWAW/PET
DWYTI GT YSPDRENFLPQ\IGLSLTGST LIJ_RYNYC-Q:YASKSFFDDAKI\RR\/LV\AVWPI:—F

* k% * . - k% -*****)\‘ * * k- -

(1 egenda na pagi na seguinte)
DSPSDDLEKGMGLHTI PRTI WLAGDCKQLLQAPVEEI ESLRTNEI SHQGE ELNKGDLFE
DSPSDDLEKGAGLHTI PRTI W.ADNGKQLLQAPVEEI ESLRTNEI SHQA ELNKGDLFE
DSPSDDLAKGMGLHTI PRTI WLAGDGKQLLQAPVEEI ESLRTNEI NHQGLELNKGDLFE
DSPSDDLAKGMGLHTI PRTI WLAADGKQLL QAPVEE! ESLRTNEI NHQGLELNKGDLFE
Sl QADDI KKGABGVQAI PRTWWLDKSGKQL VOAPLAEVDM_RENDVEL PSQVI KGGSLVE
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cil DSESDAVKKGABGE. QSFPRSI W.SNNRKQL VOAPVDEI LKLRTKQVNI TNRELAAGEL LK
cilla DSQADDI EKGWAGL QSFPRALW DRNGKQLI QAPVEEI EEL RONQVNLQNKNLKPGSVLE
cillb DAPEDDI EKGI\AGLQSFPRALW DRSGKQLI QAPI EEI EELRQ\IEVI\LQ\KNLKPGSVLE
TRk ke e . kok s kokke k- .
w2 | KEVDAFQADVEI DFELASI DDADPFDPSW._L DPEKHCGEAGASVPGAE GPFGLVI LASD
wl | KEVDAFQADVEI GFELASI DDADPFDPSW.L DPEKHCGEAGASVPGE GPFALVI LASD
w3 | KEVDAFQADVEI GFELASI DDADPFDPSW.L DPEKHCGEAGASVPGE GPFGLVI LASD
hvul | KEVDAFQADVEI DFELASI DEAEPFDPSW.L DPEKHCGEAGASVPGE GPFA.VI LASD
bvul | SQ TASQADVEI SFKI PESNYVEELD- STCTNPQ LCSQKGASI KGRFGPFGLLTLASM
cil | PSI TASQADVEVSFSLTNLTEI ELI D- SEVWDPQLLCAQKNVSI SGKFGPFGWLI LASK
cilla | HA AASQADVTI SFKLEGQLKEAEVLD- TTLVDPQAL CNERGASSRGAL GPFGLLAMASK
cillb I HGE TASQADVTI SFKLEELKDAEVLD— TTSVDPQ\/LCI\ERGASSRGAI GPFGLLAMVASK
: * kX kx %k . : . * :**** :**
w2 NVDEHTEVYFRVYKSQE- KYMVLMCSDL RRSSL RPDLEKPAYGGFFEFDLEKERKI SLRT
wil NVDEHTEVYFRVYKSQE- KYM/LMCSDL RRSSL RPDLEKPAYGGEFFEFDLEKERKI SLRT
w3 NVDEHTEVYFRVYKSQE- KYMVLMCSDL RRSSL RPDLEKPAYGGFFEFDLEKERKI SLRT
hvul NVDEHTEVYFRVYKSQE - KYMVLMCSDL RRSSLRPGLEKPAYGGFFEFDLAKERKI SLRT
bvul GLEEYTAVFFRI FKGPN- KYVWLMCSDQTRSSLNPTTDKLSFG FVDVDPI NE DLSLRI
cil NLTEQTAVFFRVFKGPN- KFLVLMCSDQSRSS| AQEVDKS| YGAFLDLDPLHE Kl PLRS
cilla DLKEQBAI FFRVFQNQLGRYSVLMCSDLSRSTVRSNI DTTSYGAFVDI DPRSE EI SLRN
cillb DLKEQSAI FFRVFQ\Q_G?YSVLNCS&SRSTVRSNI DTTSYGAFVDI DPKSE El SLRN
. .. . * ok ok k kK ** - . N N
w2 LI DRSAVESFGGGEGERVC TSRVYPAVLADVGRAH YAFNNGSATVRVPQL SAWFVRKAQV
wl LI DRSAVESFGGEGEGERVC TSRVYPAVLADVGRAH YAFNNGSATVRVPQL SAWTVRKAQV
w3 LI DRSAVESFGGGEERVC TSRVYPAVLADVGSAH YAFNNGSATVRVPQL SAWTVRKAQV
hvul LI DRSAVESFGGGEGRVC TSRVYPAVLANVGRAH YAFNNGNAMVRVPQL SAWTVRKAQV
bvul LI DHSI VESFSAKGKSCI TARVYPTMAI ND- KAKL YVFNNGTEDVKI TKLSAWSVKKAQ
cil LI DHSI VESFGGEGQ ACI TSRVYPKLAI NE QAEL YVFNNGTQSVTMBTLNAWEVKRAQ
cilla LI DHSI | ESFGAGEKTC TSR YPKFVNNE- EAHL FVFNNGTQNVKI SEMSAWSVKNAKF
cillb LI DHSI | ESFGAGGKTCI TSRI YPQ:VNNE EAHLFAFNNGTQ\NKI SKVSAVWBIVKNAAF
*** * :*** . * *** * * % . . *_::.**** * T :.** * . .* .
w2 NVEKGABAI ----=-=--------
wl NVEKGABAl - - -----------
w3 NVEKGABAI -------------
hvul NVEKGABAI - ------------
bvul NL STDNTSNVBYNSNKVEKEEF
cil WIG----------mem- -
cilla WDQBVKSAA - - - - - ------
cillb VWDQNVKSAA: - - - - - - - - - - -

Figura 1. Alinhamento das seqiiéncias de aminoacidos que constituem algumas das
seqiiéncias de FEHSs utilizadas para o plangjamento de oligonucleotideos: trés de T.
aestivum, denominadas wl (AJ 516025), w2 (AJ 508387) e w3(AJ 564996), trés de C.
intybus, denominadas cil (AJ 242538), cilla (AJ 295033) e cillb (AJ 295034), uma de
H. vulgare (hvul) (AJ 605333) e uma de B. vulgaris (bvul) (AJ 508534). Os asteriscos
indicam residuos idénticos em todas as sequéncias, dois pontos indicam substituicdes
conservadas e um ponto indica substituicbes semiconservadas Em negrito estdo
destacados os trechos das seguiéncias utilizadas para a construcéo dos oligonucleotideos

degenerados.
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Estratégia de clonagem do cDNA da 1-FEH obtido de rizéforos de plantas
induzidas a brotagao.

Amplificacdo do cDNA

A primeira fita de DNA complementar (cDNA) foi obtida através da reacdo
catalisada pela Super Script 1| RNase H Reverse Transcriptase (RT) (Invitrogen),
utilizando RNA total da regido proximal de rizéforos de plantas induzidas a brotacéo
pela excisdo dos ramos aéreos e armazenadas a5 °C e o oligonucleotideo poli-dT (12-18
nucleotideos) como iniciador. A sequéncia do gene da FEH foi obtida a partir da
amplificacdo do cDNA por PCR, utilizando-se oligonucleotideos degenerados
sintetizados com base nas regides conservadas de outras sequéncias ja conhecidas de
FEHSs. As condigOes utilizadas paraa PCR foram: 94 °C por 5 min, seguido de 35 ciclos
consistindo de desnaturacéo a 94 °C por 30 s, pareamento a 60 °C por 30s, e de extensdo
a 72 °C por 2 min, seguidos de extensdo final a 72 °C por 7 min. As reagGes consistiram
de 0,5 mM de oligonucleotideos, 7,5 mM de magnésio, 0,2 mM de dNTPs, 0,5 m_ da
reacd0 de cDNA descrito acima diluido 10 vezes e 2,5 unidades de Taqg DNA
Polimerase (Invitrogen) em 25 nL de volume de reacdo. O tamanho do produto da
reacdo da PCR esperado era de aproximadamente 600 pb.

A sequiéncia completa do cDNA da 1-FEH foi obtida pela aplicacdo da técnica de
Inver se Polymerase Chain Reaction (iPCR) (Sambrook & Russell, 2001) com pequenas
modificagOes. A partir da primeira fita do cDNA, foi sintetizada a segunda fita de
cDNA utilizando-se DNA polimerase | (Promega) e RNAse H. O cDNA dupla-fita foi
circularizado por ligacéo das extremidades utilizando T4 DNA ligase, produzindo um
cDNA dupla-fita circular que foi utilizado como molde para a PCR.

Para a amplificacdo do fragmento foram desenhados oligonucleotideos (R1-5'-
CGAAAGTAGCGGCATACGGATTG-3 e S1-
5TCAAGTTCAAGACCTCGCCTGG-3') baseados na sequéncia de 600 pb
amplificada com a combinacdo dos oligonucleotideos P1 e P7, denominada “ Induzida/5
°C”. ApOs vérios testes, as melhores condigdes de amplificacdo pela PCR foram as
seguintes: 60 °C de temperatura de pareamento, 0,5 mM de oligonucleotideos, 0,2 mM
de dNTPs, 1,5 mM de MgCh, 0,5 mL de cDNA molde diluido 1000 vezes e 2,5
unidades de Taq DNA Polimerase (Invitrogen). O tamanho do produto da reacéo da
IPCR esperado era de aproximadamente 1.800 pb.
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Estratégia de clonagem do cDNA da 1-FEH obtido de rizéfor os de plantas em fase
de brotagdo natural.
Amplificacdo do cDNA

A primeira fita de cDNA foi obtida através da reacéo catalisada pela Super Script
Il RNase H RT (Invitrogen), utilizando RNA total da regido proximal de rizéforos de
plantas em fase natural de brotacdo no ponto de maior atividade de 1-FEH (como
mostrado no capitulo V) e oligonucleotideo poli-dT (12-18 nucleotideos) como
iniciador. A sequéncia do gene da FEH foi obtida a partir da amplificacdo do cDNA,
utilizando-se os oligonucleotideos P1 e P7 e as condi¢des da PCR j& descritas.

A sequéncia parcia foi obtida pela técnica de iPCR (Sambrook & Russell, 2001),
como descrito no item anterior. Para a amplificagdo do fragmento foram utilizados
oligonucleotideos (NatR1-5- GTTGTGTTGGAAGAAGAGATGG -3 e NatSl- 5-
CTCTGAAAACCGCCAAGTC-3') baseados na sequiéncia de 600 pb amplificada com
a combinacdo dos oligonucleotideos P1 e P7, denominada “Natural”. Apds varios testes,
as melhores condicdes de amplificacdo pela PCR foram as seguintes. 60 °C de
temperatura de pareamento, 0,5 mM de oligonucleotideos, 0,2 mM de dNTPs, 1,5 mM
de MgCh, 0,5 nL da reacdo de cDNA descrito acima diluido 1000 vezes e 2,5
unidades de Taq DNA Polimerase (Invitrogen). O tamanho do produto da reacéo da
iPCR esperado era de aproximadamente 1.800 pb.

Clonagem e transformacéo
Os fragmentos obtidos pela PCR com oligonucleotideos degenerados e aqueles

obtidos pela iPCR foram purificados por GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification
Kit (Amersham Biosciences), ligados ao vetor pGEM-T (pGEM-T Easy Vector,
Promega) e as reacOes de ligacdo foram utilizadas para transformacdo de células
competentes de Escherichia coli (linhagem TOP 10 F', Invitrogen ou XL1Blue MRF,
Stratagene) via transformacdo quimica, de acordo com as recomendagOes dos
fabricantes.

Os transformantes foram selecionados em placas de cultura com meio LB/agar
suplementadas com 0,5 mM de IPTG, 80?ng mL™! de X-Ga e 100 ng mL? de
ampicilina utilizada como agente de selecdo. Os transformantes foram visualizados ap0s

um periodo de incubac&o de 16 horas a 37 °C.
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Analise por PCR das coldnias transfor mantes
A andlise foi redizada por meio de PCR, utilizando-se um inéculo de cada
colbnia resstente a0 meio seletivo, juntamente com os oligonucletideos
M13R(5' CAGGAAACAGCTATGACS3') e M13F (5 GTAAAACGACGGCCAGT3).
As condigdes utilizadas para a PCR foram: 94 °C por 5min, seguido de 35 ciclos
consistindo de desnaturacéo a 94 °C por 30 s, pareamento a 58 °C por 30s e de extensao
a 72 °C por 2 min, seguidos de extensdo final a 72 °C por 10 min e 4 °C por 5 min. As
reacOes consistiram de mistura de 0,5 mM de oligonucleotideos, 1,5 mM de MgCh, 0,2
mM de dNTPs, 3,0 i de indculo e 2 unidades de Taq DNA Polimerase (Invitrogen) em
20 L de volume de reagcdo. O produto da PCR foi submetido a eletroforese em gel de
agarose 1% e as bandas visualizadas por meio de coloracdo com brometo de etideo

(0,01ng nL."Y) sob luz ultravioleta (Sambrook et al., 1989).

Extracéo de DNA plasmidial

Para confirmar a autenticidade desses clones recombinantes, extraiv-se 0 DNA
plasmidial das col6nias transformadas utilizando-se o Wizard Plus SV Miniprep DNA
Purification System (Promega), conforme as recomendacdes do fabricante. As coldnias
transformadas foram utilizadas como inéculo em 5 mL de meio LB suplementado com
100 mg mL! de ampicilina sendo mantido em agitador orbital a 200 rpm, a 37 °C por 16
horas. Apods centrifugacéo a 10.000g por 5 min, o sobrenadante foi descartado e o

precipitado bacteriano foi utilizado para a extracdo de DNA plasmidial.

Sequienciamento e andlise das seqliéncias

O DNA plasmidia das col6nias transformadas foi sequenciado utilizando-se o
Thermo Sequenase Cy5 Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (Amersham Biosciences)
e os oligonucleotideos M13R e M13F, em sistema ALFwin Express Sequencer
(Pharmacia Biotech). Para a obtencdo das seqUéncias completas, um novo
sequienciamento foi realizado, utilizando oligonucleotideos especificos desenhados com
base nas sequiéncias denominadas “1-FEH Induzida/ 5°C” e “1-FEH Natural:
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1-FEH Induzida/5°C:

iPCRS1 5-GATACGGGAACTTTTATGCCTC-3
iIPCRS2 5'-ATGATGCGAAGAACAGGAGG-3
iPCRR1 5'-GTGGACCAGAACAAGAAGAC-3
iIPCRR2 5'-TGGAGGTTGGAAATGGTAGC-3

1-FEH Naturd:
iPCRNatS5 - GCGTTTCCTTACCAATCCTCCG - 3

Apbs o sequienciamento, os fragmentos tiveram suas identidades confirmadas por
comparagdo com outras sequéncias através do programa BLAST (Altschul et al., 1990).
O peso molecular e o pl da 1-FEH Induzida/5 °C foram estimados pelo programa
Identification And characterization (pl/MW) (Gasteiger et al., 2005) e a ocorréncia de
peptideo sinal e provaveis sitios de processamento foram avaliados utilizando-se os
Programas Predotar e Signal P (Small et al, 2004). Os provaveis sitios de glicosilacéo,
fosforilagdo e miriostilagcéo foram estimados através do programa Prosite (Hulo et al.,
2006). Os mapas de restricao foram definidos pelo programa DS GENE 1.1 (Software

for nucleic acid and protein sequence analysis, Accelrys).

Expressdo heterologa da 1-FEH “Induzida/5 °C” de Vernonia herbacea em Pichia

pastoris

Clonagem em vetor pPICZa A e transformacdo em E.coli

A sequéncia clonada em vetor pPICZaA (Invitrogen) foi obtida a partir da
amplificagdo do cDNA por PCR, utilizando-se oligonucleotideos sintetizados com base
na provavel sequéncia aminoterminal da 1-FEH Induzida/5 °C, inferida através do
alinhamento das seguéncias de aminoécidos de FEHs de outras dicotiledoneas. Os
oligonucleotideos foram construidos contendo adaptadores que consistiram dos sitios de
restri¢do das enzimas Notl e EcoRlI, indicados em negrito nos oligonucleotideos:

VHFEHR 5 -AGAGAGCGGCCGCTTGCTTTTCGACATAAATTACCC-3

VHFEHS 5 AGAGAATTCCAGATTATTGAACAACCGTATCG-3

82
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As condicoes utilizadas para a PCR foram: 94 °C por 5min, seguido de 35 ciclos
consistindo de desnaturagdo a 94 °C por 30 s, pareamento a 60 °C por 30s e de extensdo
a 68 °C por 2 min, seguidos de extensio final a 68 °C por 10 min e 4 °C por 5 min. As
reacOes consistiram de 0,5 mM de oligonucleotideos, 1 mM de magnésio, 0,3 mM de
dNTPs, 1 mL de cDNA molde e 2,5 unidades de Pfx DNA Polimerase (Invitrogen) em
20 L de volume de reac¢&o. O tamanho do produto da reacdo da PCR esperado era de
aproximadamente 1.600 pb.

Inicialmente, o fragmento foi clonado em um vetor TOPO XL para garantir as
extremidades coesivas, contendo os adaptadores, necessarias para a posterior clonagem
direcionado em vetor pPICZaA. Desta forma, para permitir a clonagem do fragmento
no vetor TOPO XL, o fragmento amplificado teve a adicdo de adenina nas suas
extremidades. A reagdo consistiu de 5 unidades de Taq DNA Polimerase (Invitrogen), 1
mM de dATP, 1,3 ng do fragmento amplificado na PCR descrita acima em 10 m de
volume de reacdo e incubagdo a 70 °C por 30 min, seguidos de 4 °C por 5 min. O
fragmento foi ligado ao vetor TOPO XL e transformado em E.coli (TOP 10, TOPO XL
PCR cloning kit, Invitrogen) via transformacdo quimica. Os transformantes foram
sel ecionados em placas de cultura com meio LB/agar suplementadas com 50 mg mL™ de
canamicing, utilizada como agente de selecdo. As coldnias crescidas em meio LB/agar
suplementado com canamicina foram submetidas a PCR utilizando os oligonucleotideos
M13R e M13F para a verificagdo da presenca do inserto e desta forma, selecionar as

col6nias positivamente transformadas.

O DNA plasmidia do transformante positivo selecionado foi obtido utilizando-se
o Fast Plasmid Kit (Eppendorf), seqlienciado para confirmacéo do fragmento da 1-FEH

de V. herbacea e digerido com Notl e EcoRI (Roche).

O fragmento de interesse foi separado por eletroforese em gel de agarose 1% (p/v)
contendo brometo de etideo (0,1 ng mLt) preparado em tamp&o 1x TAE e conduzido
sob voltagem constante (100 V). Em seguida o fragmento foi recortado do gel e
purificado utilizando o protocolo de extracdo Qiaquick Gel da QIA Quick Nucleotide
Removal Kit (Qiagen).

O vetor pPICZaA, inicialmerte transformado em E. coli, foi obtido utilizando-se
o Fast Plasmid Kit (Eppendorf), sendo em seguida digerido com Notl e EcoRI (Roche)
e purificado utilizando-se o protocolo de purificagdo de PCR do QIA Quick Nucleotide
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Removal Kit (Qiagen). Apés a purificacdo, o vetor foi desfosforilado por uma fosfatase
acalina (Shrimp Alkaline Phosphatase, Promega).

O fragmento foi ligado ao vetor pPICZaA na propor¢do 2:1, utilizando Rapid
DNA Ligation Kit (Roche) e a mistura de ligacéo foi utilizada para transformagdo
guimica de E. coli competentes (One Shot Cells TOP 10, Invitrogen), conforme
recomendagdes dos fabricantes. Os transformantes foram selecionados em placas de

cultura com meio 2xY T /agar suplementado com 30 ng mL™* de zeocina como agente de

selecao.

Preparacdo do vetor pPICZa A contendo o0 gene de interesse

As coldnias crescidas em meio 2x Y T/agar suplementado com 30 nmg mL™ de
zeocina foram submetidas a PCR utilizando-se os oligonucleotideos 5AOX (5'-
GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3) e 3 AOX (5-
GCAAATGGCATTCTGACATCC-3') para a verificago das coldnias positivamente

transformadas.

Foram selecionados trés transformantes positivos que foram preparados para
posterior transformagdo em células de Pichia pastoris. Os plasmideos foram obtidos

utilizando-se o Quantum Prep™ Plasmid Midiprep Kit (Bio Rad).

Os plasmideos foram linearizados com a enzima de restricdo Sacl (Roche) e
purificados utilizando-se 0 QIAquick Nucleotide Removal Kit e precipitacdo com etanol

sendo, em seguida, ressupendidos em &gua deionizada autoclavada.

Preparacdo das células de Pichia pastoris

Foram utilizadas as células de Pichia pastoris da cepa X33, que € o gendtipo
selvagem usado para selecdo com zeocina e na producdo em larga escala. O preparo da
pré-cultura de células consistiu de meio YPD e células X33, incubados a 29 °C com

agitacéo de 200 rpm por 24 horas.

A partir desta pré-cultura foram preparados volumes maiores contendo meio Y PD

sem zeocina e aliquota da pré-cultura, consistindo na cultura de célula propriamente dita
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que foi incubada a 29 °C por 15 horas. A densidade 6tica em 600 nm das culturas foi

determinada, sendo escolhida a cultura que apresentou valor entre 1,3 — 1,5.

A cultura de células foi resfriada em gelo por 10 min, transferida para tubos de
centrifuga previamente resfriados e submetida a centrifugacéo a 1.500 g por 5 min a 4
°C. O precipitado foi lavado trés vezes com &gua previamente autoclavada e resfriada, e
novamente centrifugado por 1.500 g por 5 min a4 °C. O sobrenadante foi descartado e
a0 precipitado foram adicionados 10 mL de sorbitol 1 M previamente autoclavado e
resfriado; em seguida a mistura foi centrifugada a 1.000 g por 5 min a 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi ressuspendido em 1 mL de sorbitol 1 M.

