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RESUMO
Lectinas sao proteinas ou glicoproteinas de origg&orimune que sao capazes de reconhecer e ligar-se
a carboidratos de forma especifica e reversiveisdlamento e a caracterizagdo de novas lectinas
revelam propriedades que sdo de importancia prptica diferentes areas da pesquisa biolégica. No
reino vegetal, estas proteinas sdo abundantes rmentes, raizes, frutos, flores e folhas. A espécie
Eugenia malaccensid.., conhecida popularmente no Brasil como jambomedno, tem sido
empregado na medicina popular para diversos fingb@tivo do trabalho foi clonar um gene de
lectina em gendtipo dé. malaccensjsbem como analisar a expresséo génica em diferestizlos da
planta pela técnica RT-PCR semiquantitativo e dtaivb (g-PCR). As sequéncias de genes de
lectinas vegetais apresentam dominios protéicoseceados em diferentes espécies. Para a clonagem
do gene de lectina d&. malaccensisfoi realizado alinhamento de sequéncias desse derespécies
vegetais e obtido o desenho do oligonucleotideda pa regides conservadas. Foram realizadas
amplificacdes do gene, a partir do DNA génomica, POR. As reacdes de PCR foram aplicadas em
gel de agarose (1,2%) e os fragmentos obtidos faramficados e clonados em vetor TOPO TA e
sequenciados. O RNA total foi extraido utilizandeeagente Trizol (Invitrogen) dos tecidos de folhas
sementes, raizes e caule e analisado a sua expg&sda pela técnica RT-PCR semiquantitativo e
PCR quantitativo (g-PCR). O conjunto diégonucleotideoslesenhados para a clonagem do gene da
lectina deE. malaccensijsamplificou um fragmento de, aproximadamente, B&&s de bases (pb) e
apos o sequenciamento foi comprovada a identidade autras sequéncia de genes de lectinas de
plantas onde foi identificado um dominio de ligagianaose. Esse gene parcial de lectina foi
denominado de EmLecl. A estratégia de clonagentaérilizada foi eficiente para o isolamento e
caracterizacdo do gene parcial de lectina com digag glicose/manose d& malaccensiggene
EmLecl). A andlise de expressdo do gene EmLeclronostia sintese em diferentes tecidos vegetais,
como folhas, sementes, raizes e cauleeermmalaccensisPortanto, o presente trabalho promoveu o
primeiro relato sobre clonagem de gene parcial edina com ligacdo a glicose/manose e

malaccensissendo o ponto inicial para futuras investigagi#se a sua fung¢éo biologica.

Palavras-chave Eugenia malaccensig€xpressao génica; Lectina ligadora de manose.



ABSTRACT
Lectins are proteins or glycoproteins of non-immuoegin derived from plants, animals or
microorganisms that have specificity for terminal subterminal carbohydrate residues. The lectins
represent a large group of plant proteins. Theaitsml and characterization of novel lectins reveal
properties which are of practical importance foffedlent areas of biological researclicugenia
malaccensid.. species, popularly known in Brazil e=d “jambd’, has been used in popular medicine
for various purposes. Despite researchs with dffeextracts tissues &. malaccensislemonstrate
proven antimicrobial potential against human pa#imbg micro-organisms, there are not reports about
the cloning and characterization of genes encolgictins from different tissues &. malaccensisThe
objective of this work was to clone lectin frdtn malaccensi&. as well as analyse its gene expression
in different plant tissues using RT-PCR technigeenisquantitative and quantitative (QPCR). All
reactions were performed in realplex thermocyclastdrcycler ep (Eppendorf) in triplicate in the
presence of white control and gene control. The adeprimers designed for cloning of the.
malaccensidectin gene, amplified a fragment size of appratiely 320 base pairs (bp) and after
sequencing its identity was confirmed with othenggesequences of plant lectins. This partial lectin
gene was named EmLecl. The strategy of gene cldv@adeen used effectively for the isolation and
characterization of partial gene with lectin birglito glucose / mannosE. malaccensis(gene
EmLecl). The analysis of gene expression showeddemltheir synthesis in different plant tissues
such as leaves, seeds, roots and sterks wialaccensisTherefore, this study promoted the first report
about cloning of lectin gene partial connectionhwthie glucose / mannoge malaccensisbeing the

starting point for further investigations on thieiological function

Keywords: Eugenia malaccensi§ene expression; Mannose binding lectin.
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1. INTRODUCAO