Transformacdo de Pichia pastoris e crescimento em placas

As células de P. pastoris X-33 (100 ni) foram transformadas com 20 ng de
plasmideo linearizado por eletroporacdo (Bio Rad Gene Pulser) empregando-se as
seguintes condigbes: 1500 V, 200 ? e 25 nfaradays. Imediatamente apls a
eletroporacdo adicionouse 1 mL de sorbitol e o volume total foi transferido para novo
tubo, o qual foi submetido a incubacdo a 30 °C sem agitacdo, por uma hora. Apos este
periodo adicionou-se meio YPD e incubouse novamente a 30 °C, agora com agitacdo

de 200 rpm, por uma hora.

Os transformantes foram selecionados em placas de cultura com meio YPDS/agar
suplementadas com 100 e 500 ng mL™* de zeocina utilizada como agente de selecéo. As
colbnias crescidas em meio YPDS/agar foram submetidas a PCR  utilizando-se os
oligonucleotideos 5’ AOX e 3'AOX para a verificagdo das colbnias positivamente

transformadas.

Crescimento de células transformadas e inducdo da expressao

Trés transformantes positivos foram selecionados e inoculados em 80 mL de meio
BMGY seguido de incubacdo a 30 °C com agitacdo por 17 horas para gerar biomassa.
As células foram centrifugadas a 1000 g por 5 min a 4 °C. O ®brenadante foi

descartado e o precipitado foi ressuspendido em 20 mL de meio BMMY e incubado a
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30 °C com agitagdo por 4 dias para inducdo da expressdo. A cada 24 horas foi

adicionado metanol a uma concentracdo fina de 2 % para manutencdo das condic¢des de

inducéo.

Purificacdo e ensaio da proteina recombinante

As células foram centrifugadas a 1.045 g por 10 min a 4 °C. O precipitado foi
descartado e ao sobrenadante foi adicionado um volume de tampdo MES 50 mM pH 5,5
e sulfato de ambénio a 80 % de saturacdo, seguido de repouso por 30 min. A proteina
precipitada foi coletada por centrifugacdo a 20.000 g por 30 min. O precipitado,
ressuspendido em tampéo acetato 50 mM pH 5,0, foi centrifugado por um minuto e
mantido a 5 °C até a redlizacdo dos ensaios enzimédticos. Toda a manipulagdo do
material durante a extracdo foi realizada a 5 °C. Azida de sodio foi adicionada aos
tamp0es para prevenir o crescimento microbiano.

Para a redlizacdo dos ensaios 0 extrato enzimético foi diluido 10 vezes. A
atividade enzimatica foi determinada a partir da incubacdo do substrato com o extrato
enzimatico na proporcéo de 1:1 (v/v). Para a andlise da atividade da FEH, os substratos
utilizados foram inulina de Cichorium intybus 50 mg mL? e 1-cestose 10 mM
preparadas em tampé&o acetato 50 mM, pH 5. O extrato enzimatico foi incubado com
sacarose 10 mM preparada em tampdo acetato 50 mM, pH 5, para detectar eventual
atividade de invertase. Durante as incubagdes, realizadas a 30 °C, foram retiradas
aliquotas nos tempos zero, 1, 2 e 20 horas. Em seguida, as aliquotas das misturas de
incubagdo foram submetidas a fervura por 5 min para interrupcéo da reacdo, diluidas em

agua e submetidas a andlise dos produtos formados em HPAEC/PAD.

Andlise da atividade enzimética

A atividade da enzima recombinante foi determinada pela quantidade de frutose
liberada na mistura de incubacéo, através da quantificacdo por HPAEC/PAD em sistema
Dionex modelo DX-400, coluna Carbo Pac PA100, utilizando os eluentes: eluente A (90
mM de hidroxido de sodio) e eluente B (500 mM de acetato de sddio em 90 mM de
hidréxido de sodio) com a programacdo: 0-6 min, 20 mM. Os potenciais aplicados ao
PAD para E1 (480ms), E2 (180 ms) e E3 (360 ms) foram 0,05, 0,75 e —0,15,

respectivamente. O fluxo aplicado foi de 1 mL min™.
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Andlise da proteina recombinante purificada

A andise da proteina recombinante, apos purificagdo com acetona, foi efetuada
através de eletroforese em gel de poliacrilamida sob condigdes desnaturantes (SDS-
PAGE), empregando-se um sistema descontinuo, baseado no método descrito por
Laemmli (1970) e utilizando géis com 10 % de poliacrilamida (p/v) em tampao Tris
HCI 1,875 M pH 8,8, glicina 0,192 M, contendo 0,1% de SDS (p/v). Foram utilizados
géis (9X6 cm) de 0,75 mm de espessura, montados em cuba vertical de eletroforese
modelo Mini-Protean (Bio Rad). Como marcador de massa molecular foi utilizado Page
Ruler Unstained Protein Ladder (Fermentas, 10 a 200 kDa). O gel foi corado com

solucéo contendo 0,05 % de Coomasie Blue, 10 % de etanol e 5 % de acido acético.
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RESULTADOS
Protocolo para estudo da expressao dos genes que codificam a 1-FEH

Extracdo de RNA

O método utilizado para a extracdo de RNA proporcionou um rendimento médio de 50
ny g' de tecido e RNA de boa qualidade como mostra a figura 1, na qual podem ser
observadas duas bandas discretas correspondentes aos RNAS ribossomais, 25S e 18S.
Como 98 % a 99 % do RNA total correspondem ao RNA ribossomal (rRNA), a
integridade de uma amostra de RNA pode ser determinada pela integridade do rRNA
(Sambrook et a 1989). O RNA extraido de rizéforos de plantas induzidas a brotacéo,
guando analisado por eletroforese em gel de agarose, mostrou-se integro e com grau de

pureza satisfatorio para a realizagdo do trabal ho.

25Sr RNA
18 Sr RNA

Distal
k E

(PI‘OXI mal
< Median

Regibes do rizéforo

Figura 1. Visualizagdo sob luz ultravioleta dos RNAs total extraidos das regifes
proximal, mediana e distal dos rizoforos de plantas de Vernonia herbacea induzidas a
brotacéo, separados por eletroforese em gel de agarose contendo brometo de etideo. As
duas bandas indicadas correspondem as subunidades 25S e 18S do RNA ribossomal
(rRNA).

Andlise da expressio

Através da técnica de Northern blotting foi possivel identificar e obter
informacdes sobre a abundancia e o padréo de distribuicdo de transcritos relacionados a

1-FEH nosrizéforos de V. herbacea.
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Como apresentado na figura 2, a presenca dos transcritos relacionados a 1-FEH
foi detectada na regido proxima de rizoforos de plantas induzidas a brotagdo
(Induzidas) e nas regides proximal, mediana e distal de rizoforos de plantas induzidas a
brotacdo, seguida de armazenamento a 5 °C (Induzidas/5°C). O armazenamento a5 °C
intensificou a inducéo da expressdo de transcritos relacionados a 1-FEH e esta resposta
foi verificada pelo aumento da intensidade do sinal de hibridizacdo naregido proximal e
pelo aparecimento do sinal nas regides mediana e distal dos rizéforos submetidos a este
tratamento. Por outro lado, nenhum sinal foi observado para as folhas e nem para as trés
regides do rizéforo de plantas na fase vegetativa.

b 1-FEH
4] (]
8 T §3E § 3 3
T ¥ 8 oy g O o
= E s
Vegetativo Induzidas Induzidas/ 5°C

Figura 2. Andlise da expressdo de transcritos relacionados a 1-FEH, por Northern
blotting, em folhas e rizéforos de Vernonia herbacea em fase vegetativa, em plantas
induzidas a brotagdo pela excisdo dos ramos aéreos e em plantas induzidas a brotagéo e
armazenadas a 5 °C. O RNA total (20 ng) foi isolado dos tecidos indicados e a
membrana foi corada com a) azul de metileno 0,04 % em acetato de sodio 0,5 M pH 5.2
para visualizagdo do RNA ribossomal 18S e b) hibridizada com a sonda da 1-FEH lla

de Cichoriumintybus. A exposicéo para a auto-radiografiafoi de 5 dias a—70 °C.
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Estratégia de clonagem de cDNAs de 1-FEHs obtidos de rizéforos de plantas em

brotacéo

Amplificacdo dos cDNAs de 1-FEH

A partir do resultado obtido no experimento anterior (figura 2) no qual foi utilizada uma
sonda de 1-FEH llade C. intybus (Asteraceae), foi possivel apontar aregido do rizéforo
com maior abundancia do transcrito relacionado a 1-FEH. A alta expressdo de 1- FEH
foi verificada especialmente na regido proximal de rizoforos de plantas Induzidas/5 °C.
Assim, para a sintese do cDNA, utilizou-se 0 RNA extraido desta regido do rizéforo de

plantas submetidas a este tratamento, conforme descrito anteriormente (Induzidas/5 °C).

Para a clonagem da 1-FEH de plantas em fase de brotagdo natural utilizou-se 0 cDNA
sintetizado a partir do RNA extraido da regido proximal de rizéforos de plantas em fase
de brotacdo natural na data de amostragem em gue as plantas apresentaram a atividade
mais elevada de 1-FEH no periodo estudado (09 setembro), como mostrado no capitulo
V.

Dentre todas as combinacfes de oligonucleotideos sintetizados baseados nas
regides de consenso entre as seqiéncias de FEHs disponiveis testadas, somente a
combinacdo P1 e P7 amplificou um produto com tamanho esperado, de
aproximadamente 600 pb. ApOs otimizacdo da temperatura de pareamento, para
diminuir o nivel de amplificacdo ndo-especifica, foi selecionada a temperatura de 60 °C
para a realizagdo das demais PCR. Além disso, a quantidade de primeira fita de cDNA
foi diluida 10 vezes e a concentragdo de magnésio foi aumentada de 1,5 mM para 7,5
mM.

Apbs clonagem e segiienciamento, os produtos obtidos pela PCR tiveram a sua
identidade confirmada com base no resultado obtido com o Programa BLAST (Altschul
et al., 1990) (tabela 1). A sequiéncia de nucleotideos obtida a partir dos rizéforos de
plantas em fase de brotacéo natural foi denominada 1-FEH Natural e a sequiéncia obtida
de rizéforos de plantas induzidas a brotagdo pela excisdo dos ramos aéreos e

armazenamento a5 °C foi denominada 1-FEH Induzida/5 °C.
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Tabela 1. Resultado da comparacdo das sequiéncias parciais de nucleotideos de 1-FEH
Induzida/5 °C e 1-FEH Natural de Vernonia herbacea, obtidas pela PCR, com as

sequéncias de nucleotideos de diversas espécies disponiveis no GenBank. E-value

indica o grau de validade do alinhamento.

Seqiiénciade nucleotideo  N° acesso Tipo Organismo Score  E-value

de Vernonia herbacea

1-FEH Natural Y 11124  invertase Cichoriumintybus 405  2,00E-110

AJ 509808 1-FEH Campanula rapunculoides 346 1,00E-92

AJ295033 1-FEHIla Cichoriumintybus 325 1,00E-86

Y 11176 frutosidade Cichoriumintybus 324 3,00E-86

AJ295034 1-FEHIIb Cichoriumintybus 319 7,00E-85

AJ242538 1-FEH I Cichoriumintybus 239 5,00E-77

1-FEH Induzida/5°C AJ295033 1-FEHIla Cichoriumintybus 451 1,00E-124

Y 11176 frutosdade  Cichoriumintybus 450  3,00E-124

AJ295034 1-FEHIIb Cichoriumintybus 439  7,00E-121

AJ 509808 1-FEH Campanula rapunculoides 339 1,00E-90

Y 11124  invertase Cichoriumintybus 300 4,00E-79

AJ242538 1-FEH | Cichoriumintybus 227 4,00E-71

O E-value (expectation value), mostrado natabela 1, € um namero resultado de calculos

estatisticos que indica o grau de validade de um ainhamento. Quanto menor o valor,

mais significativo € o ainhamento. O Programa Blast calculou os valores do

alinhamento colocando-os em ordem decrescente de significancia. O Score é a

pontuagdo que uma determinada sequéncia recebe dependendo do grau de

correspondéncia encontrada no banco de dados.

As seguiéncias mostraram alta pontuagdo, com baixo valor de expectativa, que reflete a

ata similaridade com as 1-FEHs de C. intybus e de C. rapunculoides Entretanto,

guando comparadas entre si, as sequéncias de aminoécidos deduzidas a partir das
sequéncias de nucleotideos de 2FEH Natural e FEH Induzida/5 °C mostraram ser

produtos distintos, quando alinhadas pelo programa Clustal W (figura 3).
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1FEHNat ur al
1FEHI nduzi da

1FEHNat ur al
1FEHI nduzi da

NVWWNDPNGPMYYNGVYHL FFOHNPFGPLFSNQ YWAHSVSRDLI NW PLDLAI SPTEPFD
NVWWNDPNGPM. YNGVYHFFYQYNPYAATFGDVI VWGHAVSYDLVNW HLDPAI YPTHEAD
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I NSCWEGSATI LPGNKPVI LYTG DSENRQVQNI AVPKNL SDPYLREVWKYTGNPVI NLP
AKSCWSGSATI LPGNI PAML YT GSDSHSRQVQDL AWPKNRSDPFL REWKYTGNPLI TAP
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1FEHNat ur al DG EPDDFRDPTTAW.AEDGKVRI LVGSQKDKTGA AFPYQSSDFVNWIRYDSPLHKVAGT

1FEH nduzi da EGVNDDCFRDPSTAWQGPDGVWRI WGADRDNNG\/AFLYQSTDFVNV\KRYEQDLSSAU_T
Sk ok kokkkekkk  kok kokkekke s sk keokk kkk:okkkkk kk: kk

1FEHNat ur al G W\ECPDF

1FEH nduzi da GITVECP- -

* kkk*%x

Figura 3. Alinhamento das seqUéncias de aminoécidos deduzidas a partir das
sequéncias de nucleotideos da 1-FEH Natural e da 1-FEH Induzida/5 °C de Vernonia
herbacea (Clustal W). Os asteriscos indicam residuos idénticos, dois pontos indicam

substitui¢des conservadas e um ponto indica substituigdes semiconservadas.

Apbs a confirmagdo de que estas sequéncias parciais tratavamse de FEHS,
utilizou-se a técnica de iPCR para a obtencéo da sequéncia completa do cDNA da 1-
FEH Induzida/5 °C e 1-FEH Natural.

Baseando-se nas sequéncias parciais de :FEHs de V. herbacea obtidas pela
PCR foram desenhados oligonucleotideos para a reacdo de iPCR, na qual utilizou-se
cDNA dupla-fita e circular. Com o intuito de diminuir o nivel de amplificacdo ndo-
especifica foram realizados testes de gradiente de temperatura de pareamento,
concentracdo de magnésio e diluicdo do cDNA dupla-fita circular utilizada como molde.
Somente a combinacéo R1 e S1 para 1-FEH Induzida/5 °C e a combinacdo NatR1 e
NatS1 para a 1-FEH Natural amplificaram produtos de tamanho esperado de
aproximadamente 1.800 pb (figura 4), utilizando-se o cDNA molde diluido 1.000 vezes
e a concentracdo de magnésio de 1,5 mM.
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1 2 P
Figura 4. Eletroforese em gel de agarose dos produtos da iPCR. Os fragmentos obtidos

foram visualizados por incorporagdo com brometo de etideo. Amplificagfes por PCR de
diluicio do cDNA dupla-fita circular molde utilizando-se as combinagbes dos
oligonucleotideos NatR1/ NatSl para a 1-FEH Natural (1) e R1/S1 para a *FEH
Induzida/5 °C (2) nas reagbes. O padréo molecular de DNA do fago | digerido com a
enzima de restricdo Hind 111 e EcoRI estd indicado em P. Os numeros da direita
referemse aos tamanhos (pb) dos fragmentos que compdem o padrdo utilizado e as

caixas vermel has destacam os produtos sel ecionados.

Apds clonagem e seglienciamento, os produtos obtidos pela iPCR tiveram a sua
identidade confirmada pelo Programa BLAST. Foram obtidas a seqiiéncia completa do
cDNA da X:FEH Induzida/ 5 °C, incluindo as regides ndo traduzidas, e a sequéncia
parcial da 1-FEH Natural.

O cDNA da 1-FEH Induzida/5 °C apresentou 49 pares de bases na regido
5 UTR, 1.749 pares de bases compreendendo a ORF e 276 pares de bases na regido 3
UTR, incluindo a cauda poli A, apresentando um total de 2.074 pares de bases (figura
5). O cDNA da 1-FEH Natural apresentou 1.597 pares de bases na ORF, 162 pares de
bases naregido 3' UTR, incluindo a cauda poli A, apresentando um total de 1.759 pares
de bases (figura 6). A regido 5 UTR da 1-FEH Natural ndo foi obtida até o presente. As
sequéncias deduzidas de aminoécidos da 1-FEH Induzida/5 °C e da seqiiéncia parcia da
1-FEH Natural alinham-se com outras sequiéncias de 1-FEHs de dicotileddneas descritas

na literatura (figura 7).
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Figura 5. Seqiiéncia de nucleotideos e seqliéncia deduzida de aminoéacidos do cDNA da
1-FEH Induzida/5 °C clonado de Vernonia herbacea. A sequéncia encontra-se
numerada na direcdo 5'-3', a partir do sitio de inicio da traducdo. NUmeros da esquerda
indicam o total de aminoécidos e os da direita indicam o tota de nucleotideos
apresentados em cada linha. As abreviaturas5 UTR , ORF e 3 UTR, indicam regido 5’
ndo-traduzida, quadro de leitura e regido 3 ndo-traduzida, respectivamente. A

sequéncia foi depositada no EMBL/ EBI sob o nimero de acesso AM 231149 e sera

5" UTF
cccattctcccacgcaaccttaaact cat cgat at caaacaccaacat c

ORF
at gaat aaacctctttcctcttttcttacattatgtcttcttgttct ggtccacgggcct 60
M NKZPLSSFLTLZ CLILV H P
ggt catttcgacgcgacccgt cagaacct t aaagacat aat tt cactt ccaact cagatt 120
GHFDATRQNLIKDI I S L PTOQI
at t gaacaaccgt at cggact ggct accat t t ccaacct ccaagcaact ggat gaat gat 180
I EQPYRTGYHFQPPSNWMND
cccaat ggaccaat gt t at acaacggagt gt at catttctt ct accaat acaat ccgt at 240
P NGPMLYNGVYHFTFYQYNZPY
gccgetact tt cggt gacgt cat cgt gt ggggccat gccgt at cat acgacct cgt caac 300
A ATFGDWVI GHAV SYDLVN
t ggat ccat ct cgacccggccattt accccacccacgaagccgacgccaaaagct gct gg 360
WIlI HL DPAI YPTMHEADAKS ST CW
t ccggat ccgecaccat cct ccccggaaacat t ccggecat get at acaccggcagegat 420
ATl LPGNI PAML
t cacact cccgt caagt t caagacct cgect ggcccaaaaaccgcet ccgaccctttcectt 480
S HS RQVQDULAWPIKNRSUDUPF
cgagagt gggt caaat acaccggcaaccct ct cat aaccgcaccggagggcgt caacgat 540
EWV KYTGNPTLI TATPE
gact gtttccgt gacccgagcacggcect ggcagggcccggacggcgt ct ggcggat cgt ¢ 600
DCFRDZPSTAWRQG G
gt cggagccgaccgagacaat aacggcat ggccttct t gt at cagagt act gat t t cgt a 660
GADRUDNNGMATFLYQSTDFV
aact ggaaaagat acgaacagcct t t gt cgt cggcagacct aaccggaact t gggagt gc 720
NWKIRYEQPLSSADLTGT C
ccggacgtttat ccggt gccgt t gaacagcaccaacggact t gacacgt cggt at acggc 780
P DVYPV L NSTNGLUDTSUVY
ggaanggt gaagcat gt gat gaaagcaggat t cggagggcat gattggt at accat cggg 840
K F GHDWYTI G
act t at act cct gat cgt gagaat t t ct t gccacaaaat gaggt t gaccggaagt act at 900
TYTPDRENTFLPQNEVDRIKYY
ggacct gaggt acgat acgggaact t t t at gcct cgaaat cat t t t t cgat gat gcgaag 960
GPEVRYGNFYASKSTFTFUDDAHK
aacaggagggt tt t gt ggggt t ggat t cct gaat ct gat t ct caagaagacgat at ccag 1020
N R WG WI PESDSQETDTDI Q
aaaggat gggcgggt cttcagtcgttcccgagggcgctttggat cgacagaagt gggat g 1080
K w A L QS FPRALWI DRSS
cagct aat t caat ggccggt ggat gagat tgaaaagct t cggct aaat gaagt caacct c 1140
QLI QWPVDEI EKLIRLNEV
caaaacaaaaacct t aaacct ggct ct gt cct t gaaat ccagggeat t act get t ct cag 1200
QNKNLKPGSVLEI QGI TAS
gcggat gt t acaat ct cgt t caaat t agagaact t gaaagaagccgaggt at t ggat acg 1260
A DV TI SF KLENLKEA \
agt t t gaccgacccacaagcgct t t gt aacgaaagaggt gcat caagccagggt gtgttc 1320
S LTDP QALCNEIRGASSAOQGVF
gggcct ttt gggt t gt t ggccat ggcat cgaaagact t aaaagaacaaaccgcgat cttc 1380
P F M A S KDL KE QTAI F
ttt cgggt gt t ccaaaaccaaaacggt cgttact ct gt gct cat gt gt agcgat ct t age 1440
FRVFQNQQNGRYSVLMCSTUDIL S
aggt caacggt caagagcaat at cgacacaacaagttttggtgcatttgttgacat aaat 1500
S TVKSNI DTTSFGATFVD.I
cct cgat acaacgagat ct cact cagaaact t gat t gaccact cgat t at t gagagct t ¢ 1560
P RYNEI SLRNLI DHSII I
ggagct gaaggcaagacat gt at cacgagt cgggt tt accccaaat t t gt gaact at gaa 1620
GAEGKTT CI TSRVYPKTFVNYE
gaggctcatctttacgcttttaacaacggt act caaagcgt caagattt cacgaat gagt 1680
E AHLYAFNNGT QSVIKI SRMS
gct t ggagcat gaagagt gcggaat tt at t at agat cagaccgt aaagagt gcgact at g 1740
A WS MK SAETFI | DQTVIKSATM
gagaagt aa 1749
E K -
3" UTR
at cggat gt gt aat at t aat agggt aat t t at gt cgaaaagcaaagt aaat ggaagcat
t ggaggccaggagagt t gat t t ggt agct ct t t ggt agaaggt cattctttatagcttc
attccttgtaaaaaattttgaagttgtgccattttatttttatatttttgeatttataa
gat gt aacaaat gct gcaaagcacat gat gccgtt gt aacaaattattgtttcattaat
at agt t gcaat at t t gagt aat caaaaaaaaaaaaaaaaa