1.1 Lectinas

Lectinas sdo proteinas que reconhecem carboidratiéculas cujas caracteristicas estruturais
favorecem suas interacdes com receptores espacifadalares e que séo, portanto, envolvidas em
varios processos celulares (SHARON, 2004). Essageipas ligadoras de carboidratos e de
distribuicdo ubiqua na natureza possuem a capaciddd agir como moléculas de
reconhecimentalentro de células, na superficie celular e em dhlifisiologicos (GEMEINER et al
2008). Dentre as diversas proteinas presentes amiaplas lectinas apresentam grande importancia
devido a habilidade de ligar-se especificamentarboidratos presentes em superficies celulares (SUN
et al, 2007). Essa capacidade possibilita as medesmsmpenharem um importante papel em eventos
celulares como aglutinacdo, reconhecimento celulmbiose, estimulacdo da proliferacéo,
opsonizagcdo, metastase e apoptose (DUTTA, et 8b)2@&lém disso, apresentam atividades como
defesa contra patdogenos (OLIVEIRA, et al. 2008)demm interacdes ceélula célula e parasito
hospedeiro (GABIUS, 2000), atuam na renovacao idefoteinas do soro e na resposta imune inata
(BELTRAO, et al.1998).

A abundancia dessas proteinas sollveis nos extlatsementes de leguminosas permitiu que
um grande numero dessas lectinas fossem isoladearaeterizadas. As lectinas de sementes
apresentaram homologia consideravel em sua seguéeciaminoacidos, e uma especificidade de
ligacdo a carboidratos, permitindo assim que esggogde lectinas estudadas fosse empregado como

ferramentas Uteis em uma ampla variedade de proeeths analiticos e biomédicas.

Devido as interacdes lectina-carboidratos sererarséxeis e altamente especificas, elas tém
sido amplamente estudadas como ferramentas pdiseatds carboidratos, quer na forma livre quer
ligado a lipideos ou proteinas (NILSON, 2007; GEMER et al., 2008). Em outras palavras,
enquanto os agucares sao capazes de carrear wmaagfo bioldgica, lectinas sdo capazes de decifrar
esse glicocodigo (SHARON; LIS, 2004; AMBROSI et, &005; GEMEINER et al., 2008). Além
disso, algumas propriedades farmacologicas degdasdo atribuidas ao seu teor de lectinas, cujas
propriedades biologicas identificadas incluem dtdes antitumoral, mitogénica e antioxidante
(ANDRADE, 2004; MACIEL, 2004).
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1.1.1 Histérico

O estudo de lectinas iniciou-se em 1888 quandoawen doutor, Peter Hermann Stillmark da
Universidade Dorpat atual Universidade de TartuBs#Onia, apresentou sua tese de Doutorado
intitulada ‘Ueber Ricin, ein giftiges Ferment aus den Samen Rmmnus comm. L. und einigen
anderen Euphorbiaceéra qual se referia a descoberta de uma proteixiaatbdenominada Ricina,
presente no feijdo castor que tinha a propriedadmgtiitinar células do sangue ampliando desta forma
o estudo de aplicacbes destas proteinas. Esteoevenhternacionalmente conhecido como o
nascimento de um novo ramo na ciéncia chamadoctiedgia (KENNEDY et al., 1995; GABOR et
al., 2001; BIES et al., 2004).

A abrina e a ricina, proteinas com as mesmas aguies, foram usadas por Paul Ehrlich, um
médico cientista, em seus estudos imunolégicosltmaaldécada de 1800 (SHARON; LIS, 1990).
William Boyd e Elizabeth Shapleigh em 1954 nomeaesite novo grupo de proteinas de Lectinas, do
latim, Lectus “escolhido, selecionado”, refletindo etimologicarteersua propriedade de aglutinar
seletivamente grupos sanguineos (KENNEDY et al51®ATSUI et al., 2001).

Uma Andlise detalhada de mais de centenas dedsde#m demonstrado que elas sdo um grupo
heterogéneo de proteinas na qual diferem fortementeda outras com respeito a especificidade do
acucar, estrutura molecular e atividade biologizavido as lectinas terem a habilidade de se ligar a
carboidratos, cada ligagdo pode resultar em umadaate de efeitos biologicos (MACHUKA et al.,
1999) e estes efeitos atraem cada vez mais ossteda comunidade cientifica (KONOZY et al., 2003;
MONZO et al., 2007). Centenas de lectinas sao,lratrde, bem caracterizadas, e o niumero de
isolamento das mesmas vem crescendo muito rapide;tém sido isoladas de plantas, animais e
microorganismos (SHARON e LIS, 1990, VORNHOLT et 2007).

O contraste é impressionante com a situacdo dia@damente trinta anos atras, quando
justamente um pequeno numero destas proteinag thaes de plantas, foram purificadas sendo duas
lectinas de legumes, Concanavalina A (ConA) e agh#t do feijdo de soja (Soybean agglutinin —
SBA) e uma de cereal, aglutinina de germe de {(Wgbeat germ agglutinin — WGA). Mesmo que o0s
dados disponiveis naquela época fossem limitadog;lw-se que enquanto lectinas tem numerosas
propriedades em comum, eles representam um grumsilicado de proteinas com respeito a
tamanho, composicao e estrutura (SHARON, 1993; BEVISA; SHAANAN, 1997).
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1.1.2 Classificacao

As diferencas estruturais entre as lectinas saodaea variacdo quanto ao numero de
subunidades por molécula e pela natureza dos ptilij@®s. Pontes dissulfeto, pontes de hidrogénio e
também as interagfes hidrofébicas podem estarrgesseas subunidades de associacdo, promovendo
a grande variedade de lectinas existentes (KENNERY). 1995). As lectinas de plantas podem ser
classificadas de acordo com a especificidade dosnios de interacdo com carboidratos em: lectinas
glicose/manose especificas (CORREIA; COELHO, 198BMURA, et al. 1998), galactose especifica
(COELHO; SILVA, 2000), acido sialico especificasHBWAL; GUHA; CHATTERJEE, 2005),
manose especificas (KOIKE, et al. 1995).

As lectinas podem ser classificadas de acordo com estrutura geral em: merolectinas,
hololectinas, quimerolectinas e superlectinas (PBM®; VAN DAMME, 1998). Merolectinas
consistem em um unico dominio de ligacdo a carbtmde, seu carater monovalente as tornam
incapazes de precipitar glicoconjugados ou aglutiblulas. Hololectinas consistem exclusivamente de
dominios de reconhecimento a carboidrato, mas posg@lo menos dois dominios de ligacdo e estes
podem ser idénticos ou muito similares e, assirdepoaglutinar células e precipitar glicoconjugados.
As superlectinas sdo compostas de no minimo doidmdos de ligacdo a carboidrato, porém, estes
dominios de ligacdo ndo sao idénticos ou similezesnhecendo aglcares estruturalmente diferentes.
As quimerolectinas, no entanto, ndo consistem sk@mente de dominios de reconhecimento a
carboidrato, mas sdo formadas por dominio de lmacéarboidratos e outro dominio que possui uma
atividade catalitica ou com outra funcdo que agiependentemente do dominio de ligacdo a
carboidratos. As quimerolectinas comportam-se comam ou hololectinas dependendo do numero de

sitios de ligacéo a carboidrato.

Merolectinas Hololectinas Quimerolectinas

e =S oe =2HS

E =

€= - dominio de ligagdo a carboidrato
- = dominio inativador de ribossomo

—3< = dominio catalitico

Figura 1: Representacdo esquematica dos principais tipdectieas de plantas. Fonte: Adaptado de PEUMANSNVA
DAMME, 1998.
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As lectinas ainda podem ser classificadas, de acooth o carboidrato que ela reconhece
(Tabela 1) a que preferencialmente se ligam (PEURAXAN DAMME, 1998; RABINOVICH et al.,
1999).

Tabela 1 Classificagdo das lectinas de plantas nos grdpaeconhecimento a carboidrato.

GRUPO ESPECIFICIDADE FONTE
Fucose FUCOSE Ulex europaeus aglutinir | (Tojo)
N-acetilglicosaminz GIcNAc Triticum aestivur (Germe de Trigc

Galactose>>GalN/ Artocarpus integrifélie(Jacalina

Galactose/ N- Gal=GalNAc Clerodendron trichotomurfClerodendro japonés)
acetilgalactosamina Gal<<GalNAc Glycine Max(Feijdo de Soja)
Manose/Glicos Canavalia ensiform (Concanavalina /
Manose Manose/Maltose Calystegia sepiunBons Dias)
Monose Galanthus nivaligCampanhia Branca)
Complexo Glicano Glicoprotein: Phaseolus vulgar Aglutinina (PHA

1.1.3 AplicagOes de Lectinas

Devido a sua caracteristica de reconhecer cartbogiras lectinas tém sido exploradas em
varios ramos de pesquisa, podendo ser utilizades giterentes aplicacbes. As lectinas podem ser
usadas como ferramentas para estimular a prol&erag linfocitos (MACIEL et al.,, 2004), para
tipagem de grupos sanguineos (MATSUI et al., 20p&)Ja detectar componentes de carboidratos
presentes em superficies de células normais e rigecas (BELTRAO et al., 2003; KOMATH et al.,
2006). Podem ser imobilizadas em suporte insolpaeh purificagdo de outras glicoproteinas e
glicolipideos de interesse médico como, por exenglurificacdo de glicoproteinas do virus HIV (do
inglés - human immunodeficiency viju® qual estd sendo bastante utilizado em projet®s
desenvolvimento de vacinas (BERTRAND et al., 1998).