liberada para acesso publico apds a sua publicagéo.
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ORF

t ggagat gagt acaagtcttattttctccataatatttctcgctctttactgtttccatgt g1
20 GDEYKSYFLHNI SRSLLTFPC

ccgat ccgaccgt act acgccggaat ctcttattcttcgccgeccggaacaacaaccttac 121
40 Pl RP Y Y AGI SYSSPPEG QOQPY

cggacggcgtttcactt ccagcecttcccaaaact ggat gaat gat cct aat ggaccaatg 181
60 R T A FHFQPSQNWMNTGDTPNGTPWM

t act acaat ggagt at accatctcttcttccaacacaacccatttgggccacttttctct 241
80 Y Y NGV Y HLTFFQQHNPTFGPLTF S

aaccaaat ct act gggcacact ct gt at cgcgcgacct gat caact ggat ccctttagac 301
100 N QI YWAHSVY SRDLI NWI PL D

ctcgecatttctcccaccgaaccctt cgacat caacagcet get ggt ccggat ccgeccaca 361
120 L A1 S P TEPFDI NSCWSGSA AT

at cct acccggaaacaaacccgtt at att at acaccggaat cgact ct gaaaaccgccaa 421
140 \ | P GNKPVI LYTGI DSENTRDOQ

gt ccagaat at agccgt cccaaagaact t at cggacccat at ct t agagaat gggt caag 481
160 v g NI AV P KNL SDPTYTLT REMWLVK

t acaccggcaat ccggt cat aaacct acccgacgggat t gaaccggacgactt cagagac 541
180 Y T GNPVI NLPDGI EPDDTFTRTD

ccgaccaccgcct ggct t gcagaagacggaaaat ggagaat act cgt cggaagt cagaaa 601
200 P T TAWLAEUDGIKWRILVGS QK

gataagaccggaattgcgtttctttaccaatcctccgactttgttaactggactcgatac 661
220 D K T I AFLYQSSDFVNWTR RY

gattcccct ct tcataaggtt gccggaaccggaat at gggaat gcccagacttttttcet 721
240 D S P L HKV A T I ECPDFTFUP

gt gagggt t gacagcacaaat ggggt t gat acat cggt cat aaacccgaaaacaaagcat 781
260 vy RV DSTNGVDTSVI NPKTZKH

gt gtt gaaggt gggatt at at gat t at gggagagact act acat gat cgggaat t acagt 841
280 VGLYDYGRDYYMI GNYS

ccggagaaagaaaact acgttcct caaaacgaat t aacgct cggaact ct gaggt acgat 901
300 P EKENYVPQNETLTLGTLTI RYD

tacgggaagt act at gctt ccaagt cgttctt cgacgacccggt gaaaaaccgaaggatc 961
320 Y G K Y Y A S K SFFDDZPVIKNTR RR R I

tt gat ggctt gggt gaacgagt cggat t cagt agcagat gat at cgct aaaggat ggtcc 1021
340 L A NESDSVADDI AKGWS

gggct tcact cgt t t ccacggagt attt ggctt gaccaaaaccagaagcagcett gt acaa 1081
360 G L HSFPRSI WLDQNO QKU QLVQ

t ggccgat t gaggaaat cgaat cgtt acacgaaaat gaggt t cgt t t t cgaaat aaacgg 1141
380 WP Il EEI ESLHENEVRTFRNTKTR R

ct cgaaggt ggat cgt t acaaaaagt t t caggcat aaccgcat ct caggct gat gt gaag 1201
400 L EGGSLQKVSGI TASQATDVK

gtttcgttcaagctcgct aattt agaatt agccgaagaact cgacccgagt t ggat cgat 1261
420 VvV S F KL ANLTETLAETELTUDPSWI D

ccgcagct t at ct gcagcgaaaaggat gcat caaacaaagggaaatt cgggcegttt kgg 1321

440 p QL I C S EKDASNIKTGEKTFGTPF X
gtgttagtttttgcttccaaagacttgat cgaacaaactgcaatcttctttagggtttac 1381
460 VL VF ASKDLI EQTAI FFRVY

cagaagaacggacgt t acact gt gct aat gt gcagt gat caaagccggt tt t cgacaaga 1441
480 QKN NGRYTVL MCSDAO QSR RTFSTR
aacgggct cgat aagact acat acggagcat t t gt ggacat agat cct gaacaagat gaa 1501

500 N GL DKTTYGAFVDI DPEQDE
atttcact aagaacctt gat agat cact cgat cgtt gagagct tt ggaggaggaggaaag 1561
520 I S L RTULI DHSI VE F G
acct gcatt acggccagagtt gt aacgcccgcect aa 1597

531 T CI T ARV VTPA -

3’ UTR

acct gaaccact gaaat aat t ccat gt cat ccccaagat ccacct cat caat t agat acg
ggat at aaaact aat aat cat gt caaaatt at caat t t t acgt cacaagggt act aacca
gat cat aat cgat t cat acat ggat at t t gaaaaaaaaaaaa

Figura 6. Sequéncia de nucleotideos e seqiiéncia deduzida de aminoacidos do cDNA da
1-FEH Natural clonado de Vernonia herbacea. A sequiéncia encontra-se humerada na
direcdo 5'-3'. NUmeros da esguerda indicam o total de aminoacidos e os da direita
indicam o total de nucleotideos apresentados em cada linha. As abreviaturas ORF e 3’
UTR, indicam quadro de leitura e regido 3' ndo-traduzida, respectivamente.
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Figura 7. Alinhamento obtido pelo programa Clustal W das seqliéncias deduzidas de
aminoacidos das sequiéncias de FEHs de C. intybus (Cil, AJ 242538; Cilla, AJ 295033 e
Cillb, AJ 295034) de C. rapunculoides (Camp) e de V. herbacea com as sequiéncias 1-
FEH Natural, denominada VhNat e da 1-FEH Induzida/5 °C, denominada Vhind (AM

231149). Os agteriscos indicam residuos idénticos, dois pontos indicam substituicdes

MKKS- - - LSSFI VLCFLM | LETGRVKATSRNLNDVI MLAANQQ EQPYRTGYHEGPPSNA
MKKS- - - LSSFI ALCFLM VLLETGRVKATSRDLNDV LLANQQ QQPYRTGYHEGPPSNW
M\KP- - - LSSFLTLCLLVLVHGPGHFDATRQNLKDI | SLPTQ | EQPYRTGYHFQPPSNW
MKKSFI FI SLLLALCYSLLVLHHGFVDAADADSSVHLSLPS- - - DQPYRTGYHEQPPQW
-------- GDEYKSYFLHN SRSLLFPCPI RPYYAQ SYSSPPEQEPYRTAFHFGPSQMWY
------- MCSERRVKE! LG WAL SL L WWQNGVGVHSSSPTEESCPYRTGFHFQP PKNW

kkkkk - okkkk kK

M\DPNGPM. YQGVYHFFYQYNPYAATFGDM! | WEHAVSYDLVNW HLDPAI YPTQEADSK
M\DPNGPM. YQGVYHFFYQYNPYAATFGDM! | WAHAVSYDLVNW HLDPAI YPTQEADSK
M\DPNGPM. YNGVYHFFYQYNPYAATFGDV WAGHAVSYDLVNW HLDPAl YPTHEADAK
M\DPNGPMYYKGVYHFFYQYNPNGPLFGDI M WEHSVSYDLVNW H DPAI YPTDPADI N
M\DPNGPMYYNGVYHLFFQHNPFGPLFSNQ YWAHSVSROLI NW PLDLAI SPTEPFDI N
| I\D:’I\GDWFI\G\/YI-LFYQ{N:’YGDLVB\I I SIG—SI SYD_VNI‘FLLEPALSPKEPYIJ N

shkkkkkk s kkkke ke ke kK Jkeek ke kke

SCOWSGSATI LPGN PAM. Y TGSDSKSRQVQDLAWPKNL SDPFL REW/KHPKNPLI TPPEG
SCOWBGSATI LPGN PAMLYTGSDSKSRQVQDLAWPKNL SDPFLREW/KHPKNPLI | PPEG
SOWBGSATI LPGN PAMLYTGSDSHSRQVQDLAWPKNRSDPFLREW/KYTGNPLI TAPEG
SCFSGSATFLPGYKPVMLYTGA. DTEKRQVQNL AVPKNL SDPFL REW/KHKANPI MITPEG
SOWBGSATI LPANKPVI LYTG DSENRQVQNE AVPKNL SDPYL REW/KYTGNPVI NLPDG
GCLSGSATI LPGPRPI | LYT@J\/N\&)/Q\LAFPKI\LSDDLLKEW K\IﬁG\PLLTPVDD

*okkkkksokkk k- okkkk ok Kkke ok kkk KRk ke kko ok *k .

VKDDCFRDPSTAW.GPDGWIRI WGEEDRDNNGVAFL YQS TDFVINVKRYDCPL SSADATGT
VKDDCFRDPSTAWRGPDGWIR WGEGEDRDNNGVEL L YQSTDFVNWKRYDCPLSSAl ATGT
VNDDCFRDPSTAWIGPDGWIRI WGADRDNNGVAFL YQS TDFVINWVKRYECPLSSADLTGT
VKADDFRDPSTAW. GYDGKWRVLVGSKKNDL GVAYL YQSKDFVKWERFDYPLVBMVETST
| EPDDFRDPTTAW AEDGKWR LVGSCKDKTGA AFL YQSSDFVINWIRYDSPLHKVAGTG

I KAGJ:RDDSTA\MGDIENRI VI GsH IIJ-GI'ALLYFETI\GTKW RSKKPLHFSSKTGM

Kk kK Kk ok E kke -k * . kR k- ko * *

VEECPDFYPVPLNSTNGLDTS- VYGEEVRHVMWKAGFE: - G-DWYTI GTYSPDRENFLPQNG
VEECPDFYPVPLNSTNGLDTS- VYGESVRHVWKAGFE: - G-DWYTI GTYSPDRENFLPQNG
WVECPDVYPVPLNSTNGLDTS- VYGGXVKHVWKAGFG - G-DWYTI GTYTPDRENFLPQNE
WECPDFFPVSVSSTNGLDTSGY NPGVKHWKVGEN - G DAWYTI GTLS- ERDNYVPEN-

VEECPDFFPVRVDSTNGVDTS- VI NPKTKHVLKVGL YDYGRDYYM GNYSPEKENYVPQNE
WVEECPDFYPVTNGDKKGLDTS- VQGNNTLHVLKVSFN - SREYYVI GTYIZPI KD(FS\NTN

Kkkkk sk ckekkk ok Kk ok

LSLTGSTLDL RYDYGQFYASKSFFDD- AKNRRVLWAW/PETDSQADDI EKGMA.QBFPR
LSLTGSTLDLRYNYGQFYASKSFFDD- AKNRRVLWAW/PETDAPEDDI EKGMGE.QBFPR
VDRKYYGPEVR:- - YGNFYASKSFFDD- AKNRRVLWABN PESDSQEDDI QGKGMA.QBFPR
- GLKGNSLDVRYDYCGKFYASKSFYDN- AKQRRALWBN SEADACEDDVARGABGEL QAVPR
LTLGI- - - - LRYDYCGKYYASKSFFDDPVKNRR LMAVWNESDSVADDI AKGABALHSFPR

D:M/SNI'Q:Q{DYG?YYAS(SFYDS- VI\Q?RVI VGN/REGDSESDAVKKG/EG.@FPR

Kk ekkkkkke ok . Corkkekke s Kk

ALW DRNGKQLI QAPVEE! EELRONOVNLQNKNLKPGSVLE! HE AASQADVTI SFKLEG
ALW DRSGKQLI QP! EEl EELRONEVNLQ\KNLKPGSVLE! HA TASQADVTI SFKLEE
ALW DRSGMLI QAPVDE! EKLRLNEVNLQ\KNLKPGSVLEl Q3 TASQADVTI SFKLEN
SV DRNGKQLVQAPVEE! EKLRENEVKFSNKEL EGGSLFEVEG TASQADVKI SFKLSN
S| W.DQNGKQLVQAPI EEI ESLHENEVRFRNKRLEGGSLQKVSA TASQADVKVSFKLAN
SI WSNNRKQL VQAPVEE LKLRTKQ/N TNRELAAGELLK PSI TASQUDVEVSFSLTN

Hok s kokke kK CoKiKRKRKK kK K

LKEAEVLmTLVD’QALO\ERGSSRGALGDFG_LAI\ASKD_KEQSAI FFRVFQNQLGRY
LKDAEVLDTTSVDPQULONERGASSRGAl GPFGLLAVASKDLKEQBAI FFRVFQNQLGRY
LKEAEVL DTSL TDPQAL ONERGASSQGVFGPFGL L AVASKDLKEQTAl FFRVFQNQNGRY
LEEAEEL DPSWIDPQLLCSEMBVSSKGKYGPFGLLALASDOL TEQTAl FFRVFSSH GKY
LELAEEL DPSW DPQLI CSEKDASNKGKFGPFGLLVFASKDLI EQTAl FFRVYQKN GRY
LTE EL I:BE\NEPQ.LOAQKNVSI SCKFGPFGMLI LASKN.TEQI’AVFFR\/FKGl NKF

ko kkkkek - okk ok kke ke kkkke

SVLMCSDLSRSTVRSN DTTSYGAFVDI DPRSEEI SLRNLI DHSI | ESFGAGEKTC TSR
SVLMCSDLSRSTVRSN DTTSYGAFVDI DPKSEEI SLR\LI DHSI | ESFGAGEKTA TSR
SVLMCSDLSRSTVKSN DTTSFGAFVDI NPRYNEI SLRNLI DHSI | ESFGAEGKTA TSR
VWLMCSDCRRSSI SNNWVEKTTYGTFVDI DPKHEE! SLRSLI DHSI | ESFGAEGKSA TAR
TVLMCSDQBRFSTRNGLDKTTYGAFVDI DPECDE! SLRTLI DHSI VESFGEEKTA TAR
LVLMIS[@%SI AQEVD(SI YGAFLDLDPLHEKI PLRSLI DHSI VESFGEQ A TSR

kkkkkk K sorkekecke sk -k kk kkkkkoks kkkk k- okkke X

1 YPKFVNNEEAHL FVFNNGTQNVKI SEMBAVBVKNAKFWDQBVKSAA- - -

1 YPQFVNNEEAHL FAFNNGTQNVKI SKIVBA\

VYPKFVNYEEAHL YAFNNGTQBVKI SRVBAVWBVKSAEF | IJDTVKSATMH(
VYPRLAI NKDAHLYTFNYGSESVM SELNAVSMKNAHM VDETL SSAA-

conservadas e um ponto indica substitui¢cdes semi-conservadas.
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Andlise das segiiéncias

A sequéncia do cDNA da 1-FEH Induzida/5 °C teve sua identidade confirmada com
base no resultado obtido pelo programa BLAST, pois revelou 84 % de identidade com a
1-FEH llade C. intybus, 82 % de identidade com a 1-FEH IIb de C. intybus, 62 % de
identidade com a 1-FEH de C. rapunculoides, 54 % de identidade com a 1-FEH | de C.
intybus e 51 % de identidade com a 6-FEH de B. vulgaris.

A figura 8 apresenta a sequiéncia completa de aminoacidos deduzida a partir da
seguéncia de nucleotideos do cDNA de 1-FEH Induzida/5 °C e indica o peptideo sinal,
0 sitio de processamento e os sitios de glicosilagéo.

O provavel peptideo sinal da 1-FEH Induzida/5 <C foi determinado através do
programa Signal P (Small et al., 2004) que mostrou que a probabilidade da regiéo
destacada nafigura 8 ser o peptideo sinal € de 99 %. O programa Predotar (Small et al.,
2004) revelou que a probabilidade desta enzima ser uma proteina secretada € de 97 %.
Desta forma, foi possivel estimar qual seria a sequiéncia da proteina madura e estimar o
peso molecular de 65,764 kDa e o ponto isoelétrico (pl) de 5,32 para a 1-FEH
Induzida/5 °C de V. herbacea pelo Programa ldentification and characterization
(pI/MW) (Gasteiger et al., 2005).

Em muitos casos, as funcBes das proteinas sdo moduladas em nivel de
modificacdo pos-traducional como glicosilacdo, metilacdo, fosforilacdo, acetilacdo e
acilacdo (Lam, 1997). Analisando-se a sequéncia da 1-FEH Induzida/5 °C no programa
Prosite (Hulo et a., 2006) foi possivel identificar 11 sitios de fosforilagdo por caseina
quinase Il (TfgD, TgsD, TapE, SsaD, SffD, SgeD, SvIE, SgaD, SItD, SniD, SiE), 7
sitios de fosforilagdo por proteina quinase C (SfK, TvK, SIR, TSR, SvK, SIK, TvK), 4
sitios de N-miristiolacdo (GNipAM, GLdtSV, GNfyAS, GltaSQ) e 3 sitios de N-
glicosilagdo (indicados na figura 8). Esta andlise também confirmou que a enzima
pertence a familia Glicosi| Hidrolase (GH) 32.

A andlise da sequéncia do cDNA de :FEH Natural por meio do Programa
BLAST revelou 78% de identidade com a invertase de C. intybus, 66% de identidade
com al-FEH de C. rapunculoides, 62% e 61% de identidade com as 1-FEH llae 1-FEH
I1b de C. inybus, respectivamente e 57% de identidade com a 1-FEH | de C. intybus. A
figura 9 mostra a sequiéncia deduzida de aminoacidos de 1-FEH Natural com sitios de

glicolisacéo e as regides cruciais para a atividade da 1-FEH indicados. Ndo foi possivel
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avaiar a ocorréncia de peptideo sinal nesta seqiiéncia, devido a auséncia da regido de
inicio de tradugdo, ndo obtida até o presente momento.

Analisando-se a sequéncia da 1-FEH Natura no programa Prosite (Hulo et al.,
2006) foi possivel identificar 13 sitios de fosforilagdo por caseina quinase Il (SppE,
SptE, TgiD, SgkD, TryD, SffD, SvaD, SIhE, SgaD, SwiD, SckD, TIiD, SivE), 8 sitios
de fosforilacdo por proteina quinase C (SgK, TIR, SfK, ScK, SnK, SIR, SIR, TaR), 1
sitio de fosforilagdo por tirosina quinase (RngIDKHY) e 4 sitios de N-glicosilacdo
(indicados na figura 9). Esta andlise confirmou que eda enzima também pertence a
familia Glicosil Hidrolase (GH) 32.

MNKPLSSFLTLCLLVLVHGPGHFDATRQNLKDI | SLPTQ | EQPYRTGYHFQPPSNVM PMLYNGV
YHFFYQYNPYAATFGDVI VWGHAVSYDLVNW HL DPAI YPTHEADAKSCWSGSATI LPGNI PAMLYTGSD
SHSRQVQDL AWPKNRSDPFL REW/KYTGNPLI TAPEGVNDDC STAWQGPDGVWRI VVGADRDNNGM
AFLYQSTDFVNVKRYEQPLSSADLTGT VYPVPLNSTNGLDTSVYGGXVKHVMKAGFGGHDWYTI G
TYTPDRENFLPONEVDRKYYGPEVRYGNFYASKSFFDDAKNRRVLWGW PESDSQEDDI QKGWAGLQSFP
RALW DRSGMQLI QWPVDEI EKLRLNEVNLONKNLKPGSVLEI QG TASQADVTI SFKLENLKEAEVLDT
SLTDPQAL CNERGASSQGVFGPFGLLAMASKDL KEQTAI FFRVFONONGRYSVLMCSDL SRSTVKSNI DT
TSFGAFVDI NPRYNEI SLRNLI DHSI | ESFGAEGKTCI TSRVYPKFVNYEEAHL YAFNNGT QSVKI SRMS
AVBVKSAEFI | DQTVKSATMEK

Figura 8. Sequéncia deduzida de aminoéacidos do cDNA de 1-FEH Induzida/5 °C de V.
herbacea. O suposto peptideo sinal esta indicado em vermelho e os sitios de
glicosilagdo estdo indicados em azul. A setaindica o sitio de processamento do peptideo
sinal. As sequéncias cruciais para a atividade enzimatica estdo indicadas em verde. Os

nimeros a direitaindicam o total de aminoécidos apresentados em cada linha.

CDEYKSYFLHNI SRSLLFPCPI RPYYACI SYSSPPECCPYRTAFH-CPSNWWV PVYYNCGVYHLFFCHN
PFGPLFSNQ YWAHSVSRDLI NW PLDLAI SPTEPFDI NSOASGSATI LPGNKPMVI LYTG DSENRQVCONI AV
PKNL SDPYLREWKYTGNPVI NLPDG EPDD TTAW. AEDGKVRI L VGSQKDKTG AFLYQSSDFWWWIR
YDSPLHKVAGTA FPVRVDSTNGVDTSVI NPKTKHVLKVGL YDYGRDYYM GNYSPEKENYVPQNEL
TLGILRYDYGKYYASKSFFDDPVKNRR L MAW/NESDSVADDI AKGASGLHSFPRSI W.DONQKQL VQWPI EE
I ESLHENEVRFRNKRL EGGSL (KVSG TASQADVKVSFKLANLELAEEL DPSW DPQLI CSEKDASNK&KFGP
FGLLVFASKDLI EQTAI FFRVYQKNGRYTVLMCSDBRFSTRNGLDKTTYGAFVD DPEQDEI SLRTLI DHSI

VESFGGGIXTCI TARVVTPA

Figura 9. Sequéncia deduzida de aminoécidos a partir do cDNA de 1-FEH Natural de
V. herbacea. Os sitios de glicosilagéo estdo indicados em azul e as sequiéncias cruciais

para a atividade enzimética estdo indicadas em verde. Os nimeros a direita indicam o

total dos aminoacidos apresentados em cada linha.
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As sequéncias da 1-FEH Induzida/5 °C e da 1-FEH Natural de V. herbacea
apresentaram as trés regides cruciais para a atividade enzimética NDPNG, FRDP e

WECPDF, o0 suposto sitio ativo, segundo Van den Ende et al. (2003Db).
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Expressdo heterdloga da :FEH Induzida/5 °C de Vernonia herbacea em Pichia
pastoris

O cDNA isolado de plantas induzidas a brotacdo pela excisdo dos ramos aéreos
seguido de armazenamento a 5 °C (Induzida/5 °C) foi clonado e expresso em sistema
heterélogo utilizando Pichia pastoris como hospedeiro de expressdo. A atividade de 1-

FEH foi confirmada apds incubacdo com diferentes substratos.