Estas proteinas podem ser utilizadas como ferrameata a producdo dos chamados
medicamentos inteligentes, onde, estes medicamdiiésem dos tradicionais, por atuarem em células
especificas do organismo evitando efeitos colatedai tipo provocado pela quimioterapia (CLARK et
al., 2000; TORCHILIN et al 2001; WOODLEY, 2001). A afinidade de lectinas gbcoproteinas de
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superficie celular tem sido usada para a identifioade microorganismos como, por exemplo, a
Neisseria gonorhoeague pode ser diferenciada de outras espécideidseria(WU et al., 2001) ou,

para identificacdo de grupos sanguineos ABO (MAT&AI., 2001).

Apresentam também como Papel biolégico a proteg@dra predadores animais, fungos e
bactérias, mas também por outro lado elas podean @stolvidas no processo simbibtico entre plantas
e bactérias (CAVADA et al.,, 1998; RATANAPO et aRPp01; LIMPENS; BISSELING, 2003;
VORNHOLT et al., 2007).

Lectinas de legumes tém sido o grupo mais bem adtude lectinas de plantas e o crescimento
de evidéncia experimental sugere que elas sdoimpastale defesa que possivelmente protegem
sementes contra o ataque de predadores, como SnfHONZO; BONN; GUTTMAN, 2007;
VORNHOLT; HARTMANN; KEUSGEN, 2007). Embora, a locadcdo e a maior concentracdo
estejam necessariamente nas sementes, outrosstdeigouitos vegetais apresentam-se como fontes de
lectinas. Estas apresentam uma ampla e variadadé&eaplicabilidade podendo ser valiosas em
processos biotecnolégicos, nas areas de pesquidcandioldgica, farmacoldgica e bioquimica
(CHUMKHUNTHOD, et al. 2006; WONG; WONG; NG, 2006).

1.2 Familia Myrtaceae

A familia Myrtaceae esta bem representada na fhoasileira onde ocorrem em diferentes
biomas. Myrtaceae constitui uma das mais imporsafamilias de Angiospermas no Brasil constando
de uma unica tribo, Myrtae e trés subtribos Mya@inEugeniinae e Myrtinae com 80 géneros e cerca
de 3.000 espécies distribuidas em regides tropeasuibtropicais do globo (OLIVEIRA; DIAS;
CAMARA, 2005).

Conhecida por sua elevada riqueza de espéciessepamportante papel na fitossociologia das
Florestas do Sul e Sudeste do Brasil, sendo unguagos predominantes do componente arbéreo da
Mata Atlantica (VIEIRA et al., 2004). Muitas de susspécies sdo cultivadas, seja por conta dosfruto
comestiveis, seja com finalidade ornamental oudagivisando-se a producdo de extratos de valor
comercial, como por exemploEa malaccensigVIEIRA et al., 2004; SILVA; BILIA; BARBEDO,
2005a). Esta familia esta dividida em duas subfasiMyrtoideae e Leptospermoideae e, no Brasil,
todos os representantes nativos pertencem a stiafayirtoideae, onde se inclui o géndtagenia
(LIMBERGER et al., 2004).
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1.2.1 GénerdEugenia

O géneroEugeniaencontra-se bem representado nas diversas formag@esacionais do
Brasil, ndo apenas quanto a riqgueza especificatandsem quanto a abundancia e frequéncia de suas
espécies (ARANTES; MONTEIRO 2002). Muitas dessg#eeigs sao ricas em 0Oleos essenciais e
taninos, e sdo frequentemente utilizadas na medmapular (LUNARDI et al2001). S&o, também,
fornecedoras de frutos comestiveis, que sdo apeeci@anto pelo homem como pela fauna silvestre
(ROMAGNOLO; SOUZA 2006).

Esse género é considerado um dos maiores da favhjtimceae, com aproximadamente 500
espeécies de arvores e arbustos, dos quais cedd0d#istribuem-se no Brasil (OLIVEIRA et al., 2005)
e assumem destaque especial, por fornecer extrilaados na medicina tradicional como agentes
antimicrobianos, antiinflamatorios (HUSSEIN et aR003), antidiabéticos, nas arritmias ou
insuficiéncias cardiacas (VENDRUSCOLO et al., 208B)re outras aplicacdes. No Brasil, entre as
espécies populares e apreciadas encontram-se ticghleira E. edulis Vell.), a pitangueira K.
uniflora L.), o jamboldo E. jambolanaLam.), o cravo da indig( caryophyllataThunb.) e o jambeiro
(E. malaccensit.) (OLIVEIRA et al., 2006).

1.2.2Eugenia malaccensis&.