A seqliéncia funcional compreendeu a provavel regido da proteina madura da 1-
FEH, deduzida por comparacdo com outras FEHs descritas, e foi amplificada por
reacbes de PCR, utilizando-se oligonucleotideos contendo adaptadores que foram
desenhados baseando-se na sequéncia da 1-FEH Induzida/5 °C. A insercédo do
fragmento da 1-FEH Induzida/5 °C no vetor TOPO XL teve como objetivo obter um
plasmideo contendo 0 gene de interesse com as extremidades suscetivels a digestdo por
enzimas de restricdo e, assim, garantir que o fragmento apresentasse as extremidades
coesivas necessrias para a ligagdo no vetor de expressdo. ApOs a ligacdo,
transformacdo e selecdo, as coldnias foram submetidas a reacdo de PCR para
verificagdo da presenca do inserto. Como ilustrado na figura 10, uma Unica colénia de

E.coli apresentou ainsercéo do fragmento de aproximadamente 1.800 pb.
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Colonias de E. coli testadas

Figura 10. Eletroforese em gel de agarose das reagdes de PCR das colbnias de E. coli
transformadas com a construcdo TOPOXL: cDNA da 1-FEH Induzida/5 °C. A caixa
vermelha destaca a banda correspondente ao produto de PCR. Os nimeros da direita e
esguerda referem se aos tamanhos (kb) dos fragmentos que compde o padréo utilizado,
apresentado em P (Smart Ladder 0,2 - 10 Kb, Eurogentec).
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O plasmideo deste transformante foi isolado e digerido com as enzimas EcoRI e
Notl, como ilustraafigura 11. O fragmento de aproximadamente 1.800 bp foi recortado

e purificado do gel para posterior ligacéo ao vetor de expressao.

kb
-
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Figura 11. Eletroforese em gel de agarose da reacéo de digestdo do plasmideo contendo
asequénciada 1-FEH de Vernonia herbacea com as enzimas de restricéo EcoRI e Notl.
A seta indica o produto que foi recortado e purificado. Os nimeros da esquerda
referem-se aos tamanhos (kb) das bandas que compdem o padréo utilizado, apresentado
em P (Smart Ladder 0,2 - 10 Kb, Eurogentec).

O vetor pPICZa A também foi tratado com as enzimas mencionadas acima para
obtencdo das extremidades coesivas necessarias para a reacdo de ligagdo. Apos a
obtencéo do fragmento e do vetor de expressdo, ambos digeridos com as enzimas de
restricdo EcoRI e Notl, o fragmento foi ligado ao vetor pPICZa A. Foram realizadas trés
reacOes de ligaches, A, B e C e a mistura de ligacdo foi transformada em células

competentes de E. coli.

As colbnias crescidas em meio 2xY T/&gar suplementado com zeocina foram submetidas
areacao de polimerase em cadeia utilizando os oligonucleotideos 5’ AOX e 3'AOX para
a verificagdo das colbnias positivamente transformadas. Foram selecionados trés
transformantes positivos A7, B6 e C9 que foram preparados para a transformagéo em

células de Pichia.

Os transformantes foram selecionados em placas de cultura com meio

YPDS/agar suplementadas com zeocina, utilizada como agente de selecdo, como ilustra
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a figura 12a. Oito colbénias de cada reacdo de ligagdo foram crescidas em meio
YPDS/agar (figura 12b) e apenas quatro destas foram submetidas & reacdo de
polimerase em cadeia (PCR das colénias, figura 13) utilizando os oligonucleotideos
5 AOX e 3 AOX para verificagdo das col6nias positivamente transformadas.

Figura 12. (a) Transformantes A7, B6 e C9 de Pichia pastoris selecionados em placas
de cultura com meio YPDS/agar suplementadas com zeocina. (b) Oito col6nias
selecionadas de cada reacdo de ligagéo.

Das quatro colbnias selecionadas dos transformantes positivos A7, B6 e C9,
apenas a colénia A7(1) apresentou, por amplificacdo, a banda correspondente ao
tamanho esperado, indicado pela seta vermelha na figura 13. Entretanto, como nem
sempre o gene inserido pode ser verificado através da técnica empregada, escolheuse
além deste transformante A7(1), dois outros, B6(2) e C9 (4), parainiciar a inducédo da

expressdo da proteina.
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Figura 13. Eletroforese em gel de agarose das reacGes de PCR das células de Pichia
transformadas com a construgdo pPICZaA: cDNA da :FEH Induzida/5 °C. A seta
vermel ha destaca a banda correspondente ao fragmento inserido no genoma da levedura.
Os numeros da esquerda referem-se aos tamanhos (kb) dos fragmentos que compde o
padréo utilizado, apresentado em P (Smart Ladder 0,2 - 10 Kb, Eurogentec).

Apo6s ainducéo da expressdo e purificagcdo, a proteina recombinante foi incubada

com diferentes substratos para se avaliar a atividade enzimética.

A incubacdo da proteina recombinante obtida dos trés transformantes A, B e C
com inulina (figura 14) e com I-cestose (figura 15) resultou na liberagdo de frutose e
frutose e sacarose, respectivamente, apos 20 horas, confirmando a atividade de 1-FEH
do cDNA clonado.
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Tempo zero 1 hora 2 horas 20 horas
Extrato A Frutose
500 4 500 1 500 1 500 1
400 - 400 A 400 400 A
300 1 300 4 300 - 300 4
200 1 200 1 200 200 -

Frutose
100 4 100 4 Frutose 100 4 100 A
0 T T T T 1 0 D + T 10 T T A T 1 0 1
o 1 2 3 4 5 0 2 3 4 50 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4
Extrato B
500 1 500 1 500 500
400 - 400 - 400 1 400
300 300 4 300 300
200 200 200 4 200 Frutose
100 4 100 4 100 A Frutose 100 1 h
0 —tr——y —— 0 ey , 0 T— T T—%—T— ¢ — e
0 1 2 3 4 5 0 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4
Extrato C
500 1 500 1 500 7 500
400 - 400 1 400 400 -
300 - 300 - 300 - 300
200 1 200 1 200 1 200 Frutose
100 4 100 A 100 - 100 - ﬁ\
0 T T T T 1 0 | ™ Y 10 L = T 10 T T T
0 1 2 3 4 5 0 2 3 4 50 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4

Figura 14. Hidrdlise in vitro de inulina pela acdo da poteina recombinante 1:FEH
Induzida/5 °C de Vernonia herbacea purificada dos transformantes A, B e C. O cDNA
de 1-FEH Induzida/5°C foi expresso em Pichia pastoris. A proteina recombinante foi

incubada com inulina de Cichorium intybus (50 mg mL™?) a 30°C. Os produtos

Tempo de eluigdo (min)

formados durante a incubagdo foram analisados por HPAEC/PAD em diferentes

interval os de tempos, 1, 2 e 20 horas.
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Tempo zero 1 hora 2 horas 20 horas
Extrato A frutose
200 200 7 200 200 +
150 150 150 150 4 sacarose
1-cestose 1-cestose L-cestose
100 100 100 100 4
frutose
J i sacarose J
50 1 50 frutose sacarose (' 0 M j\ 50 1-cestose
0 | S A L S S (M A
0 1 2 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6 0 3 4 5 6
Extrato B
S
5 200 200 - 200 - 200 1
3
[<5)
T 150 1-cestose 150 A 150 150 +
-8 1-cestose l-cestose frutose
S 100 100 100 4 100 A sacarose
8 1-cestose
2 50 50 - 50 - 50
& frutose  sacarose frutose  Sacarose
0 — % 0 —AA L 0 —A A 0 A S
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6 0 3 4 5 6
Extrato C
200 1 200 1 200 -~ 200 A
150 150 150 4 150 +
l-cestose 1-cestose 1-cestose frutose
100 100 100 100 4 sacarose
% 50 1-cestose
frutose sacarose % frutose sacarose %0
0 ———— 0 —A 0
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6 0 3 4 5 6

Tempo de eluigdo (min)

Figura 15. Hidrdlise in vitro de 1-cestose pela acdo da proteina recombinante 1-FEH

Induzida/5 °C de Vernonia herbacea purificada dos transformantes A, B e C. O cDNA

de 1-FEH Induzida/5°C foi expresso em Pichia pastoris. A proteina recombinante foi

incubada com 1-cestose (10 mM) a 30°C. Os produtos formados durante a incubacéo

foram analisados por HPAEC/PAD em diferentes intervalos de tempos, 1, 2 e 20 horas.
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Na incubagdo da proteina recombinante com sacarose (figura 16) ndo houve
formacdo de produto em nenhum dos transformantes analisados, confirmando que a

proteina expressa € realmente uma 1-frutano exohidrolase e ndo

uma b - frutofuranosidase ou invertase.

Resposta do detector

Tempo zero 1 hora 2 horas 20 horas
Extrato A
200 200 - 200 - 200 -
4 sacarose 4 i 1 sacarose
160 160 sacarose 160 sacarose 160
120 - 120 120 120
80 80 - 80 80 1
40 40 40 40
0 ; . .0 . . 1 0 . r 0 . ? ,
0 2 6 0 2 4 6 0 2 4 6 0 2 4 6
Extrato B
200 200 - 200 200 1 sacarose
sacarose sacarose
160 160 160 sacarose 160
120 120 120 4 120 1
80 80 - 80 80 -
40 40 40 - 40 -
0 ; : .0 . - 0 . : 0 . : ,
0 2 4 6 0 2 4 6 0 2 4 6 0 2 4 6
Extrato C
200 - 200 - 200 - 200 - sacarose
sacarose sacarose sacarose
160 + 160 A 160 - 160 A
120 120 - 120 - 120
80 1 80 A 80 1 80 -
40 - 40 - 40 - 40 -
0 T T 1 0 T T 1 0 T T 1 0 T T 1
0 2 4 6 0 2 4 6 0 2 4 6 0 2 4 6

Tempo de elui¢do (min)

Figura 16. Andlise por HPAEC/PAD da mistura de incubac&o da proteina recombinante
1-FEH Induzida/5°C de Vernonia herbacea com sacarose (10 mM) a 30°C. O cDNA de
1-FEH Induzida/5°C foi expresso em Pichia pastoris e a proteina recombinante foi

purificada dos transformantes A, B e C. As misturas de incubacdo foram analisadas em

diferentes intervalos de tempos, 1, 2 e 20 horas.
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Os extratos protéicos foram analisados em SDS-PAGE, sendo observada no gel

uma banda fracamente corada com Coomasie Blue indicada pela seta na figura 17.
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Figura 17. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) da proteina
recombinante, 1-FEH Induzida/5 °C de Vernonia herbacea. O gel foi corado com
solucéo de Coomasie Blue. Os marcadores de massa molecular (kDa) séo apresentados
em P (Page Ruler Unstained Protein Ladder, Fermentas). A seta indica a posicdo da

banda fracamente corada com massa molecular semelhante as de 1-FEHSs descritas na

literatura.

Extracdo de DNA

O método de CTAB utilizado, modificado por Michiels (2003), foi eficiente para
aextragdo do DNA gendémico de plantas de Vernonia herbacea. De acordo com afigura
18, o DNA extraido foi visudizado no gel como uma Unica banda de alto peso
molecular, o que sugere pouca fragmentacdo mecanica durante as etapas de extracéo e
purificacdo. Além disso, 0 DNA extraido foi suscetivel a digestdo com enzimas de

restricdo, demonstrando a pureza da amostra (figura 19).
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Figura 18. Eletroforese em gel de agarose do DNA gendmico extraido de folhas de
Vernonia herbacea. Os fragmentos foram visualizados por incorporagdo com brometo
de etideo. O nimero da esguerda refere-se ao tamanho do fragmento que compde o

padréo utilizado (DNA do fago | digerido com a enzima de restricdo Hind 111).
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Figura 19. Eletroforese em gel de agarose das digestbes do DNA genbmico de

EcoRI
Dral
Xbal
Bgl
Hind 111
Eco RV

Vernonia herbacea com as enzimas de restricdo. Os fragmentos obtidos foram
visualizados por incorporacdo de brometo de etideo. Os numerais a direita referem-se
aos tamanhos (Kb) dos fragmentos que compde o padrdo utilizado (DNA Ladder 1Kb,
0,5-10 Kb, Sigma).
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DISCUSSAO

A analise da expressao dos transcritos de 1-FEH por Northern blotting (figura 2)
revelou que aregido proximal do rizéforo é o tecido abundante em transcritos de 1-FEH
em plantas Induzidas e especialmente em plantas Induzidas/ 5°C. O frio, portanto,
intensificou ainducdo da expressdo de transcritos de 1-FEH. A abundancia do transcrito
na regido proximal indica a alta expressdo de FEH e coincide com atividade elevada
desta enzima na regido proxima do rizéforo, como relatado por Portes & Carvaho
(2006). Os resultados indicam também a ocorréncia de um acimulo diferencial deste
transcrito nas regides proximal, mediana e distal do rizéforo e demonstra o papel que
esta enzima desempenha na mobilizagdo de frutanos durante o restabelecimento dos

ramos aereos, originados principalmente das gemas localizadas na regido proximal.

A edtratégia de clonagem adotada neste estudo possibilitou o isolamento de dois
cDNA digtintos, referentes a 2FEH Induzida/5°C e a 2FEH Natural. A andlise das
seguéncias realizada por meio de programas de bioinformética mostrou que as duas
seqiiéncias  apresentam  modificagbes pds-traducionais, como por exemplo, 0
processamento de sequéncias sinal, adicdo de certos tipos de lipideos e acUcares
(glicosilagéo) e de grupos fosfatos (fosforilacéo).

A maioria das proteinas em plantas € traduzida no citosol e entdo transportada
para as vérias organelas. Em funcéo das inimeras proteinas existentes em uma célula,
cada qual com seu destino, estas devem ser corretamente sinalizadas, o que permite o
correto direcionamento para 0 seu compartimento subcelular. Esta sinalizacdo é
realizada através do peptideo sinal, representado por uma sequéncia de aminoacidos
com abundancia em residuos hidrofdbicos, que pode ser reconhecida pel os componentes
regulatérios e que ndo esta presente na proteina madura (Lam 1997).

A fosforilagdo € caracterizada pela formacdo de uma ligacdo fosfodiéster de um
grupo fosfato ao oxigénio da hidroxila do grupo-R dos residuos de serina e/ou treonina,
enquanto a N-miristiolacdo é caracterizada pela formacéo de uma ligacéo amida entre o
grupo carboxil de um &cido graxo e um grupo amina da glicina e a N-glicosilagdo, pela
ligacdo de um oligossacarideo ao grupo amino-lateral da asparagina (Lam 1997). A
glicosilagdo de algumas proteinas tem sido implicada na facilitagdo do transporte destas

pelo reticulo endoplasmatico até o seu destino, bem como na conformacéo da proteina.
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Os graus de N-glicosilacdo sugeridos para as sequéncias 1-FEH Induzida/ 5°C e
1-FEH Natura de V. herbacea sdo semelhantes ao grau de N-glicosilaggo estimado para
as demais seguéncias de FEHs conhecidas: 3 sitios em 1-FEH llade C. intybus (Van
den Endeet al. 2001), 3 sitiosem 1-FEH Ilb deC. intybus (Van den Ende et al. 2001),
4 sitios em 1-FEHw3 de T. aestivum (Van Riet et al. 2003), 9 sitios em 6 FEH de B.
vulgaris (Van den Ende et al, 2003b) e 10 sitios em 1-FEH | de C. intybus (Van den
Ende et al. 2000).

As seqléncias cruciais para a atividade enzimatica sdo: NDPNG, FRDP e
WECPDF, o suposto sitio ativo (Van den Ende et al. 2003b). Segundo Verhaest et al.
(2005) que determinaram a estrutura da 1-FEH Ila de C. intybus através da técnica de
difracdo de raio X, o sitio ativo desta enzima é composto por aminoacidos que sdo
conservados na familia GH 32: Asp 22, Asp 147 e Glu 201, membros das regites
conservadas NDPNG, FRDP e WECPDF. Estes autores esquematizaram a reagdo da
FEH da seguinte forma: um frutano do tipo inulina liga-se ao sitio ativo onde seu
oxigénio glicosidico € protonado pela Glu201; subseqlentemente, um atague
nucleofilico é realizado pelo carboxilato da Asp 22 formando um intermediario enzima-
frutose ligados covalentemente. Finalmente, este intermediario € hidrolisado liberando a

frutose e aenzima

As sequéncias deduzidas de aminoacidos da 1-FEH Induzida/ 5°C e da 1-FEH
Natural de V. herbacea pertencem a familia de enzimas GH 32, uma classificacdo
baseada na similaridade de toda a sequiéncia de aminoéacidos (Henrissat & Davies 1997)
e apresentam todas as regides cruciais para a atividade de 1-FEH, pl baixo e prolina (P)
ao invés de vaina (V) na regidgo WECPDF (figura 7), 0 que as aproximam das
invertases de parede celular, assim como todas as FEHSs descritas (Van den Ende et al.
2000, Van den Endeet al. 2001, Van den Ende et al. 20033, VVan den Ende et al. 2003b,
Van den Ende et al. 2005a, De Coninck et al. 2005, Kawakami et al. 2005, Van Riet et
al. 2006). Entretanto, o pl baixo das FEHs contrasta com o pl ato encontrado para
invertases de parede celular (Van den Ende et al. 2003b). Chalmers et al. (2005)
argumentam que os peptideos sinais curtos caracteristicos das FEHs as aproximam das
enzimas extracelulares enquanto que o pl baixo estimado para as mesmas, as
aproximam das enzimas vacuolares. Segundo Van den Ende et al. (2004) o fato de todas
as sequéncias de FEHs serem altamente relacionadas com invertases de parede celular

ao invés de invertases vacuolares, 0 que seria esperado uma vez que estas enzimas
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localizam-se no vacuolo, mostra a fragilidade em se basear somente na informacéo da

sequiéncia para predizer alocalizagdo de uma proteina.

Especulactes a respeito da evolugdo das FEHs sugerem que estas evoluiram
de b- frutofuranosidades extracelulares com pl baixo, encontradas em microorganismos,
capazes de degradar sacarose e frutanos, e que a separacdo da atividade de b-
frutofuranosidades em FEH e invertase teria permitido o controle independente das
concentracdes de sacarose e de frutanos e evitado a interferéncia entre degradacéo pela
FEH e os processos de carregamento e descarregamento de sacarose (Van den Ende et
al. 2004). Este perfil polifilético sugere que as FEHs evoluiram mais de uma vez a partir
de diferentes invertases extracelulares e que possivelmente apenas um numero limitado
de mutagdes determinaram a diferenca funciona entre invertase e FEHs (Kawakami et
al. 2005).

A andlise funcional do cDNA da 1-FEH Induzida/5 °C de V. herbacea foi
realizada utilizando Pichia pastoris como hospedeiro de expressdo. Esta levedura
metilotréfica foi escolhida por ser geneticamente bem caracterizada, apresentar
crescimento relativamente rapido, expressar e excretar proteinas a elevados niveis e
realizar algumas das modificacdes pds-traducionais encontradas nas células dos seres
superiores, como por exemplo, 0 processamento de sequiéncias sinal, formacdo de
pontes dissulfeto, adicdo de certos tipos de lipideos e agUcares (glicosilacdo) e
processamento proteolitico, além de ndo produzir naturalmente invertases e frutosil
transferases (Hochstrasser et al. 1998).

Estalevedura tem sido bastante utilizada em estudos de caracterizacéo funcional
dos genes do metabolismo de frutanos, como, por exemplo, no estudo das isoformas 6-
KEHSs (Van den Ende et al., 2005), 6& 1 FEH (Kawakami et al. 2005) e 6-FEH (Van
Riet et al. 2006) de T. aestivum, das frutosil transferases, FEHSs e invertases de Lolium
perenne L. (Chalmers et al. 2005), aém do estudo da 1-FFT de V. discolor (Van den
Ende et al. 2005b).

Para a realizagdo da andlise funciona utilizando células de P. pastoris, a regido
N termina da sequéncia 1-FEH Induzida/5°C foi estimada com base nas seqtiéncias N
termina de outras proteinas maduras de FEH. A sequiéncia foi eficientemente expressa
por esta levedura e a proteina recombinante demonstrou atividade exclusivamente de

FEH, produzindo frutose livre quando incubada com inulina (figura 14), frutose e
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sacarose quando incubada com kcestose (figura 15) e sendo incapaz de hidrolisar a
sacarose (figura 16), demonstrando claramente nenhuma atividade de invertase.

A andlise da seqiéncia da 1-FEH Natural mostrou que esta apresenta alta
identidade com a invertase de C. intubys e com FEHSs de outras espécies. Entretanto, o
fato desta seqiéncia apresentar alta identidade com uma invertase ndo invalida a
possibilidade de esta ser uma FEH verdadeira. Segundo Van Riet et al. (2006) e
Chamers et al. (2005), os genes do metabolismo de frutanos em plantas compartilham
ata smilaridade entre as sequéncias, o que torna dificil inferir provaveis funcbes
celulares baseando-se apenas na sequéncia de aminoécidos. Assim, uma suposta b-
frutofuranosidase pode ser uma FEH verdadeira, uma invertase ou uma b-
frutofuranosidase o que reforca a importancia de se obter a analise funcional através da

expressdo heterdloga do gene em estudo.

A clonagem de duas sequéncias distintas de 1-FEH em V. herbacea corrobora os
resultados obtidos através da purificacdo das FEHs e discutidos no capitulo 11, no qual
foi sugerida a ocorréncia de isoformas de FEH que atuariam no processo de brotagéo de
plantas de V. herbacea. Estas isoformas poderiam ser produtos de diferentes genes ou
produtos da regulacdo pés-traducional da expressdo génica via splicing alternativo
(Lorkovic et al. 2000) o que deve ser considerado no estudo das FEH em V. herbacea.

No presente estudo um cDNA que codifica uma :FEH foi isolado, clonado e
caracterizado para plantas de V. herbacea, sendo o primeiro cDNA de 1-FEH clonado
de uma espécie nativa do cerrado. A clonagem deste cDNA de 1-FEH em V. herbacea
possibilitara estudos de hibridizacdo in situ, de expressdo génica em diferentes
condic¢des fisiologicas e de regulacdo da expressdo desta enzima que apresenta papel
importante na mobilizagdo de reservas garantindo a sobrevivéncia das plantas durante o
ciclo de desenvolvimento anual quando estas atravessam uma fase de seca e frio no

inverno, anterior afase de rebrota dos ramos aéreos na primavera.
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ANEXO
Mapa do vetor pPICZa A - I nvitrogen

pPICZa
AB.C

3.0 kb

m  Sitio de clonagem multiplo com dez sitios de restricdo que permite a inser¢éo do
fragmento. O fragmento é inserido no interior do gene da dlcool oxidase (AOX1).
Através desta enzima a levedura € capaz de utilizar o metanol como fonte de
carbono.

m 5 AOXL1 é a sequéncia que contém a regido promotora fortemente induzida por
metanol.

m a factor, ou fator a, € a seqiiéncia que sinaliza a secrecéo da proteina sintetizada
para 0 meio de cultura

m  AOX1TT éasequéncia que sinaliza o término da transcricdo do gene AOX1 ea
poliadenilacéo.

m  PTEF1, PEM7, Zeocin, CYCITT sd0 as regifes responsaveis pela resisténcia ao
antobidtico zeocina.

m  pUC ori éasegiéncia que permite a replicacdo e a manutencdo do plasmideo em
E.cali.
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Resumo

Vernonia herbacea (Vell.) Rusby apresenta rizoforos que acumulam frutanos do tipo
inulina como carboidrato de reserva. Estas plantas entram em dorméncia no fina do
outono, com senescéncia dos 6rgaos aéreos e rebrotam na primavera. Em seguida ocorre
a floracdo e um periodo de crescimento vegetativo no verdo. O conteldo e a
composi¢do de frutanos variam durante o ciclo fenol6gico destas plantas, assim como as
atividades das enzimas envolvidas no seu metabolismo. Durante a brotacdo na
primavera, ocorre a despolimerizacdo dos frutanos pela FEH. A atividade da FEH pode
também ser induzida em rizoforos de plantas induzidas & brotacdo pela excisdo dos
ramos aéreos (Induzidas) e em plantas induzidas a brotacdo e armazenadas a 5°C
(Induzidas/5 °C). O objetivo deste trabalho foi o estudo da mobilizagdo de frutanos
durante o processo de brotacdo. Para tanto, a atividade e a expressdo génicada FEH e o
contelido e a composicdo de frutanos foram analisados em plantas em fase de brotacéo
natural e em plantas induzidas a brotacéo (Induzidas). Foi avaliado também o efeito da
baixa temperatura em plantas induzidas pela excisdo dos ramos aéreos (Induzidas/5°C).
A aividade da FEH, os contelidos de proteina e frutanos foram calculados por
colorimetria, a composi¢do dos frutanos por HPAEC/PAD e a andlise da expressao
génica por Northern blotting. As variacdes no contetido e na composicdo de frutanos, na
atividade e na expressdo génica de FEH foram detectadas na regido proxima dos
rizéforos de plantas em fase de brotagcdo natural. A baixa temperatura promoveu o
acumulo de frutanos de baixo GP e intensificou a atividade e a expressao génica da FEH
em plantas induzidas a brotac&o. Os resultados sugerem que no processo de brotacéo
natural ocorre uma 1-FEH que hidrolisa fruto-polissacrideos e —oligossacarideos
indistintamente enquanto no processo de brotacdo induzida ocorre uma outra :FEH
com atividade e expressdo génica intensificadas pelo frio que, preferencialmente,
hidrolisa fruto-polissacarideos para fornecer energia para o restabel ecimento dos 6rgéos
aéreos em plantas Induzidas e para a manutencéo dos niveis de fruto-oligossacarideos
em plantas Induzidas/5 °C.



Mobilizac&o de frutanos na brotacéo 121

Abstract

Vernonia herbacea (Vell.) Rusby presents rhizophores which accumulate inulin-type
fructans as reserve carbohydrates. Plants of this species enter dormancy at the end of
autumn, with senescence and abscission of the aerial organs, and sprout again in spring;
flowering occurs subsequently, followed by a period of vegetative growth in the
summer. Fructan concentration and composition as well as activity of fructan
metabolizing enzymes vary during the phenological cycle of the plants. Fructan
depolymerization occurs during sprouting, in spring, by FEH activity. FEH activity is
also enhanced in plants induced to sprouting by excision of aeria organs (Induced) and
in plants induced to sprouting and stored at 5°C (Induced/5°C). The aim of the present
work was to study fructan mobilization during the sprouting process by analyzing FEH
activity and gene expression as well as fructan contents and composition in rhizophores
of plants during natural and induced sprouting (Induced). The effect of low temperature
in plants induced to sprouting (Induced/5°C) was aso investigated. FEH activity,
protein and fructan contents were determined by colorimetric analyzes, fructan
composition was analyzed by HPAEC/PAD and gene expression was analyzed by
Northern blotting. Variations in fructan contents and composition and in FEH activity
and gene expression were clearly detected during sprouting in the proximal region of
the rhizophores, near the axillary buds that give rise to the new shoots. Low temperature
promoted the accumulation of low DP fructans and enhanced FEH gene expression and
activity. Results indicate the occurrence of one 2FEH hydrolyzing both fructo-oligo
and —polysaccharides, indistinctly, in naturally sprouting plants, and another :FEH
with activity and expression enhanced by low temperature, that hydrolyzes preferably
fructo-polysaccharides to supply energy for the reestablishment of the aerial organs in
Induced plants and for the maintenance of the fructo-oligosaccharide levels in
Induced/5°C plants.
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INTRODUCAO

Os frutanos s@o reconhecidos como uma classe de carboidratos vegetais ha
aproximadamente 200 anos e, depois do amido e da sacarose, s80 0s de maior
ocorréncia entre as plantas (Hendry & Wallace 1993).

Diferente do amido, o frutano € solivel em é&gua e localizado no vacuolo celular
(Frehner et al. 1984), embora a sua presenca e a da enzima FEH, responsavel pela
degradacdo dos frutanos, tenham sido detectadas também no fluido apoplastico
(Livingston & Henson1998, Van den Ende et al. 2005). Varios autores sugerem que a
presenca de atas concentragdes de frutanos e de outros aclicares solUveis pode
contribuir para a diminuicdo do potencial osmético das células e, por conseguinte,
promover atolerancia a seca e ao congelamento (Pontis & Del Campillo 1985).

Entre as angiospermas esses polimeros sdo encontrados em monocotiledéneas
(Gramineae) e em dicotileddneas (Asteraceae), ocorrendo em cerca de 15% da flora
contemporanea, especialmente em plantas de ordens mais evoluidas (Hendry 1993). A
maioria das espécies ricas em frutanos encontra-se fora da regido tropical, sendo mais
abundantes em areas onde o0 crescimento das plantas é sazonal (Hendry & Wallace
1993). Estes autores sugeriram que a ocorréncia de quantidades aprecidveis em plantas
consideradas evoluidas indica que os frutanos ndo constituem apenas mais uma
diversificacdo biologica, mas também um significado evolutivo para o seu
apareci mento.

Os frutanos sdo polimeros de frutose, sintetizados a partir da adicdo de unidades
de frutose a sacarose. Os frutanos do tipo levano, mais comumente encontrados entre as
espécies de Poaceae, s80 polimeros baseados no trissacarideo 6-cestose que apresentam
ligacbes b (2,6) entre as unidades de frutose, e os frutanos do tipo inulina, encontrados
em espécies de Asteraceae, sd0 baseados no trissacarideo 1-cestose e apresentam
unidades de frutose unidos por ligagdes do tipo b (2,1). Além destes dois tipos de
frutanos, existem ainda os frutanos ramificados e de ligagdes mistas com unidade
terminal de glucose, encontrados em Poales e os frutanos baseados na neocestose com
ligagdes b{2,1) ou com ligactes b (2,8) (Pollock et al. 1996).

A presenca de frutanos foi amplamente documentada para a flora subtropical em
regido restrita do cerrado brasileiro na Reserva Biolégica e Estacdo Experimental de
Mogi- Guagu (S.P.) (Figueiredo-Ribeiro et al. 1986). Nesta regido do cerrado, o0s

frutanos sdo encontrados nos 6rgaos subterraneos espessados de aproximadamente 60%
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das espécies nativas de Asteraceae (Figueiredo-Ribeiro et al. 1986, Tertuliano &
Figueiredo-Ribeiro 1993). Dentre estas espécies destacamse Viguiera discolor Baker,
gue apresenta frutanos do tipo inulina com cadeias longas (GP 170) (Isgima &
Figueiredo-Ribeiro 1993) e Vernonia herbacea (Vell.) Rusby com frutanos do tipo
inulina com GP 40, aproximadamente (Carvalho et al. 1997).

Os frutanos sdo sintetizados pela acdo de duas enzimas. A primeiraenzima é a 1-
sacarose: sacarose  frutosiltransferase (1-SST, EC 24.1.99) que catdisa
irreversivelmente a formacdo de 1-cestose e a segunda é a 1-frutano: frutano
frutosiltransferase (1-FFT, EC 2.4.1.100) que catalisa a transferéncia reversivel de
unidades terminais de frutose de uma molécula doadora para uma receptora (Edelman &
Jefford 1968, Koops & Jonker 1996, Llscher et al. 1996).

Em plantas, a despolimerizacdo das moléculas de frutanos é catalisada pela
frutano exohidrolase (FEH, EC 3.2.1.153, 3.2.1.154) e ocorre pela remogdo seqiiencial
das unidades de frutose terminal. Esta enzima ndo atua sobre a ligacéo glicosidica da
sacarose. Os produtos finais da FEH sdo a frutose e a sacarose, sendo a enzima
fortemente inibida por esta Ultima (Edelman & Jefford 1964). A atividade da FEH é
calculada pela quantidade de frutose liberada a partir de frutanos utilizados como
substrato durante a reagdo. O substrato utilizado para o ensaio da FEH inclui frutanos
extraidos da planta da qual o extrato enziméatico foi obtido bem como de outras espécies
(Smpson & Bonnett 1993). Por hidrdlises sucessivas, grandes polimeros sdo
convertidos irreversivelmente a uma mistura de sacarose e frutose. Como os acucares
s80 trandlocados nas plantas principalmente sob a forma de sacarose, novamente deve
haver oura conversdo, desta vez, de frutose para glicose, para formar sacarose que
entdo é trandocada para fora da célula (Edelman & Jefford 1968).

V. herbacea é uma espécie perene que apresenta crescimento sazonal e acumula
inulina nos 6rgdos subterréneos espessados de estrutura caulinar, denominados
rizoforos. Os rizéforos sdo responsaveis pela reproducdo vegetativa da espéecie, aém de
atuarem como 0rgaos de reserva para a planta, acumulando até 90% do seu peso seco
em frutanos do tipo inulina (Carvalho & Dietrich 1993).

VariagBes no contelido e na composi¢cdo dos frutanos foram detectadas durante o
ciclo fenologico de V. herbacea (Carvaho & Dietrich 1993). Estas variagoes,
verificadas por estes autores, incluem a diminuicdo do conteido de frutanos entre as
fases de brotacdo e a floragdo, indicando a mobilizagdo dos mesmos para suprir a

demanda energética da planta durante o crescimento da parte aérea e desenvolvimento
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floral, apés a fase de dorméncia. Além das variagbes nos teores e na composicao de
frutanos durante as fases fenoldgicas, variagdes no conteldo destes compostos foram
observadas também ao longo do comprimento dos rizoforos, entre as regides proximal,
mediana e distal (Portes & Carvalho 2006).

Estudos preliminares realizados durante o ciclo fenoldgico mostraram que a
FEH de V. herbacea apresenta atividade elevada apenas no curto periodo de brotacéo
das plantas (Ribeiro-Sobrinho et al. 1996). Foi verificado também que esta enzima pode
ser induzida em plantas na fase vegetativa através da excisdo e subsequiente rebrota dos
ramos aéreos (Asega & Carvalho 2004) e que este aumento na atividade da FEH tanto
em plantas em brotacdo natural quanto em plantas induzidas a brotacéo foi detectado,
especialmente, na regido proximal dos rizéforos, onde ocorre 0 desenvolvimento das
gemas que ddo origem aos ramos aereos (Portes & Carvalho 2006). Além disso, a
inducdo da atividade da FEH pela excisdo dos ramos aéreos foi intensificada pelo
armazenamento a 5°C (Portes 2005).

O aumento na atividade da FEH também foi detectado em plantas de Cichorium
intybus L., espécie de Asteraceae acumuladora de frutanos, apos a desfolhacdo (De
Roover et al.1999) e ap6s 0 armazenamento no frio (Van Den Ende & Van Laere 1996).
Van den Ende et al. (2001), dando continuidade a esses estudos, detectaram isoformas
de FEH ativas em diferentes condic¢des fisiol6gicas, a 1-FEH I, induzida pelo frio parece
atuar, juntamente com a 1-FFT, para proteger as plantas contra os danos causados pelo
congelamento e as isoformas 1-FEH Ila e 1-FEH Ilb tem sua atividade aumentada apos
a desfolhagdo e podem também ser induzidas em outras fases fenol6gicas além da fase
de brotacdo quando a demanda energética da planta aumenta.

A andlise daregido promotora da 1-FEH llade C. intybus mostrou que este gene
€ dtamente expresso também em raizes armazenadas no frio - o que indica o efeito
promotor do frio na expressdo do gene da 1-FEH lla - e que esta indugdo deve ter um
papel importante na tolerancia ao frio em plantas acumuladoras de frutanos (Michiels et
al. 2004).

O envolvimento das FEHs no processo de brotagcdo, natural ou induzido, ja foi
documentado para outras espécies de Asteraceae como Taraxacum officinale (Web.)
Wigg (Rutherford & Deacon 1974), C. intybus (Van den Ende & Van Laere 1996),
Helianthus tuberosus L. (Marx et al. 1997), Polymnia sonchifolia Poep& Endl (Fukai et
al. 1997), C. intybus (De Roover et al. 1999) e V. discolor (Degasperi et al. 2003).
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Em Poaceae, também foi detectado o aumento na atividade da FEH em plantas
de Dactylis glomerata L. (Yamamoto & Mino 1987) e de Lolium perenne L. apos a
retirada das folhas (Marx et al. 1997b, Morvan et al. 1997, Pavis et al. 1998). Estes
ultimos autores observaram ndo apenas 0 aumento da atividade da FEH apds a
desfolhacdo, mas também a diminuicéo em 80% nos nivels de frutanos, demonstrando
claramente que o processo de mobilizacdo destes compostos esta associado a retirada
das folhas nestas plantas.

A rdpida utilizacdo de frutanos foi observada durante a brotacdo de bulbos de
Lycoris radiata (L'Her) Herb. (Nagamatsu et al. 1991), a floracdo de Haemerocallis
(Bieleski 1993) e no desenvolvimento de inflorescéncias de Phippsia algida (Sol.) R.Br.
(Solhaug & Aeres 1994) e Campanula rapunculoides L. (Vergauwen et al. 2000),
porém a atividade da FEH ndo foi analisada nestes sistemas.

Estudos de purificacéo da FEH de V. herbacea possibilitaram o isolamento de
fracdes com atividade de 1-FEH em rizéforos de plantas induzidas a brotagdo e
armazenadas no frio (Asega 2003) distintas das fracoes obtidas de plantas em brotacéo
natural (capitulo I1), sendo evidenciada a diferenca existente entre o extrato enzimatico
de plantas em fase natura de brotacdo e em brotagdo induzida. Esta diferenca foi
evidenciada pelo comportamento das proteinas durante as etapas de purificagdo que
demonstram a ocorréncia de isoformas de 1-FEH ativas nas duas condicoes
mencionadas Os resultados obtidos sugerem a presenca de um conjunto de proteinas
responsaveis pela mobilizacdo de frutanos que apresentam a mesma atividade
hidrolitica, porém com diferentes propriedades fisica e quimica.

A clonagem de dois cDNAs distintos de FEH de V. herbacea, denominados 1-
FEH Induzida/5°C e 1-FEH Natural, e a confirmagao da autenticidade de uma dessas
sequéncias pela andlise funcional da proteina recombinante (capitulo IIl) reforca a
hipétese de que nesta espécie a mobilizagdo de frutanos durante a brotacdo ocorre por
acdo de isoformas de 1-FEHs. A obtencdo da sequéncia 1-FEH Induzida/5 °C
possibilitou o preparo de sondas com vistas a0 estudo da expressdo génica da 1-FEH
durante o processo de brotagéo.

O presente trabalho teve como objetivo estudar o processo de mobilizagdo de
frutanos durante a brotacdo. Para tal, foram analisadas a atividade e a expresséo génica
da 1-FEH e a composicéo de frutanos em plantas de V. herbacea durante a fase de

brotacdo natural e brotagdo induzida pela excisdo dos ramos aéreos. O efeito do frio em
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plantas induzidas a brotagdo também foi analisado com vistas a compreender o

envolvimento dos frutanos na tolerancia das plantas a este fator de estresse ambiental.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

Foram utilizadas plantas de Vernonia herbacea (Vell.) Rusby (SP 169567)
cultivadas em viveiro da Reserva Bioldgica e Estacdo Experimental de Moji-Guagu
(S.P.) em fase de brotagdo natural e em fase vegetativa, induzidas a brotacéo.

No primeiro experimento foram utilizadas as plantas em fase de brotag&o natural
foram coletadas em intervalos de 710 dias, entre agosto e setembro (tabela 1). Os
rizéforos destas plantas foram fragmentados, separados em regides proximal, mediana e
distal, para andlise da distribuicdo espacial de atividade e de expressdo da 1-FEH ao
longo do eixo de crescimento dos rizéforos.

Tabela 1. Datas de coletas de plantas de Vernonia herbacea para o experimento de

brotacdo natural durante o ano de 2004.

Fase fenol6gica Datas
Brotacédo 17 agosto
Brotagéo 27 agosto
Brotacéo 09 setembro
Brotagédo 17 setembro
Brotacéo 23 setembro

O segundo experimento, de brotag&o induzida, foi realizado no més de janeiro de
2005, quando as plantas se encontravam em fase vegetativa. No inicio do experimento
as plantas foram submetidas a excisdo dos ramos aéreos. Antes da excisdo e a seguir,
em intervalos de 34 dias num total de 27 dias foram coletadas seis plantas para cada
ponto de amostragem. Em vista do resultado obtido no experimento preliminar de
Northern blotting, apresentado no capitulo 1ll, foi possivel apontar o tecido com
abundancia do transcrito relacionado a FEH. Esta abundancia que indica ata expressdo
de FEH foi verificada na regido proximal de rizoforos de plantas induzidas a brotacéo
pela excisdo dos ramos aéreos e de plantas induzidas a brotacdo e armazenadas a5 °C

por sete dias. Desta forma, neste segundo experimento foram utilizadas apenas as
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regides proximais dos rizéforos para analise de atividade e de expresséo da 1-FEH. Das
seis plantas coletadas em cada ponto de amostragem, trés plantas constituiram as trés
amostras do tratamento denominado Induzidas e as outras trés plantas foram
armazenadas sob baixa temperatura (5 °C) por sete dias logo apos a coleta, constituindo
a amostragem do tratamento denominado Induzidas/5 °C.

Das trés plantas coletadas em cada dia de amostragem foram separadas amostras
de rizéforos para a determinagdo das atividades de 1-FEH e de invertase, e extracfes de
RNA e de carboidratos solUveis. Os rizéforos foram lavados, congelados em nitrogénio

liquido e armazenados a—70 °C até a realizagdo das analises.

Extracdo enzimatica

Os rizéforos (5g) foram pulverizados em nitrogénio liquido utilizando almofariz e
pistilo e homogeneizados em tampéo citrato-fosfato 50 mM pH 5,5, contendo 5 mM de
&cido ascorbico, 2 MM de b- mercaptoetanol, 2 mM de EDTA e 10 % de PVPP (p/v), na
proporcéo 1:3 (p/v). O homogeneizado foi mantido em repouso por 30 min e, em
seguida, filtrado em nylon duplo. O filtrado foi mantido em repouso por 30 min e, apés
centrifugacéo a 12.000 g por 20 min, o precipitado foi descartado e ao sobrenadante foi
adicionado sulfato de amoénio a 20 % de saturacdo (p/v), mantendo-se a mistura em
repouso por uma noite. Apos centrifugacdo a 12.000 g por 20 min, o precipitado foi
descartado e ao sobrenadante foi adicionado sulfato de aménio a 80% de saturacdo
(p/v), seguido de repouso por uma hora. A proteina precipitada foi coletada por
centrifugacéo a 17.000 g por 20 min. O precipitado, ressuspendido em tampéo citrato-
fosfato 50 mM pH 5,5, foi dessalinizado em colunas de Bio Gel P6-DG (Bio Rad) e
congelado em freezer —80 °C até a realizacdo dos ensaios enziméticos. Toda a
manipulacdo do material durante a extragdo foi redizada a 5 °C. Azida de sodio foi

adicionada nos tampdes para prevenir o crescimento microbiano.

Ensaio Enzimético

A atividade enzimética foi determinada a partir da incubagdo do substrato com o
extrato enzimatico na propor¢do de 1:1 (v/v). Para a andlise da atividade da 1-FEH, o
substrato utilizado foi inulina de Helianthus tuberosus L. (frutanos com grau de
polimerizacdo médio de 35, Sigma) na concentracgo final de 50 mg mL™ preparada em
tampdo citrato- fosfato 50 mM, pH 4,5. Durante as incubacdes, realizadas a 30 °C, foram
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retiradas aliquotas nos tempos 0, 30 min, 1, 2 e 4 horas. Em seguida, as aliquotas das
misturas de incubacdo foram submetidas a fervura por 5 min para a interrupcéo da
reacdo. Para a andlise da atividade de invertase, o sibstrato utilizado foi sacarose
(Sgma) na concentracdo fina de 100 mM preparada em tampdo citrato fosfato
200 mM, pH 5,5. Foram retiradas aliquotas nos tempos 0 e 4 horas de incubacéo a 30
°C. Em seguida, as aliquotas foram diluidas em &gua e submetidas a fervura por 5 min
para a interrupcéo da reacdo. O teor de proteina foi estimado pelo método de Bradford
(1976) com o reagente da Bio Rad. BSA (Sigma) (1 mg mL™Y) foi utilizada como
padréo.