A espécieEugenia malaccensik., pertence a familia Myrtaceae de origem asiatinais
especificamente da india e da Malasia. Embora efo aviginario da América, aclimatou-se muito
bem as condi¢des do tropico americano. Com andeasedio e grande porte, podendo variar de 6 a
15 metros de altura e os frutos sendo produzidosnédia a partir do oitavo ano de vida. Seu fruto,
conhecido como jambo, apresenta formato ovéideragiio vermelha e polpa branca e suculenta, de
aspecto atraente (SANTOS et al., 2005). Conhguigiaularmente no Brasil como jambo vermelho,
jambo roxo e jambo encarnado, faz parte das plactasiderada medicinais, sendo utilizada
principalmente pelas populagdes de baixo podestiyoi (OLIVEIRA, et al. 2008). Grande parte dos
frutos é desperdicada na época da safra, em vidaddta producdo de frutos por arvore e do curto
periodo de producé® da falta de conhecimento da viabilidade tecnoBbgiara a sua industrializacédo
(CARDOSO, 2008). As folhas e os frutos sdo usaamsocadstringentes e estimulantes do apetite,
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como diuréticos e no combate a anemias (CAMPEL®8)19

Em vérias partes do mund&. malaccensis L.é empregada, na medicina popular, no
tratamento de processos inflamatorios, febre, caceiabetes, catarro no pulméo, tosse, dores de
cabeca, disenteria e como moluscicida e larvicidaIVEIRA 2006). Estudos farmacoldgicos
demonstraram a atividade antiviral seletiva doaataquoso da casca do caule frente aos virus da
Herpes Simplex-1 (HSV-1) e 2 (HSV-2), da estomatigsicular e HIV-1 (LOCHER et al., 1995;
1996), enquanto, o extrato aquoso das folhas reviEde inibicdo das bactérigStaphylococcus
aureuse doStreptococcus pyogendOCHER et al., 1995).

Uma lectina de sementes Bemalaccensis. (EmaL) tem sido investigada no Laboratorio de
Glicoproteinas do Departamento de Bioquimica, doti©ede Ciéncias Biolégicas (CCB) da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). Ematemqpee ao grupo de lectinas glicose/manose, ao
qual Con A, uma das lectinas mais bem estudadad®étampertence, no entanto apresentou
caracteristicas distintas aquelas apresentadaggpergrupo, como por exemplo peso molecular, e
demonstrou ser um potente agente antimicrobiandracanicroorganismos patégenos ao homem
(BRUSTEIN, 2006).

1.3 Clonagem e Expressao Génica

Com o inicio da tecnologia do DNA recombinantedossivel o isolamento e clonagem de um
gene individual a partir do genoma. O procedimérdtsico de clonagem consiste em extrair e cortar o
DNA do genoma doador, e inserir em pequenas mealédé DNA de replicacdo autdnoma, chamadas
de vetores, que podem ser plasmideos, fagos, cessnigu cromossomos artificiais de bactérias
(GOTO, 2007). O DNA recombinante, vetor com o fragto inserido, é introduzido em células
bacterianas por meio de transformacdo. Uma vez éhalachospedeira, o vetor ird se replicar,
independentemente do cromossomo bacteriano e, legingereplicar o fragmento exdgeno resultando
em um clone molecular do fragmento de DNA inse(ll@THAK, et al. 2006). Apds muitos ciclos de
multiplicacdo celular, uma Unica célula transformasbm um Gnico vetor recombinante apresenta
muitas copias do DNA doador (SAMBROOK; FRITSCH; MBS, 1989; FOSTER; TWELL,
1996; PEREIRA, et al. 2009). Geralmente, os vet@essuem genes que conferem resisténcia a
antibiotico o que permite a selecdo das célulastoanadas. Uma colecédo de clones de DNA, pode
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ser uma biblioteca gendmica ou uma biblioteca dd¢ADD uso de cDNA apresenta como vantagem o

menor tamanho do fragmento devido & auséncia dméém sua sequéncia.

Outra maneira alternativa para a clonagem, sencesailade de construcdo de bibliotecas e de
sondagens, pode ser por meio da reacdo em cadp@icherase (PCR) (INNIS; GELFAND; 1990),
utiizando dados de genes ja clonados. Desde queegséncias que delimitam suas regides
codificadoras sejam conhecidas, um par pagners (oligonucleotideos) pode ser guimicamente
sintetizado e usado para amplificar esse fragmentpartir do DNA gendmico ou do cDNA, em

quantidade suficiente a ser clonada diretamentarametor (PATHAK, et al. 2006).