Andlise das atividades enziméticas

A atividade da :FEH foi determinada pela quantidade de frutose liberada na
mistura de incubagdo, através da quantificagdo de agUcar redutor, de acordo com
Somogyi (1945), utilizando-se frutose (Sigma) (200%rg mL™%) como padréo.

A atividade de invertase foi determinada pela quantidade de frutose liberada na
mistura de incubagdo, através da quantificacdo por HPAEC/PAD em sistema Dionex
modelo DX-300, coluna Carbo Pac PA1, em sistema isocrético de eluicdo com 100 mM
hidréxido de sodio. Os potenciais aplicados ao PAD para E1 (480ms), E2 (180 ms) e E3
(360 ms) foram 0,05, 0,75 e —0,20, respectivamente. O fluxo aplicado foi del mL min™.

Extracéo e andlise de aglcar es solUveis

Amostras de rizoforos (2 g) foram submersas em 15 mL de etanol 80 % (v/v) em
ebulicdo por 5 min para inativacdo de enzimas e maceradas em gral até homogenizacao.
Em seguida os homogeneizados foram colocados em banho-maria a 80 °C por 5 min e
centrifugados a 700 g por 15 min a temperatura ambiente. Os residuos foram re-
extraidos em 15 mL de etanol 80 % a 80 °C por 15 min, centrifugados nas condicoes
acima, e 0s sobrenadantes das duas extragbes foram reunidos. Os residuos foram
submetidos a extracdo aquosa (15 mL) em banho-maria a 60 °C por 30 min. Apés
filtragdo a véacuo em tecido de algoddo, os residuos foram re-extraidos e os filtrados
reunidos ao extrato etandlico. Os extratos foram concentrados em evaporador rotatério
até o volume de 9 mL e submetidos ao fracionamento dos fruto-oligo e -polissacarideos
por precipitacdo a frio com trés volumes de etanol. A seguir foram centrifugados a 700

g por 20 min a 5 °C; os precipitados foram ressuspendidos em &gua e congtituiram as
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fracbes de fruto-polissacarideos e os sobrenadantes, concentrados em evaporador
rotatorio até eliminacdo do etanol, congtituiram a fracdo de fruto-oligossacarideos. Os
conteldos de frutose livre e ligada foram determinados nas duas fragoes,
separadamente, através do método de antrona modificado para quantificacdo de cetoses
(Jermyn, 1956), utilizando-se frutose (200 ng  mL™Y) como padrdo. Os contetidos de
acucares redutores nas fragdes de fruto-oligossacarideos foram determinados de acordo
com o método de Somogyi (1945), utilizando-se frutose (Sigma) (200%rg mL™) como
padréo.

Amostras de fruto-oligossacarideos e de extrato bruto constituidas de aliquotas
equivalentes de cada uma das trés replicatas foram submetidas a deionizacdo em
colunas de troca iénica (5 x 1 cm) contendo resinas nas formas catiénica (Dowex 50 x
40 x 200) e anidnica (Dowex 1 x 8 — 200) (Carvaho & Dietrich 1993). Em seguida
foram filtradas em membranas de 045 nm (Spartan — 3, da Aldrich) e analisadas por
HPAEC/PAD.

Os fruto-oligossacarideos foram analisados por HPAEC/PAD em sistema Dionex
modelo ICS 3000 em coluna Carbo Pac PA1 (2 x 250mm) na concentracdo de 400 g
mL* em equivaente de frutose. O gradiente foi estabelecido misturando-se o eluente A
(150 mM de hidroxido de sodio) e eluente B (500 mM de acetato de sodio em 150 mM
de hidréxido de sbdio) com a seguinte programacdo : 0-2 min, 25 mM; 2,1 -8 min, 50
mM; 8,1 — 28 min, 350 mM; 28,1 — 30 min, 500 mM; 30,1 — 35 min, 25 mM. Os
potenciais aplicados ao PAD para 0-0,2s, 0,41-0,60s e 0,61-1s foram 0,05, 0,75 e —
0,15, respectivamente. O fluxo aplicado foi de 0,250 mL min>.

Os extratos brutos foram analisados por HAEPC/PAD em sistema Dionex modelo
DX-300 em coluna Carbo Pac PA100 (4 x 250mm) na concentracdo de 4 mg mL™* em
equivalente de frutose. O gradiente foi estabelecido misturando-se o eluente A (150 mM
de hidroxido de sodio) e eluente B (500 mM de acetato de sddio em 150 mM de
hidroxido de sbdio) com a seguinte programacao: 0 - 4 min, 25 mM; 4.1 - 20 min, 25
mM a 225 mM; 20.1— 35 min, 225 mM a 450 mM; 35.1 — 36 min, 450 mM a 500 mM;
36.1 — 41 min, 25 mM. Os potenciais aplicados ao PAD para E1 (480ms), E2 (180 ms) e
E3 (360 ms) foram 0,05, 0,75 e —0,20, respectivamente. O fluxo aplicado foi de 1 mL

min'.
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Extracdo e analise qualitativa do RNA

O RNA total dos rizéforos foi isolado utilizando-se RNeasy Plant Mini Kit
(Qiagen). O RNA isolado foi quantificado com base na determinacdo da absorbancia a
260 nm em espectrofotbmetro e avaliado quanto a sua pureza pela razéo entre as
absorbancias a 260 e a 280 nm. A qualidade do RNA obtido foi avaliada pela presenca
das bandas correspondentes a0 rRNA 25S e 18S analisada em eletroforese em gel de
agarose 1 % (p/v), preparado em tampdo 1X TPE pH 8,0 e brometo de etideo,
conduzida sob voltagem constante (70 V) (Sambrook et al 1989).

Preparo da sonda radioativa do cDNA de 1-FEH de Vernonia herbacea

A sonda utilizada na andlise de Northern blotting consistiu do fagmento de
aproximadamente 1800 bp amplificado pela PCR e marcado com [*’P] a-dCTP,
utilizando-se Ready-To-Go Labelling Beads (Amersham Biosciences). Para a
amplificagdo do fragmento foram utilizados o cDNA daregi&o proximal de rizoforos de
plantas induzidas a brotag@o e armazenadas a 5 °C e oligonucletideos sintetizados com
base na provéavel regi&o codificadora da 1- FEH:

FEHS2 5'- CCCACGCAACCTTAAACTCATCG -3
FEHR2 5- CTCCATCTAAGTCGCACTCTTTACG -3’

As condicdes utilizadas para a PCR foram: 94 °C por 5min, seguido de 35 ciclos
consistindo de desnaturacdo a 94 °C por 30 s, pareamento a 62 °C por 30s e de extensdo
a 72 °C por 2 min, seguidos de extensdo final a 72 °C por 10 min e 4 °C por 5 min. As
reacOes consistiram de mistura de 0,5 mM de oligonucleotideos, 3 MM de magnésio, 0,2
mM de dNTPs, 0,5 m de cDNA molde e 2,5 unidades de Taqg DNA Polimerase

(Invitrogen) em 20 M de volume de reacéo.

Northern blotting

Foram utilizados os RNAs das regifes proximal, mediana e distal dos rizéforos
de plantas em fase de brotacdo natural e os RNASs da regi&o proximal dos rizéforos de
plantas induzidas a brotagcdo e de plantas induzidas & brotagcdo seguida de
armazenamento a 5 °C. O RNA total (15 nm) foi fracionado em gel de agarose 1,2 %

(p/v) contendo formaldeido (2,2 M) e transferido por capilaridade para uma membrana
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de nylon positivamente carregada (Hybond™N*, Amersham Biosciences), em tampéo
20x SSC (cloreto de sddio 3 M e citrato de sddio 0,3M) por 17 horas (Sambrook et al
1989). O RNA foi permanentemente fixado a membrana por exposi¢aéo aradiacéo UV,
sendo esta corada com azul de metileno 0,04% (p/v) em acetato de sddio 0,5 M pH 5,2
para visualizagdo dos rRNA e dos padroes (RNA markers 0,2 — 10 Kb, Sigma). As
membranas foram pré-hibridizadas com a solucdo Perfecthyb™Plus (Sigma) por 3
horas a 68 °C e hibridizadas com a sonda radioativa de cDNA de 1-FEH Induzida/5 °C
de Vernonia herbacea, obtida conforme apresentado no capitulo 111, a 68 °C por uma
noite. A sonda foi produzida pela marcagdo de fragmento do cDNA da 1-FEH com
[*?P] a-dCTP, utilizando Ready-To-Go Labelling Beads (Amersham Biosciences). As
membranas foram lavadas duas vezes com solucéo 2x SSC (cloreto de sodio 0,3 M e
citrato de sodio 0,03M) contendo 0,1 % SDS (p/v) por 10 min atemperatura ambiente e
uma vez com solucdo 1x SSC (cloreto de sodio 0,15 M e citrato de sodio 0,015 M)
contendo 0,1% SDS por 30 min a 65 °C. Apos lavagem, um filme de auto-radiografia
foi posicionado sobre cada membrara hibridizada e estes foram mantidos na auséncia de
luz no interior de um cassete a-70 °C. O tempo de exposi¢éo foi de 4 dias (Sambrook et
al. 1989) e apods esse periodo, os filmes foram revelados manualmente em cémara
escura por meio da seguinte sequéncia de lavagens. 4 min em solugdo reveladora
(Kodak), 1 min em &gua destilada, 4 min em solucdo fixadora (Kodak), seguida de

lavagem em &gua corrente.
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RESULTADOS

Mobilizacdo de frutanos em rizéforos de Vernonia herbacea durante a fase de

brotacéo natural

Atividade e expressdo de 1-FEH

As andlises da 1-FEH de rizoforos de plantas em fase de brotacdo natural
permitiram verificar que ocorreram variagdes na sua atividade e expressdo ao longo
deste periodo, conforme mostra a figura la.

A atividade da :FEH na regido proximal, baixa no inicio da brotacdo em 17
agosto, apresentou um aumento gradual até o dia 09 de setembro, quando atingiu o
valor maximo para a fase analisada. Este aumento coincidiu com o periodo de
crescimento dos ramos aéreos 10go apds o inicio da brotacdo. Em seguida, a atividade
da 1-FEH na regido proximal diminuiu gradualmente até o dia 23 de setembro. As
atividades da 1-FEH nas regides mediana e distal foram mais baixas do que na regido
proximal, exceto no inicio (17 agosto) e final (23 setembro) do periodo analisado e ndo
apresentaram diferencas quando comparadas entre Si.

A andlise da expressdo génica da 1-FEH por Northern blotting mostrou
diferencas nas intensidades dos sinais de hibridizagdo ao longo do periodo analisado,
especialmente na regido proximal dos rizéforos (figura 1b). Variagdes na intensidade do
sinal semelhantes aquelas da regido proximal ndo foram detectadas nas regides mediana
e distal que apresentaram um sinal de hibridizacdo fraco. Um forte sinal de hibridizacéo
foi detectado na regido proximal do rizéforo, especiamente em 09 de setembro,
indicando acimulo de transcrito de 1-FEH nesta data. O forte sina de hibridizacéo
detectado neste dia coincidiu com aatividade elevada de 1-FEH detectada nesta regido
do rizéforo neste dia.
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Figura 1 Atividade e expressdo génica da 1-FEH nas regides proximal, mediana e
distal de rizéforos de plantas de Vernonia herbacea em fase de brotacdo natural. a)
Atividade enzimética calculada com base na quantidade de aclcar redutor liberado
durante os 30 primeiros minutos de incubacdo. As barras representam o erro padrdo
(n=3). b) Northern blotting da membrana hibridizada com sonda da 1-FEH Induzida/ 5
°C de Vernonia herbacea. A exposi¢ao para a auto-radiografia foi de quatro dias a —70
°C. O RNA total (15 nm) foi isolado dos tecidos indicados e a membrana foi corada com
azul de metileno 0,04 % em acetato de sodio 0,5 M pH 5,2 para visualizagdo do RNA
ribossomal 18S.
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O contetdo de proteina na regido proximal apresentou variagdes durante a fase
de brotac&o (figura 2). Houve um aumento gradual até o dia 09 de setembro, seguido de
uma diminuicdo até o final do periodo analisado, semelhante ao perfil de atividade
enzimética e ao padréo de expresséo da 1-FEH, exibidos nafigura 1a e 1b para aregiéo
proxima do rizéforo. Os conteldos de proteina nas regibes mediana e distal
apresentaram variacGes ao longo do periodo de anadise, porém foram semelhantes entre
g.
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Figura 2. Contetido de proteinatotal nas regifes proximal, mediana e distal de rizéforos

de Vernonia herbacea em fase de brotagdo natural. As barras representam o erro padréo
(n=3).
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Atividade de invertase

A aividade da invertase apresentou variaghes tanto entre as trés regides do
rizéforo como ao longo do periodo de brotacdo das plantas (figura 3). Houve uma
diminuicdo gradual da atividade até o dia ® de setembro na regido proximal. Esta
atividade baixa coincidiu com o periodo de crescimento dos ramos aéreos e com a
atividade mais elevada da 1-FEH no periodo. Em seguida, a atividade aumentou
novamente e atingiu valor semelhante ao do inicio do periodo. A atividade da invertase
na regido mediana, inicialmente baixa, apresentou um aumento no dia 17 de setembro,
permanecendo elevada até o fina do periodo analisado. Na regido distal a atividade
apresentou as maiores oscilagfes incluindo uma diminuicéo nos dias 27 agosto e 09 de
setembro e aumento em 17 de setembro. Observouse ainda que nos dias 09 e 17 de
setembro houve um aumento gradual da atividade da invertase ao longo do eixo de

crescimento do rizéforo no sentido distal.

2000 B Proximal
I Mediana
ODistal
?é 1500
g c
£ ®
S 2 1000 1
o
g g
T o
> =
2 s
0' |i:|:’¥‘|ﬂit‘l T EE||

17Ago 27Ago 09 Set 17 Set 23 Set

Datas de amostragem

Figura 3. Atividade de invertase nas regides proximal, mediana e distal de rizéforos de
plantas de Vernonia herbacea em fase de brotagdo natural. Atividade calculada com
base na quantidade de frutose liberada durante 4 horas de incubacdo. As barras

representam o erro padréo (n=3).
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Andlise de aclicares solliveis

A andlise dos aglcares sollveis em rizéforos de plantas em fase de brotagdo
natural (figura 4) revelou uma diminuicdo no contetido de frutanos totais no dia 09 de
setembro na regido proximal. Os contelidos de fruto-oligossacarideos (figura 4) e de
acUcares redutores (figura 5) na regido proximal diminuiram gradualmente até o dia 09
de setembro. A diminuicéo neste ponto de andlise coincidiu com a atividade elevada e
aumento de transcritos de *FEH na regido proximal do rizéforo. Em seguida, os
acUcares solUveis voltaram a apresentar valores semelhantes aos encontrados no inicio
da brotacdo. O conteldo de frutanos totais nas regides mediana e distal foi, em gerad,
maior do que na regido proxima do rizéforo, enquanto o conteldo de fruto-
oligossacarideos foi semelhante nas trés regides, exceto nos dias 09 e 23 de setembro,
guando aregi&o proximal apresentou valores inferiores ao das demais regides.

O contetido de agUcares redutores na regido mediana apresentou uma tendéncia
ao acumulo durante a fase analisada (figura 5). Na regido distal o contelido de acUcares
redutores foi inferior ao verificado nas demais regides e praticamente constante durante
0 periodo de brotacéo.

A raz8o polissacarideos.oligossacarideos inferior a 1 foi observada apenas na
regido proximal do rizéforo em 09 de setembro refletindo a maior proporcéo de fruto-
oligossacarideos nesta regido do rizéforo, neste ponto de andlise (figura 6). A razéo
polissacarideos.oligossacarideos superior a 1 detectada nos demais pontos de andlise na
regido proximal e nas regides mediana e distal durante toda a fase de brotagdo, indica a
predominancia de polissacarideos nestes tecidos. Entretanto, verificouse uma tendéncia
a vaores inferiores na razdo polissacarideos.oligossacarideos na regido proximal

guando comparados as regides mediana e distal.

A andlise dos oligossacarideos por HPAEC/PAD indicou que as variacOes
observadas durante a fase de brotacdo ocorreram principalmente na regido proximal
(figura 7). Pode-se observar ja no inicio da brotacdo (17 agosto) um aumento do pico
referente a frutose, quando comparado com o pefil de fruto-oligossacarideos
caracteristico da fase de dorméncia, que antecede a brotagdo. Houve um aumento
gradual da frutose até o dia 09 de setembro, acompanhado de diminuicdo na proporgao
de fruto-oligossacarideos. O aumento dos monossacarideos glucose e frutose, e a
diminuicdo na proporcdo de fruto-oligossacarideos foram confirmados pela andlise dos

frutanos totais da regido proximal do rizéforo por HPAEC/PAC (figura 8). O aumento
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da frutose na fragdo de oligossacarideos também foi verificado na regido mediana do
rizoforo, porém mais discretamente (figura 7), assim como o aumento da propor¢do de
monossacarideos, incluindo a frutose, entre os frutanos totais (figura 9). Entretanto, a
maior propor¢do de monossacarideos, em relacdo aos fruto-oligossacarideos, foi
encontrada na regido proximal, especialmente no dia 09 de setembro (figuras 7 e 8). Na
regido distal dos rizéforos observaram: se apenas pequenas variagdes na composicao de
fruto-oligossacarideos (figura 7) e de frutanos totais (figura 10).
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Figura 4 Conteldo de aglcares solUveis nas regides proximal, mediana e distal de

rizéforos de plantas de Vernonia herbacea em fase de brotacdo natural. As barras

representam o erro padréo (n=3).
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Figura 5. Conteldo de acUcares redutores nas regides proximal, mediana e distal de
rizoforos de plantas de Vernonia herbacea em fase de brotacdo natural. As barras
representam o erro padréo (n=3).
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Figura 6. Razéo polissacarideos.oligossacarideos nas regifes proximal, mediana e

distal derizéforos de Vernonia herbacea em fase de brotagdo natural.
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Figura 7. Andlise por HPAEC/PAD dos fruto-oligossacarideos extraidos das regides
proximal, mediana e distal dos rizéforos de plantas de Vernonia herbacea em fase de
brotacdo natural. G, F, S, 1-C e N correspondem aos padrdes glucose, frutose, sacarose,

1-cestose e nistose, respectivamente.
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Figura 8. Andise por HPAEC/PAD dos frutanos totais da regido proxima dos
riz6foros de plantas de Vernonia herbacea em fase de brotagdo natural. G, F, S, 1-C, N
e 5 correspondem a glucose, frutose, sacarose, 1-cestose, nistose e frutano com grau de

polimerizacdo 5, respectivamente.
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Figura 9. Analise por HPAEC/PAD dos frutanos totais da regido mediana dos rizéforos
de plantas de Vernonia herbacea em fase de brotagdo natural. G, F, S, 1-C,Ne5
correspondem a glucose, frutose, sacarose, kcestose, nistose e frutano com grau de
polimerizacdo 5, respectivamente.
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Figura 10. Analise por HPAEC/PAD dos frutanos totais da regido distal dos rizoforos
de plantas de Vernonia herbacea em fase de brotacdo natural. G, F, S, 2C,Ne5
correspondem a glucose, frutose, sacarose, kcestose, nistose e frutano com grau de

polimerizacdo 5, respectivamente.
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M obilizacéo de frutanos em rizéfor os de Vernonia herbacea induzidas a brotacéo

Atividade e expressdo de 1-FEH

A andlise da atividade e da expressdo da 1-FEH realizada na regido proximal de
rizoforos de plantas induzidas a brotacdo pela excisdo dos ramos aéreos e
armazenamento a 5 °C revelou variacdes durante o periodo, conforme mostra a figura
11.

A atividade da 1-FEH (figura 11a) em plantas I nduzidas, baixa nos primeiros dias
apos a excisdo dos ramos aereos, apresentou um aumento de atividade no 17° dia,
seguido de diminuicdo no 20° dia e um novo aumento aos 27 dias. Em plantas
Induzidas/5 °C, a atividade da 1-FEH aumentou ja nos primeiros sete dias, atingiu os
valores maximos aos 17 e 20 dias e diminuiu em seguida. A atividade da 1-FEH de
plantas Induzidas/5 °C foi, em geral, superior a de plantas Induzidas durante o periodo
analisado. Observouse ainda, que a atividade da :FEH manteve-se elevada por um
periodo maior nas plantas Induzidas/5 °C do que nas plantas Induzidas. Em plantas
Induzidas/5 °C, a atividade da 1-FEH parece ter sido induzida em duas etapas. a
primeira, sete dias ap0s o inicio do tratamento e a segundano 17° dia.

A andlise da expressdo génica da 1-FEH por Northern blotting nos rizéforos de
plantas Induzidas e Induzidas/5 °C € apresentada na figura 11b. Em plantas Induzidas, o
aumento do transcrito da 1-FEH ocorreu gradualmente atingindo o maximo no 20° dia
apos a excisdo dos ramos aereos. Em plantas Induzidas/5 °C foram detectadas variagtes
no acimulo do transcrito de 1-FEH ao longo do periodo analisado e um sinal de
hibridizacdo mais forte do que o verificado nas plantas Induzidas. As variacOes
coincidiram com as variacdes na atividade da 1-FEH ao longo do periodo de brotacéo,
sendo o maior acumulo do transcrito de 1-FEH detectado, especialmente, aos 7, 17 e 20

dias apds a excisdo dos ramos aéreos.
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Figura 11. Atividade e expresséo de 1-FEH na regido proximal de rizéforos de plantas
de Vernonia herbacea induzidas a brotacdo pela excisdo dos ramos aéreos (Induzidas) e
de plantas induzidas & brotacdo e armazenadas a 5 °C por 7 dias (Induzidas/5 °C). a)
Atividade enzimética calculada com base na quantidade de aclcar redutor liberado
durante a primeira hora de incubag8o. As barras representam o erro padrdo (n=3). b)
Northern blotting das membranas hibridizadas com sonda da 1-FEH Induzida/ 5 °C de
Vernonia herbacea. A exposicdo para a auto-radiografia foi de quatro dias a —70 °C. O
RNA total (15 ng) foi isolado dos tecidos indicados e a membrana foi corada com azul
de metileno 0,04 % em acetato de sddio 0,5 M pH 5.2 para visualizacdo do RNA

ribossomal 18S.
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O acumulo do transcrito de 1-FEH no 20° dia foi verificado tanto nos tecidos
induzidos a brotac&o (Induzidas), quanto nos tecidos induzidos e armazenados a 5° C
(Induzidag5 °C). Resultado semelhantemente ao resultado obtido no experimento de
Northern blotting (figura 2) apresentado no capitulo I11.