Vérios genes de lectinas de plantas j& foram caraatlos utilizando diferentes estratégias de
clonagem. Lectinas com ligagdo a manose foram dima caracterizados de oito familia das
angiospermas, como as Alliaceae, Amaryllidaceaehi@aceae, Bromeliaceae, Liliaceae, Araceae,
Iridaceae e Zingiberaceae (Van Damme e8l00; An et al.2006; Wright et al.1999; Smeets et al.,
1997a; Neuteboom et a002; Balzarini et al2004; Chen et al.2005).

Um gene de lectina com ligacdo a manose foi isodyphonium divaricatumuma erva
medicinal tradicional chinesa, possui tamanho deli® (ORF- open reading frame) que codifica uma
proteina de 197 aminoacidos. Apds a clonagem dsardds sequéncias revelou a presenca de regides
homologas a dominios de reconhecimento a amincgogderentes a membros da superfamilia MMBL
(lectinas de monocotileddneas com ligacdo a manage evolutivamente desempenham papéis
importantes na defesa das plantas. Através do mélodthern blotfoi observado que o gene era
expresso em um tecido de forma especifica, comrnexipressdo nos tubérculos e quase nenhuma
expressao no peciolo e na folha (KONG et al., 2006)

Lin et al., 2007, utilizando a técnica SMART-RA@Bartir de RNA total extraido de tecidos
de Pinellia pedatisectabteve a sequéncia completa de cDNA que possub@{DRF- open reading
frame) que codifica a lectina de 256 residuosndi@@acidos com uma proteina predita de 40 kDa.

O gene de lectina de sementeleéas culinarisssp.Culinaris foi clonado e caracterizado com
sequéncia de nucleotideos de aproximadamente 88&ipita proteina predita de 275 aminoacidos. Os
dados da anélise dgouthern bloindicaram a presenca de apenas um gene lectigemmma dessa
espécie (Galossa al, 2004).

Diversos estudos visando o isolamento e caract@izale lectinas, tem encontrado tais
proteinas com dominios de ligacdo glicose/ma@emeavalia brasiliensigNOGUEIRA et al., 2002),
Viscum albun{PEVZNER et al., 2005) Arachis hypogaeéPATHAK, et al. 2006). Dentre as lectinas
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que se liga a manose muitas sdo da familia dasAeae a sequéncia de aminoacidos deduzida desses
genes possuem trés sitios de ligacdo a manose XQXWXY) (VON HEIIJNE et al., 1986;
PEUMANS; VAN DAMME, 1998; FEI et al.2003). Esses sitios sdo essenciais para propriedade
dessas lectinas em que se liga a manose (RAMACHANBR et al., 2000). Ogene de lectina de
Pinellia pedatisectapossui trés sitios de ligacdo a manose (QXDXNXVXY)N et al., 2007).
Entretanto, outras lectinas de plantas possuemwdois desses sitios de ligacdo a manose (KONG,
2006).

Outro gene de lectina com ligacdo a manose foiaclorusando o RNA extraido @&enellia
cordatae a expressao génica avaliada pelo método de RARE-RCR semiquantitativo. A analise
revelou que a lectina é expressa em todos os teteédtados, incluindo folhas, caule e bulbo (LIN et
al., 2008) assim como eminellia pedatisectasendo a expressdo avaliada também pelo método
Northern blot(LIN et al., 2007). Entretanto, a expresséo dérlas em sementes de plantas sdo mais
estudadas e caracterizadas do que nos tecidosatreget Estudos sobre essas lectinas de tecido
vegetativo mostram que séo expressas durante awbdgenento da planta e, portanto, pode ajudar a
definir a funcéo bioldgica das lectinas (Patha#l £2006).

Apesar das pesquisas com extratos de diferentefosede E. malaccensiempregados na
medicina popular, ndo existem relatos na literaawexca da clonagem e caracterizagcdo dos genes que
codificam lectinas dos diferentes tecidodenalaccensisCaracterizar os genes de lectinas e analisar
a sua expressao génica em diferentes tecidos aa @ale grande importancia para elucidar a slia rea
funcdo, uma vez que a mesma ainda ndo esta estdar@cpresente trabalho objetivou a clonagem de
genes de lectinas em genotipoElemalaccensisbem como analisar a expressao génica em diferente

tecidos da planta pela técnica RT-PCR semiquanttatq-PCR quantitativo.
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ARRUDA, I. R. S. Clonagem e analise da expressao dos genestishade..

3. JUSTIFICATIVA

Apesar das diferentes pesquisas com lectinas,ern@tem relatos na literatura acerca da
clonagem e caracterizacdo dos genes que codifisaas g@roteinas na espéEgenia malaccensis
As lectinas em geral, apresentaram homologia cerésiél em sua sequéncia de aminoacidos, e uma
especificidade de ligagdo a carboidratos. Entdesedeminios podem ser utilizados para a sintese de

oligonucleotideos especificos a tais genes.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Clonar um gene de lectina em genotipddgenia malaccensibem como analisar a expressao
génica em diferentes tecidos da planta pela té&®ilcRCR semiquantitativo e g-PCR quantitativo.

4.2 Objetivos Especificos

- Clonar um gene de lectina Be malaccensis caracteriza-lo por sequenciamento de nucleotideos

- Avaliar a expresséo de genes de lectinas enedties tecidos dé. malaccensis

- Analisar as sequéncias obtidas utilizando ferrdaseda bioinformatica;
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5. ARTIGO CIENTIFICO

CLONAGEM E ANALISE DA EXPRESSAO DO GENE DE LECTINA OBTIDO DE
DIFERENTES TECIDOS DE Eugenia malaccensis.

ISABEL R. S. ARRUDA; MARCIA V. SILVA? MARIA T. S. CORREIA
! Centro de Ciéncias Biolégicas CCB — Universidadedfal de Pernambuco (UFPE);
? Departamento de Bioquimica da Universidade FéderRernambuco (UFPE), Recife — PE Brasil.

RESUMO

Lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas ndo-imgue sdo capazes de reconhecer e ligar-se a
carboidratos de forma especifica e reversivel. &lnor vegetal, estas proteinas sdo abundantes em
sementes, raizes, frutos, flores e folhas. A esdéegenia malaccensilL., tem sido empregada na
medicina popular para diversos fins. O objetivarbalho foi clonar um gene de lectina em gendtipo
de E. malaccensjsbem como analisar a expressado génica em difsrémt&los da planta pela técnica
RT-PCR semiquantitativo e quantitativo (g-PCR).aParclonagem do gene de lectina, o RNA total foi
extraido dos tecidos de folhas, sementes, raizasle deE. malaccensise foi realizado o desenho do
oligonucleotideos especificos utilizados em reac¢@eBCR o0s fragmentos obtidos foram purificados,
clonados e sequenciados. A estratégia de clonaéeinagutilizada foi eficiente para o isolamento e
caracterizacdo do gene parcial de lectina com dgag glicose/manose d& malaccensiggene
EmLecl). A analise da expressdo génica de EmLenfmgrou sua sintese em diferentes tecidos
vegetais, como folhas, sementes, raizes e caut&anRn o presente trabalho promoveu o primeiro
relato sobre clonagem de gene parcial de lectima lagacdo a glicose/manose &e malaccensis

sendo o ponto inicial para futuras investigacoésesa sua fungéo bioldgica.

Palavras-chave Eugenia malaccensig€xpressao génica; Lectinas ligadora de manose.
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ABSTRACT

Lectins are proteins or glycoproteins non-immunksaean recognize and bind to carbohydrates in a
specific and reversible. In the plant kingdom, thpsoteins are abundant in seeds, roots, frudsjeits

and leaves. Th&ugenia malaccensik. species, has been used in folk medicine foeisdy The
objective of this work was to clone a lectin gen@eénotype fronkt. malaccensig. as well as analyse

its gene expression in different plant tissues guisRT-PCR technique semi-quantitative and
guantitative (QPCR).Total RNA was extracted frossties of leaves, seeds, roots and stems. For the
cloning of lectin gene fronkt. malaccensisthere was the design of specific primers use®@R
fragments obtained were purified, cloned and secpetnThe strategy of gene cloning has been used
effectively for the isolation and characterizatioh the lectin gene partial that bind to glucose /
mannosée. malaccensiggene EmLecl). We confirmed the uniform expressibtihe gene EmLecl in
different plant tissues such as leaves, seedss eut stems. Therefore, this work produced theé firs
report on cloning of lectin gene partial connectwith the glucose / mannog&e malaccensisbeing

the starting point for further investigations oeittbiological function.

Keywords: Eugenia malaccensi$sene expression; Mannose binding lectins.
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5.1INTRODUCAO

Lectinas sdo proteinas que reconhecem carboidratiéculas cujas caracteristicas estruturais
favorecem suas interacdes com receptores espacifadalares e que sdo, portanto, envolvidas em
varios processos celulares (SHARON, 2004). Dendreligersas proteinas presentes em plantas as
lectinas apresentam grande importancia devido gidede de ligar-se especificamente a carboidratos

presentes em superficies celulares (Sun, et ar,)200

O grupo mais bem estudado de lectinas de plantaassBectinas de legumes, o crescimento da
evidéncia experimental sugere que estas lectimapradieinas de defesa que possivelmente protegem
sementes maduras contra o ataque de predadores,jtsgtos (MONZO; BONN; GUTTMAN, 2007;
VORNHOLT; HARTMANN; KEUSGEN, 2007). Embora, a locadcdo e a maior concentracdo
estejam necessariamente nas sementes, outrosstdeigouitos vegetais apresentam-se como fontes de
lectinas. Estas apresentam uma ampla e variadadé&eaplicabilidade podendo ser valiosas em
processos biotecnolégicos, nas areas de pesquidcandioldgica, farmacoldgica e bioquimica
(CHUMKHUNTHOD, et al. 2006; WONG; WONG; NG, 2006).