O acumulo diferencial dos transcritos de 1-FEH observado em plantas Induzidas
e Induzidas/5 °C ndo foi acompanhado de aumento no contelido de proteina. A figura 12
mostra gue os conteidos de proteina dos rizéforos de plantas Induzidas e de plantas

Induzidas/5 °C foram semelhantes e apresentaram pequenas variacfes durante o periodo
analisado.
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Figura 12. Contetdo de proteina total em rizoforos de plantas de Vernonia herbacea
induzidas a brotacdo pela excisdo dos ramos aéreos (Induzidas) e de plantas induzidas a

brotacéo e armazenadas a 5 °C por 7 dias (Induzidas/5 °C). As barras representamo erro
padréo (n=3).
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Atividade de invertase

A atividade de invertase em rizoforos de plantas Induzidas gpresentou pequeras
variagdes durante o periodo de avaliacdo (figura 13). Da mesma forma, em plantas
Induzidas/5°C, a atividade da invertase também apresentou oscilacBes. Entretanto,
nestas plantas a atividade foi, em geral, inferior a verificada nas plantas Induzidas, com
excecdo do dia 7, quando esta foi mais elevada nas plantas Induzidas/5 °C. Ao final do
periodo analisado, a atividade da invertase apresentou um aumento em ambos 0S

tratamentos.
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Figura 13. Atividade de invertase em rizéforos de plantas de Vernonia herbacea
induzidas a brotacéo pela excisao dos ramos aéreos (Induzidas) e de plantas induzidas a
brotacdo e armazenadas a 5 °C por 7 dias (Induzidas/5 °C). Atividade calculada com
base na quantidade de frutose liberada durante 4 horas de incubagdo. As barras

representamo erro padréo (n=3).
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Andlise de aclicares solliveis

O conteudo de frutanos totais nos rizoéforos de plantas Induzidas e Induzidas /5
°C apresentou uma diminuicdo apos a excisao dos ramos agreos (figura 14). A tendéncia
a diminuicdo no conteldo destes aclcares foi mais acentuada nas plantas Induzidas e
ocorreu principamente devido a diminuicéo dos fruto-polissacarideos, uma vez que o
conteido de fruto-oligossacarideos apresentou pequena variacdo ao longo do periodo
analisado.

Em plantas Induzidas, o contelido de fruto-oligossacarideos apresentou uma
diminuicdo gradual até os 17 dias, seguido de um aumento também gradual até o 24°dia
e foi inferior a0 conteldo em plantas Induzidas/5 °C. O conteido de fruto-
oligossacarideos em plantas Induzidas/5 °C apresentou pequenas variagdes. Entretanto,
as variacfes no contelido de aclcares redutores em plantas Induzidas/5 °C foram mais
acentuadas e maiores valores foram detectados nos dias 7, 20 e 27 apds a excisao dos
ramos aéreos (figura 15). Observou-se também que aos 17 dias, embora as plantas
Induzidas tenham apresentado contelido de aglcar redutor semelhante ao de plantas
Induzidas/5 °C, o contetido de fruto-oligossacarideos foi maior em plantas Induzidas/5
°C neste dia

A razéo polissacarideos.oligossacarideos (figura 16) superior a 1 foi observada
apenas em plantas Induzidas nos primeiros treze dias apds a excisao dos ramos aéreos o
gue indica para estas plantas uma maior propor¢do de fruto-polissacarideos neste
periodo. A partir dos 17 dias ap0s a excisdo dos ramos agreos, esta razéo foi inferior a 1,
indicando maior concentracdo de fruto-oligossacarideos em plantas Induzidas. A
diminuicdo da razdo polissacarideos.oligossacarideos aos 17 dias coincidiu com a
atividade elevada de 1-FEH neste dia.

Em plantas Induzidas/5 °C, a razéo polissacarideos.oligossacarideos inferior a 1
foi detectada nos 10, 17, 20 e 27 dias apds a excisdo dos ramos aéreos, especialmente no
dia 20 quando esta razéo foi de 0,005, indicando a predominancia de oligossacarideos
na composicdo de frutanos totais nessas plantas. Comparando-se as plantas Induzidas/5
°C e as Induzidas, verificouse que as primeiras apresentaram razéo

polissacarideos.oligossacarideos inferior até os 13 dias apOs a excisdo dos ramaos aereos.

A andlise dos fruto-oligossacarideos de plantas Induzidas por HPAEC/PAD

(figura 17) mostrou o aumento gradual do pico referente a frutose até os 17 dias,
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seguido de diminuicdo até os 24 dias e um novo aumento aos 27 dias. Os pontos que
apresentaram maior proporcao de frutose em relacdo aos demais membros da série de
inulina coincidiram com os dias de maior atividade de 1-FEH (figuralla). O aumento
de monossacarideos glucose e frutose em relacdo aos fruto-oligossacarideos, no dia 17
em plantas Induzidas foi também verificado na amostra de frutanos totais (figura 18). A
analise dos fruto-oligossacarideos de plantas Induzidas/5 °C por HPAEC/PAD (figura
17) mostrou 0 aumento da frutose aos 7 e 20 dias apds a excisdo dos ramos areos.

Comparando-se 0 contelldo e a composicao dos frutanos dos dois grupos de
plantas, Induzidas e Induzidas/5 °C observou-se uma predomindncia de fruto-
oligossacarideos em plantas Induzidas/5 °C (figura 14). O contelido de monossacarideos
aumentou paralelamente a0 aumento da atividade de :FEH e foi maior em plantas
Induzidas/5 °C desde o inicio do periodo experimental (figura 17).
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Figura 14. Conteldo de acUcares soluveis em rizéforos de plantas de Vernonia
herbacea induzidas a brotagdo pela excisdo dos ramos aéreos (Induzidas) e de plantas

induzidas a brotacdo e armazenadas a 5 °C por 7 dias (Induzidas/5 °C). As barras
representamo erro padrdo (n=3).
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Figura 15. Conteldo de aclUcares redutores em rizéforos de plantas de Vernonia
herbacea induzidas a brotacéo pela excisdo dos ramos aéreos (Induzidas) e de plantas
induzidas a brotacdo e armazenadas a 5 °C por 7 dias (Induzidas/5 °C). As barras

representam erro padréo (n=3).
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Figura 16. Razé&o polissacarideos.oligossacarideos de rizoforos de plantas de Vernonia
herbacea induzidas a brotacéo pela excisdo dos ramos aéreos (Induzidas) e de plantas

induzidas a brotacdo e armazenadas a 5 °C por 7 dias (Induzidas/5 °C).
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Figura 17. Andlise por HPAEC/PAD dos fruto-oligossacarideos extraidos de rizoforos
de plantas de Vernonia herbacea induzidas a brotacdo pela excisdo dos ramos agreos
(Induzidas) e de plantas de Vernonia herbacea induzidas a brotacdo e amazenadas a
5°C por 7 dias (Induzidas/5 °C). G, F, S 1-C e N correspondem aos padrdes (P) glucose,
frutose, sacarose, 1-cestose e nistose, respectivamente.
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Figura 18. Andlise por HPAEC/PAD dos frutanos totais de rizéforos de plantas de
Vernonia herbacea induzidas a brotacdo pela excisdo dos ramos aéreos (Induzidas). G,
F, S 1-C, N e 5 correspondem a glucose, frutose, sacarose, 1-cestose, nistose e frutano

com grau de polimerizagdo 5, respectivamente.
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Figura 19. Andise por HPAEC/PAD dos frutanos totais de rizoforos de plantas de
Vernonia herbacea induzidas a brotacdo e armazenadas a 5 °C por 7 dias (Induzidas/5
°C). G, F, S1-C, N e 5 correspondem a glucose, frutose, sacarose, 1-cestose, nistose e

frutano com grau de polimerizacéo 5, respectivamente.
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DISCUSSAO

Analisando-se o processo de mobilizacdo de frutanos em rizéforos de V. herbacea
durante a fase de brotacdo natural foi possivel apontar a data de amostragem de 09 de
setembro e a regido proximal do rizéforo como sendo a de maior mobilizacdo de
frutanos durante o periodo. Na regido proximal do rizéforo, neste ponto de analise,
foram detectadas a atividade mais elevada (figura 1a) e a maior expresséo génica de 1-
FEH (figura 1b), que foram acompanhadas de diminuicéo das fracdes de fruto-poli e -
oligossacarideos (figura 4), diminuicdo de agUcares redutores (figura 5), aumento de
frutose na fracéo de fruto-oligossacarideos (figura 7) e de atividade baixa de invertase
(figura 3).

O aumento da atividade de FEH em plantas de V. herbacea na fase de brotacéo ja
havia sido detectado por Ribeiro Sobrinho et al. (1996). Posteriormente, Portes &
Carvalho (2006) verificaram a ocorréncia de uma distribui¢céo espacial da atividade da
FEH ao longo do eixo de crescimento do rizéforo e que o aumento da atividade de FEH
foi observado, especiamente, na regido proximal desse 6rgdo onde ocorre o
desenvolvimento das gemas que dao origem aos ramos agreos.

Com relagdo ao conteldo de frutanos, resultados semelhantes ja haviam sido
reportados por Carvalho & Dietrich (1993) para rizéforos de V. herbacea. Foram
verificados uma queda na concentracdo de frutano total e um aumento de frutose livre
nas fases de brotacdo e floragdo, sugerindo a ocorréncia de hidrélise de frutanos
associada ao crescimento dos novos ramos e o desenvolvimento floral. Os niveis de
frutanos voltaram a aumentar no final do verdo, durante a fase vegetativa. A diminuicéo
do contelido de frutanos e predominancia de frutose livre na fase de brotagdo foram
verificadas também em raizes tuberosas de V. discolor (Isgima & Figueiredo-Ribeiro
1993).

Um aumento na atividade da FEH durante a fase de brotagdo foi detectado
também em raizes de T. officinale por Rutherford & Deacon (1974). Estes autores
sugeriram que o aumento poderia, pelo menos em parte, estar relacionado com a
reducéo do contetido de frutanos nas raizes durante esta fase. Observaram também que
0s niveis destes compostos voltaram ao norma no final do verdo, durante a fase de
crescimento vegetativo destas plantas.

Em H. tuberosus (Marx et al. 1997), a atividade de 1-FEH também aumentou
gradualmente durante as fases de dorméncia e brotacdo. No inicio da dorméncia, um
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aumento proeminente na atividade da 1-FEH foi acompanhado de aumento nas
concentragOes de frutose livre e sacarose. Subseqiientemente, a concentragdo de frutose
diminuiu, enquanto a concentragdo de sacarose permaneceu alta até o final da fase de
dorméncia No inicio da fase de brotacdo, houve um aumento acentuado na
concentracdo de frutose, embora a atividade de 1-FEH tenha aumentado discretamente.
Os autores discutem que a concentracdo de sacarose presente nos tubérculos de
H.tuberosus na fase de dorméncia seria suficiente para inibir a atividade de 1-FEH in
planta. Entretanto, quando os tubérculos iniciaram a brotacdo, a sacarose foi exportada
para suprir o crescimento dos ramos aéreos e, como consequéncia, a concentracdo de
sacarose vacuolar diminuiu, permitindo a elevacdo da atividade de 1-FEH.

O mesmo parece acontecer em plantas de V. herbacea; a baixa atividade de
invertase (figura 3) e baixa proporcédo de sacarose nas fragdes de fruto-oligossacarideos
(figura 7) encontrados na regido proximal do rizéforo durante a fase de brotacéo natural
sdo condi¢cbes que favorecem a atividade elevada de FEH encontrada nesta regido em
09 de setembro (figura 1a). A baixa atividade de invertase na regido proxima do
rizéforo de plantas em fase de brotagdo também foi relatada por Portes & Carvalho
(2006).

A andlise da expressdo génica da *FEH por Northern blotting (figura 1b)
revelou que as variacoes da expressdo de 1-FEH ocorrem primordialmente ra regido
proximal do rizéforo, uma vez que ndo foram detectadas variagdes nas intensidades do
sina de hibridizacdo nas regites mediana e distal. O aumento total de proteinas (figura
2) detectado para a regido proximal em 09 de setembro é um sina de intensa atividade
metabdlica e de demanda por novas proteinas. O aumento da atividade de 1-FEH (figura
18) deve-se a inducdo da expressdo do gene da 1-FEH, sendo, claramente, evidenciado
que a 1-FEH é uma das proteinas requisitadas nesse periodo, quando ocorre a
mobilizacgo de frutanos (figura 4) para suprir a demanda energética da planta durante o
crescimento dos ramos aéreos.

O aumento de transcritos e da atividade de 1-FEH esta claramente asssociado ao
processo de brotagdo em V. herbacea. O aumento desta atividade enzimatica
concomitante a diminuicéo no contetido de frutanos em rizéforos de plantas induzidas a
brotacdo foi verificado anteriormente por Asega & Carvalho (2004) 20 dias apos a
excisdo dos ramos aéreos. Mais recentemente, Portes & Carvalho (2006) demonstraram

que estas variagdes ocorreram principalmente naregido proximal do rizéforo.
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No presente trabalho, além da atividade da 1-FEH e da andlise do contelido e da
composicdo de frutanos em rizéforos de plantas de V. herbacea sob diferentes
condicdes de brotacdo, foi analisado também o padréo de expresséo génica de 1-FEH
durante este processo.

A atividade elevada de 1-FEH em plantas Induzidas (figura 11a) foi detectada
préximo ao dia de maior expressdo de 1-FEH (figura 11b). Nestas plantas a maior taxa
de despolimerizacdo dos frutanos ocorreu por volta dos 17-20 dias ap06s a excisao dos
ramos aéreos, quando foram observados os menores conteldos de fruto-poli
e -oligossacarideos (figura 14). A dta atividade de 1-FEH ea baixa atividade de
invertase (figura 13) aos 17 dias indica baixos niveis de sacarose o que favorece a
atividade de 1-FEH, umavez que esta enzima € inibida por este dissacarideo.

O armazenamento a 5 °C de plantas induzidas a brotagdo intensificou 0 aumento
da atividade e da expressdo da 1-FEH (figura1lae 11b), além de permitir a manutencéo
desta atividade por um periodo de tempo maior do que o verificado em plantas
Induzidas e o contelido mais elevado de fruto-oligossacarideos ao longo do periodo de
andlise.

A atividade de XFEH (figura 11a) parece ter sido induzida em duas etapas. a
primeira, detectada sete dias apds o inicio do tratamento, induzida pelo frio e a segunda,
aos 17 dias, induzida pela desfolhacdo e intensificada pelo frio. Esta hipétese é
sustentada pelo aumento de transcritos de 1-FEH detectado na andlise de expressao por
Northern blotting que revelou a expressdo de LFEH ja no inicio do tratamento em
plantas Induzidas/5°C com sinal de hibridizagdo mais forte do que aquele detectado em
plantas Induzidas.

Portes (2005) também verificou que a atividade da 1-FEH detectada em plantas de
V. herbacea submetidas a excisdo dos ramos aéreos e armazenadas durante 20 dias sob
baixa temperatura, foi mais elevada do que em plantas induzidas a brotacéo pela excisdo
dos ramos agéreos e sugeriu um efeito sinergistico da excisdo dos ramos aéreos e do frio
sobre a atividade dessa enzima e€/ou a ocorréncia de um mecanismo de regulacéo
diferente por esses dois fatores de estresse, frio e desfolhagéo.

O frio promoveu, ainda, 0 aumento da atividade de invertase (figura 13) aos sete
dias, que antecedeu o0 aumento de atividade de 1-FEH.

Asega & Carvalho (2004) analisaram a atividade de enzimas FEH e invertase em
rizoforos de plantas de V. herbacea induzidas a brotacéo e também verificaram que o
pico de atividade da invertase antecedeu o pico de atividade de FEH nestas plantas.
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Entretanto, no presente experimento esta relacdo foi verificada apenas em plantas
Induzidas/5 °C. A dta atividade de invertase verificada ao final do periodo analisado
nos dois tratamentos pode estar relacionada ao fato dos Orgéos aéreos ja estarem
desenvolvidos, portanto fotossintetizando e transportando sacarose para o rizéforo.

Como sugerido por Asega & Carvalho (2004), o pape das invertases no processo
de mobilizacdo de carboidratos durante a brotacdo e inicio do crescimento em V.
herbacea parece estar relacionado ao uso da sacarose que antecede 0 uso ce frutanos,
umavez que os niveis baixos de sacarose representam uma condicdo vacuolar ideal para
a atividade de FEHs (Edelman & Jefford 1964, Claessens et al. 1990).

Os menores contetdos de polissacarideos encontrados aos 17 dias em plantas
Induzidas (figura 14) ocorreram concomitantemente a ata atividade de FEH (figura
11a). Em plantas Induzidas/5°C o menor conteldo de polissacarideo e uma alta
concentracdo de agUcar redutor foram detectados aos 20 dias, quando a atividade de 1-
FEH j& se encontrava alta. Estes resultados sugerem gque no processo de rebrota apés a
excisdo dos ramos axeos, 0s polissacarideos sdo preferencialmente mobilizados pela
enzima FEH parafornecer energia para o restabel ecimento da planta.

Foi observado também que aos 17 dias, plantas Induzidas apresentaram conteido
de acUcar redutor semelhante ao de plantas Induzidas/5 °C (figura 15), porém o
contetdo de fruto-oligossacarideos foi maior em plantas Induzidas/5 °C. Este resultado
sugere que em plantas Induzidas/ 5°C, a 1-FEH atuou inicialmente na diminuicdo das
cadeias de polissacarideos, contribuindo para a manutencdo dos niveis de
oligossacarideos  (figura  14) e paa a diminuicio da razdo
polissacarideos.oligossacarideos (figural6).

Os resultados relativos ao contelido e a composicao dos frutanos em rizéforos de
plantas de V. herbacea demonstram claramente que o armazenamento no frio promoveu
0 acumulo de frutanos com menor grau de polimerizacdo em plantas induzidas a
brotagcdo. Estes resultados parecem estar associados ao aumento de tolerancia a baixas
temperaturas e sdo consistentes com a hipétese de os frutanos, por serem compostos
altamente solUveis, promoverem o agjuste osmotico em situagBes ambientais adversas
pela variagdo no grau de polimerizacdo das moléculas (Pontis & Del Campillo 1985,
Pilon-Smits et al. 1995).

Portes (2005) sugeriu que a maior propor¢ao de oligossacarideos encontrada em
plantas de V. herbacea, submetidas a excisdo dos ramos aéreos e a exposi¢do ao frio

esteja relacionada com o envolvimento destes compostos na estabilizagdo de complexos
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protéicos e membranas celulares em situaces de estresse. A capacidade de interacéo
dos frutanos com as membranas celulares reduz a temperatura da fase de transi¢éo dos
lipideos de liquido-cristalina para gel, conferindo a esses carboidratos um papel
importante na protecdo das plantas ao frio e a seca (Crowe et al. 1996, Hincha et al.
2000).

O aumento na atividade da FEH nos 6rgdos subterréneos de reserva durante o
processo de brotacdo induzido pela excisdo dos ramos aéreos foi detectado
anteriormente em outras Asteraceae. Fukal et al. (1997) detectaram um aumento
significativo ra atividade da FEH nos érgéos subterraneos de reserva de P. sonchifolia
durante a rebrota de novos ramos que sucedeu a perda da parte aérea por acdo de fortes
ventos sobre a plantacdo. De Roover et al. (1999) que também detectaram aumento da
atividade da FEH em plantas jovens de C. intybus apos a desfolhac&o, sugeriram que
esta enzima pode também ser considerada uma enzima de “ sobrevivéncia’ que pode ser
induzida em outras fases fenolégicas dém da fase de brotacdo quando a demanda
energética da planta aumenta.

Vé&rios autores observaram ndo apenas 0 aumento da atividade da FEH apos a
desfolhagdo, mas também mudancas nas concentracdes de frutanos, como as verificadas
em plantas de V. herbacea. Em L. perenne, nos restolhos de folhas, os frutanos de alto
grau de polimerizacdo foram hidrolisados completamente nas primeiras seis horas apos
a excisdo foliar (Pavis et al. 1998) ou durante os dois dias de rebrota (Morvan-Bertrand
et al. 1999, Pavis et al. 2001). Em raizes de C. intybus, De Roover et al. (1999)
verificaram uma rapida diminuicdo nas concentragcdes de hexoses, sacarose e frutano
total nas primeiras 24 horas apods a desfolhacdo, e em D. glomerata foi observada uma
diminuicdo nas concentracbes de sacarose e glucose nos restolhos dos caules
(Yamamoto & Mino 1987), demonstrando claramente que o0 processo de mobilizacéo de
frutanos pela FEH esta associado a retirada das folhas nessas plantas.

A inducdo da atividade da FEH ap6s a desfolhacéo, em restolhos de folhas de L.
perenne, foi relacionada com a biossintese de giberelinas. Morvan et al. (1997)
sugeriram esta relacdo, uma vez que a indugdo foi suprimida apds a aplicagcdo de
uniconazol, inibidor da biossintese de giberelinas. Entretanto, mais recentemente
Morvan-Bertrand et al. (2001) modraram que 0s niveis deste horménio diminuiram
simultaneamente a0 aumento da atividade da FEH apds a desfolhacdo. Desta forma,
estes autores acreditam ser improvavel que o GA; estgja positivamente envolvido no

controle da atividade da FEH durante a rebrota Logo, o efeito do uniconazol
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previamente observado na atividade da FEH poderia ser mediado por mudancas em
outros reguladores de crescimento, ndo em GA;, uma vez que 0 uniconazol ndo € um
inibidor especifico para biossintese de GA;.

Os efetores enddgenos e exdgenos para a inducdo dos genes envolvidos no
metabolismo de frutanos ainda sdo desconhecidos. Acredita-se que acUcares,
fitormbnios e diferentes tipos de estresses regulam estes genes nas plantas (Van den
Ende et al. 2002). Dentre os fatores de estresse capazes de induzir os genes ligados a
biossintese de frutanos encontram-se 0 estresse nutricional causado por deficiéncia de
nitrogénio (Wang et al. 2000), baixa temperatura, desfolhacdo seguida de exposicéo a
luz continua (Wel et al. 2001) em folhas de Hordeum vulgare L., e estresse hidrico em
folhas e raizes de C. intybus (De Roover et a. 2004). Teores elevados de sacarose,
glucose e frutose também induzem os genes ligados a biossintese de frutanos em H.
vulgare (Muller et al. 2000, Koroleva et al. 2001, Wel et al. 2001).

Até recentemente, apenas a regulacdo dos genes relacionados a biossintese de
frutanos havia sido estudada (Mller et al. 2000, Nagarg et al. 2001, Noel et al 2001) e
apenas quatro sequéncias promotoras haviam sido descritas Hv6-SFT, Fa-1SST, LpFtl
eLpl-SST (Nagarg et al. 2001, Lidgett et al. 2003, Chalmers et al. 2003, Nagarg] et al.
2003). O trabaho realizado por Michiels et al. (2004) foi pioneiro no estudo da
regulacdo das FEHSs, apresentando a unica regido promotora de FEH descrita até o
momento. Estes autores descreveram a regido promotora da 1-FEH lla de C. intybus e
identificaram motivos para resposta a auxina, acido abscisico, frio, etileno, giberelina e
acido sdlicilico. Além disso, foram identificados também motivos essenciais para
expressdo relacionada a falta de aglcar tais como os elementos GARE, GC Box, G box,
TATCCA e elemento SURE (resposta a sacarose), além de um possivel elemento
Evening, dois adjacentes elementos CIRC, necessarios para o controle circadiano da

expressao do gene, e de dois adjacentes REal pha que atuam na regulacdo do fitocromo.

A andlise da expressdo das FEHs em C. intybus também revelou um forte sinal
de hibridizacgo da 1-FEH llae da 1-FEH | em raizes de plantas desfoliadas e de raizes
de plantas desfoliadas e armazenadas por uma semana sob baixa temperatura (Van den
Ende et al. 2001). Verificouse ainda que somente a 1-FEH Ila foi expressa em plantas
jovens desfoliadas, ndo sendo detectado sinal da FEH | nestas plantas. Os autores
concluiram gque a 1-FEH | e a 1-FEH Ila so expressas sob diferentes condicdes, que as

duas sdo reguladas de maneiras diferentes e que a 1-FEH Ila poderia ser considerada
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uma enzima de sobrevivéncia, induzida quando ha um aumento de demanda energética
da planta. Posteriormente, o gene da 1-FEHIla de C. intybus foi altamente expresso
guando as plantas foram submetidas a baixas temperaturas (Michiels et al. 2004) sendo
discutido por estes autores que a inducéo da 1-FEH lla pelo frio resulta em um aumento
de frutanos de cadeias curtas ou aumento da concentracéo de frutose no apoplasto,
responsavel pela preservacdo das membranas celulares das plantas durante o estresse
pelo congelamento, conforme ja reportado por Demel et al. (1998) e Hincha et al.
(2002).

O nivel de transcrito de 1-FEH em V. herbacea foi, em gera, consistente com a
atividade de 1-FEH e com a composicéo de frutanos, tanto na brotacdo natural quanto
na induzida, o que sugere para as FEHs de V. herbacea uma regulagdo em nivel de
transcricdo, assim como foi sugerido para outros genes que codificam as enzimas
envolvidas no metabolismo de frutanos (Wang et al. 2000, Koroleva et al. 2001,
Chamers et al. 2005). Considerando a regulacdo dos genes em nivel de transcri¢éo, o
estudo das regides promotoras destes genes constitui uma ferramenta importante para a
compreensdo da regulacdo do metabolismo de frutanos (Chalmers et al. 2005).

Aplicando-se o conhecimento da regido promotora da 1-FEH llade C. intybus,
para a fisiologia da planta em estudo, pode-se perguntar quais 0os elementos que
promoveriam a inducdo desta enzima em V. herbacea. A percepcédo do comprimento
relativo da noite, da temperatura e da disponibilidade de &gua das plantas durante a
primavera no cerrado promoveria a sintese da 1-FEH na fase de brotacéo ratural? Os
baixos niveis de fotoassmilados e o balanco hormonal decorrentes da excisdo dos
ramos aéreos, somados a inducéo pelo frio, seriam responsaveis pela sintese da outra 1-
FEH durante a brotacédo induzida?

A distingdo das isoformas de 1-FEH presentes nos processos de brotagéo, natural
e induzida, além daquela expressa sob o efeito do frio em plantas induzidas a brotacéo,
podera ser efetuada posteriormente utilizando as distintas seqiéncias de cDNAs
apresentadas no capitulo 111, 1-FEH Induzida/5°C e 1-FEH Natural, para arealizacéo da
andlise de expressdo génica por Northern blotting e para a andlise quantitativa de
transcritos por PCR.

Baseando-se na hipétese da ocorréncia de isoformas de FEH durante o processo
de brotagcdo em V. herbacea, apresentada nos capitulos 11 e 111, e nos resultados obtidos
no presente trabalho, pode-se sugerir que na fase de brotagdo natural ocorre a sintese de

novo de 1-FEH e que esta enzima hidrolisa fruto-oligo e -polissacarideos
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indistintamente enquanto que em plantas induzidas a brotacéo, ocorre a inducdo de
outra 1-FEH com expressdo e atividade intensificadas pelo frio, sem que ocorra
alteracdo no conteldo total de proteinas. Esta Ultima parece hidrolisar preferenciamente
os fruto-polissacarideos, para fornecer a energia necessaria para o restabelecimento dos
ramos a&reos em plantas Induzidas e para a manutencdo dos niveis de fruto-
oligossacarideos detectados em plantas Induzidas/5 °C.
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O cerrado € 0 segundo maior bioma no territorio brasileiro estando atras apenas
da floresta amazonica (Coutinho 2002). A vegetacdo do cerrado apresenta crescimento
sazonal e uma série de estratégias adaptativas para superar condicdes adversas como o
fogo, a seca e 0 estresse nutricional caracteristico deste bioma. Parte destas estratégias
inclui a presenca massiva de orgdos subterraneos espessados em plantas herbaceas que
atravessam periodos de acumulo de fotoassimilados durante o seu ciclo de
desenvolvimento (Mantovani & Martins 1988).

A maioria das espécies ricas em frutanos encontra-se fora da regido tropical,
sendo mais abundantes em éreas onde o crescimento € sazona (Hendry & Wallace
1993). Entre as espécies de Asteraceae, familia que representa aproximadamente 17%
da flora de angiospermas de uma area restrita de cerrado do estado de Séo Paulo,
destaca- se Vernonia herbacea (Vell.) Rusby, pelo elevado conteido de frutanos em seus
Orgéaos subterraneos espessados, denomindos rizéforos.

Em Vernonia herbacea, o crescimento sazonal foi bem descrito e associado com
variacbes no contelido e composicdo de frutanos nos rizéforos (Carvalho & Dietrich
1993). A mobilizagdo destes compostos ocorre por acéo da enzima FEH, especialmente
na fase de brotacdo da planta. Assim, o0 estudo desta enzima pode fornecer dados
valiosos para a compreensdo dos mecanismos fisioldgicos e das estratégias adaptativas
de plantas como V. herbacea, que garantem a sua sobrevivéncia nos periodos de
condigdes ambientais adversas, como a secae o frio.

Com a finalidade de compreender os mecanismos de regulacdo da mobilizacéo de
frutanos em Vernonia herbacea, foram realizados experimentos de purificagdo,
clonagem e expressdo da 1-FEH em plantas em fase de brotacdo natural, em plantas
induzidas a brotacdo (Induzidas) e em plantas induzidas a brotacéo e submetidas a baixa

temperatura (Induzidas/5 °C).

No primeiro capitulo foram abordados os resultados referentes a purificacéo das
1-FEHSs de plantas em fase de brotacdo natural, que foram confrontados com os obtidos,
anteriormente por Asega (2003), quando foram utilizadas plantas induzidas a brotacéo
pela excisdo dos ramos aéreos e submetidas a baixa temperatura. No presente trabalho
foram evidenciadas as diferencas existentes entre as 1-FEHSs de plantas em fase natura
de brotagdo e de plantas induzidas a brotagdo pela excisGo dos ramos aéreos e
submetidas a baixa temperatura (Asega 2003). Estas diferencas foram demonstradas

pelo comportamento das proteinas durante as etapas de purificacao.



Consideraces finais 172

Os resultados indicaram que a mobilizacgo de frutanos durante a brotacdo natural
e a brotacdo induzida seguida de armazenamento a baixa temperatura, ocorre por um
conjunto de isoformas de 1-FEHs para suprir a demanda energética da planta e manter

as condicdes osmaticas das células.

Entretanto em nenhuma das condigdes acima descritas foi obtida a
homogeneidade eletroforética necessaria para 0 seqlenciamento da 1-FEH e
subsequiente andlise da expressdo génica desta enzima. Assim, a clonagem dos genes
gue codificam as 1-FEHs foi uma estratégia experimental utilizada no presente trabalho
para ampliar o conhecimento sobre esta enzima e sobre o seu papel na mobilizagdo de
frutanosem V. herbacea. A estratégia possibilitou o isolamento de dois cDNA distintos,
referentes a 1-FEH Induzida/5°C e a 1-FEH Natural, obtidos de plantas em brotacéo
induzida pela excisdo dos ramos aéreos e submetidas a baixa temperatura e de plantas
em brotagdo natural, respectivamente. Estes resultados reforcaram os obtidos no
capitulo Il de que no processo de brotagéo, a mobilizacdo de frutanos ocorre por agéo de
isoformas de 1-FEH.

A andlise funcional da seqiiéncia de cDNA da 1-FEH Induzida/5°C constitui
uma etapa importante para a confirmacdo da autenticidade da seqguéncia como
codificadora de uma FEH. Esta seqiiéncia foi eficientemente expressa em células de
Pichia pastoris e a proteina recombinante demonstrou atividade exclusivamente de
FEH, produzindo frutose livre quando incubada com inulina, e frutose e sacarose
guando incubada com 1-cestose, sendo incapaz de hidrolisar a sacarose, nao
apresentando portanto, atividade de invertase. Este resultado € o primeiro relato de
clonagem de uma FEH de espécie do cerrado.

Além da ocorréncia de isoformas de 1-FEHSs nos processos de brotacdo, natural e
induzido foi analisada também a expressdo génica da 1-FEH em plantas em fase de
brotacdo natural, em plantas Induzidas e em plantas Induzidas/5°C. A andise da
expressdo génica da 1-FEH revelou que a regido proximal do rizéforo € o tecido
abundante em transcritos de 1-FEH tanto em plantas em fase de brotacéo natural, quanto
em plantas Induzidas e em plantas Induzidas/ 5°C. O frio intensificou a inducéo da
expresséo de transcritos de 1-FEH. A abundéancia do transcrito na regido proximal
indica a ata expressdo de FEH nesta regido do rizéforo e demonstra o papel que esta
enzima desempenha na mobilizacdo de frutanos durante o restabelecimento dos ramos

aéreos, originados principalmente das gemas localizadas na regido proximal.
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Os resultados relativos ao contelido e a composicao dos frutanos nos rizéforos
de plantas de V. herbacea demonstram claramente que as variagdes ocorrem também na
regido proximal, em plantas em fase de brotacdo natural e que o armazenamento no frio
promoveu 0 acumulo de frutanos com menor grau de polimerizacdo em plantas
induzidas a brotagdo. Estes resultados parecem estar associados ao aumento a tolerancia
a baixas temperaturas e sdo consistentes com a hipotese de os frutanos, por serem
compostos atamente solUveis, promoverem o gjuste osmético em situagdes ambientais
adversas pela alteracdo no comprimento das moléculas (Pontis & Del Campillo 1985,
Pilon-Smits et al. 1995).

Baseando-se na hipotese da ocorréncia de isoformas de FEH durante o processo
de brotagdo em V. herbacea, apresentada nos capitulos Il e 1ll, e nos resultados de
mobilizacdo de frutanos mostrados no capitulo 1V, pode-se sugerir que na fase de
brotac&o natural ocorre a sintese uma 1-FEH que hidrolisa fruto-oligo e -polissacarideos
indistintamente enquanto que em plantas induzidas a brotacdo, ocorre a inducéo de
outra 1-FEH com expressdo e atividade intensificadas pelo frio, sem que ocorra
ateracd0 no conteddo total de proteinas. Esta 1-FEH parece hidrolisar
preferencialmente os fruto-polissacarideos, para fornecer a energia necess&ria para o
restabel ecimento dos ramos aéreos em plantas |nduzidas e para a manutencdo dos niveis

de fruto-oligossacarideos detectados em plantas Induzidas/5 °C.

O nivel de transcrito de 1-FEH em V. herbacea consistente com a atividade de 1-
FEH e com a composicdo de frutanos, tanto na brotacdo natural quanto na induzida
sugere para as FEHs de V. herbacea uma regulagdo em nivel de transcri¢do, como foi
sugerido para outros genes que codificam as enzimas envolvidas no metabolismo de
frutanos (Wang et al. 2000, Koroleva et al. 2001, Chamers et al. 2005).

A clonagem do cDNA de 1-FEH Induzida/5°C e confirmagdo de que este
codifica uma FEH verdadeira permitira o uso do seu cDNA para o preparo de sondas,
clonagem da regido promotora do gene, aém do uso da 1-FEH recombinante no estudo
da cinética enzimatica, na investigacdo de inibidores de sua atividade epreparo de
anticorpos, permitindo o estudo da regulacdo do gene e da proteina e estudos de
imunolocalizacdo destaenzima. Os resultados obtidos neste trabalho contribuem para a
ampliagdo do conhecimento da atuacdo da FEH no processo de mobilizag&o de frutanos

durante a brotacdo ou em condigcbes ambientais adversas, como o frio, que ocorre
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durante o inverno em areas do cerrado, onde V. herbacea é encontrada, e as quais as

espécies acumuladoras de frutanos séo adaptadas.

CONCLUSOES

B A atividade e a expressdo da 1-FEH de Vernonia herbacea sdo induzidas pela

excisdo dos ramos aéreos e sdo intensificadas pelo frio.

B Durante os processos de brotagdo, natural e induzida, em Vernonia herbacea
ocorrem isoformas de 1-FEHSs responsaveis pela mobilizac&o de frutanos.
Funcoes inferidas:

m  Suprir a demanda energética da planta

m  Manter os niveis de oligossacarideos

B O frio promove o0 acimulo de fruto-oligossacarideos em plantas excisadas,

sugerindo o envolvimento destes aglicares na resisténcia a baixa temperatura.

B As variagdes no metabolismo de frutanos durante os processos de brotacdo

ocorrem, especialmente, naregido PROXIMAL do rizéforo.

B A regulacdo da 1-FEH de Vernonia herbacea ocorre em nivel de transcrigéo.
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RESUMO

Vernonia herbacea (Vell.) Rusby € uma espécie nativa do cerrado que apresenta
crescimento sazona e 6rgdos subterraneos denominados rizéforos, que acumulam altas
concentragdes de frutanos do tipo inulina. A enzima responsavel pela despolimerizacdo
de frutanos é a 1-FEH. A atividade mais elevada desta enzima é detectada
principalmente em rizéforos de plantas em brotagdo natural e de plantas induzidas a
brotacdo pela excisdo dos Orgéos aéreos Esta atividade de 1-FEH pode ser ainda
intensificada pelo armazenamento no frio das plantas induzidas a brotacdo. O presente
trabalho teve como objetivo estudar a mobilizacdo de frutanos pela acdo da FEH
durante o processo de brotagcdo. A metodologia utilizada para purificar esta enzima
consistiu de precipitacdo com sulfato de aménio, cromatografia de afinidade em coluna
ConA e cromatografia de troca iénica e resultou na separacéo de diversas fragdes com
atividade de 1-FEH e no isolamento de uma invertase com massa molecular de 60 kDa
estimada por SDS-PAGE. As fragdes obtidas de plantas em fase de brotagéo natural

apresentaram um comportamento diferente em coluna de troca aniénica quando
comparado com o das fracfes obtidas de plantas induzidas a brotacéo e armazenadas no
frio, indicando a presenca de diferentes isoformas de 1-FEH em ambas as preparacoes.
Os resultados obtidos sugeriram que durante o processo de brotagdo, natural ou
induzido, a mobilizagdo de frutanos ocorre por um conjunto de proteinas com atividade
hidrolitica que diferem na sua estrutura fisica e quimica. Durante este trabalho foram

clonadas duas sequiéncias distintas de FEH obtidas de plantas em fase de brotacéo, 1-
FEH Natural, e de plantas induzidas a brotagcdo e armazenadas a 5°C, 1-FEH Induzida/5
°C. As seguéncias foram obtidas por PCR e iPCR, utilizando oligonucleotideos
degenerados e especificos, respectivamente. O seqiiéncia parcial do cDNA da 1-FEH
Natural apresentou alta identidade com invertase e com as FEHs de outras espécies,

enquanto o cDNA da X:FEH Induzida/5°C apresentou alta identidade smente com
outras FEHSs, peso molecular de 65,7 kDa e o pl de 5,32 e algumas modificacOes pos-
traducionais. Este dltimo cDNA foi eficientemente expresso em Pichia pastoris e a
proteina recombinante apresentou atividade de 1-FEH. A atividade e a expressdo génica
da FEH e o contetido e a composi¢do de frutanos foram analisados em plantas em fase
de brotacéo natural e em plantas induzidas a brotacdo (Induzidas). Foi avaliado também
o efeito da baixa temperatura em plantas induzidas a brotagdo pela excisdo dos ramos

aéreos (Induzidas/5°C). A atividade da FEH, os contelidos de proteina e frutanos foram
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determinados por colorimetria, a composicdo dos frutanos por HPAEC/PAD e a andlise
da expressdo génica por Northern blotting. As variagdes no conteido e na composi ¢ao
de frutanos, na atividade e na expressdo génica de FEH foram detectadas mais
significativamente na regido proximal dos rizoforos de plantas em fase de brotacdo
natural. A baixa temperatura promoveu o acumulo de frutanos de baixo GP e
intensificou a atividade e a expressdo génica da FEH em plantas induzidas a brotacéo.
Os resultados sugerem que no processo de brotagdo natural ocorre uma :FEH que
hidrolisa fruto-polissacrideos e —oligossacarideos indistintamente enquanto no processo
de brotagdo induzida ocorre outra 1-FEH com atividade e expressio génica
intensificadas pelo frio que hidrolisa preferencialmente fruto-polissacarideos para
fornecer energia para o restabelecimento dos 0rgdos aéreos em plantas Induzidas e para

a manutencao dos niveis de fruto-oligossacarideos em plantas Induzidas/5 °C.
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ABSTRACT

Vernonia herbacea (Vell.) Rusby is a native species from the Brazilian cerrado
presenting a seasonal growth pattern. Its underground organs, named rhizophores,
accumulate high levels of inulin-type fructan. FEH is the enzyme responsible for fructan
depolimerization. The highest FEH activity in rhizophores is detected mainly during
sprouting and in plants induced to sprouting by defoliation. This FEH activity is also
enhanced by cold storage of the induced plants. The aim of the present work was to
study fructan mobilization by FEH during the sprouting process. The purification
protocol used to purify FEH consisted of ammonium sulphate precipitation, ConA
affinity chromatography and ion exchange chromatogaphy allowed the separation of
several fractions with FEH activity and one soluble invertase with molecular mass of 60
kDa estimated by SDS-PAGE. Fractions presenting FEH activity obtained from
sprouting plants showed different behavior in anion exchange column when compared
to fractions obtained from plants induced to sprouting by defoliation and cold storage,
indicating differences in the isoforms of FEH from both preparations. Results suggest
that during the sprouting process, either natural or induced by defoliation, fructan
mobilization occurs by a set of proteins with hydrolytic activity that differs in their
physical and chemical structures. Two distinct sequences of cDNAs FEH were
obtained from plants in natural (1-FEH Natural) and induced (1-FEH Induced/5 °C)
sprouting, by PCR and iPCR techniques, using degenerated and specific primers,
respectively. The partial sequence 2FEH Natural showed identity to invertases and
FEH sequences of other species while the 1-FEH Induced/5°C complete sequence
showed identity only to other FEH sequences. For the latter one, the predicted apparent
molecular mass is 65,7 kDa and the pl predicted was 5,32 as well some post
trandationa modifications. The cDNA of 1-FEH Induced/5°C was successfully
expressed in Pichia pastoris and the recombinant enzyme was shown to be a functional
1-FEH. The activity and gene expression of 1-FEH, fructan contents and composition
were analyzed in rhizophores of plants during natural and induced sprouting (Induced).
The effect of low temperature in plants induced to sprouting (Induced/5°C) was also
investigated. FEH activity, protein and fructan contents were determined by
colorimetric analyzes, fructan composition was analyzed by HPAEC/PAD and gene
expression by Northern blotting. Variations in fructan contents and composition, and in

FEH activity and gene expression were markedly detected during sprouting in the
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proximal region of the rhizophores, near the axillary buds that give rise to the new
shoots. Low temperature promoted the accumulation of low DP fructans and enhanced
FEH gene expression and activity. Results indicate the occurrence of one 1-FEH
hydrolyzing both fructo-oligo and —polysaccharides, indistinctly, in naturally sprouting
plants, and another 1-FEH with activity and expression enhanced by low temperature,
that hydrolyzes preferably fructo-polysaccharides to supply energy for the
reestablishment of the aerial organs in Induced plants and for the maintenance of the
fructo-oligosaccharide levels in Induced/5°C plants.