As diferencas estruturais entre as lectinas saodaea variagdo quanto ao numero de
subunidades por molécula e pela natureza dos ptilij@®s. Pontes dissulfeto, pontes de hidrogénio e
também as interacfes hidrofébicas podem estarmiesseas subunidades de associacao, promovendo
a grande variedade de lectinas existentes (KENNERY). 1995). As lectinas de plantas podem ser
classificadas de acordo com a especificidade dosirdos de interacdo com carboidratos em lectinas
glicose/manose especificas (CORREIA; COELHO, 1985MURA, et al. 1998), galactose especifica
(COELHO; SILVA, 2000), acido sialico especificasHBWAL; GUHA; CHATTERJEE, 2005),
manose especificas (KOIKE, et al. 1995).

A Eugenia malaccensid. pertence a familia Myrtaceae de origem asiatiozais
especificamente da india e da Malasia. Embora efo aviginario da América, aclimatou-se muito
bem as condi¢des do tropico americano. Seu frotthecido como jambo, apresenta formato ovoide,
coloracdo vermelha e polpa branca e suculentsspkrtn atraente (SANTOS et al., 2005). Conhecida
popularmente no Brasil como jambo vermelho, janmdb@re jambo encarnado, faz parte das plantas
considerada medicinais, sendo utilizada principatmeelas populagbes de baixo poder aquisitivo
(OLIVEIRA, et al. 2008).

Apesar das pesquisas com extratos de diferentefosede E. malaccensiempregados na
medicina popular, ndo existem relatos na literaawexrca da clonagem e caracterizagdo dos genes que
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codificam lectinas dos diferentes tecidodenalaccensisCaracterizar os genes de lectinas e analisar
a sua expressao génica em diferentes tecidos aa @ale grande importancia para elucidar a slia rea
funcdo, uma vez que a mesma ainda ndo esta esttar@cpresente trabalho objetivou a clonagem de
genes de lectinas em genotipoElemalaccensishem como analisar a expressao génica em diferente

tecidos da planta pela técnica RT-PCR semiquanttatg-PCR quantitativo.

5.2 METODOLOGIA
Material Vegetal

Diferentes tecidos tais como; sementes, folhadecauaizes, d&. malaccensiscrescida em
condi¢bes naturais, no Campus da Universidade &edkr Pernambuco, Cidade Universitéaria,
Municipio de Recife, Pernambuco, foram utilizadasapisolamento dos &cidos nucleicos e seguida da
clonagem e analise da expressao génica de ledbnamiterial testemunho esta depositado no herbario
Déardano de Andrade-Lima (IPA) exsicata n® 83147.

Extracéo de Acidos Nucléicos

Para extracdo de DNA foi utilizado o método do CTARscrito por Ferreira e Grattapaglia
(1998). O RNA total foi extraido dos diferentesides utilizando o reagente TRIzol (Invitrogen), de
acordo com as instru¢cbes do fabricante. A qualidadeconcentracdo do DNA e RNA total foram
mensuradas por eletroforese em gel desnaturanteagdeose a 1,2 % e espectrofotbmetro,

respectivamente.

Quantificacdo de RNA

A concentracdo de RNA nas amostras foi avaliadeeppectrofotometria, tendo uma aliquota
de amostra de RNA dissolvida em agua deionizad@yao@orcdo de 1:100 (& de RNA: 495uL de
agua deionizada autoclavada). O grau de purezeNdof&i estimado pela razdo entre as absorbancias
medidas a 260 e 280 nm, que deve ser igual ouisupel,9 (SAMBROOK, RUSSELL 2002). Para
uma amostra de RNA pura tem-se que: OD260/0D28®=aP,1. Uma densidade Optica igual a 1,0
corresponde a 40g de RNA (fita simples) por mL. Desta forma a coricagzdo de RNA na amostra

pode ser calculada através da seguinte relacdo:

Concentracéo de RNAW@/mL) = OD260 X Fator de diluicdo (100) X 40.
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Desenhos de Oligonucleotideos Especificos Para on€ale Lectina e Otimizacdo da Reacado de
PCR

Oligonucleotideos para as reacbes de PCR foramnltiedes a partir da sequencia consenso,
obtida pelo alinhamento de sequéncias de lectirms/igna unguiculatae Arachis hypogaea
selecionadas do GenBank (National Center of Biotechnology Informatjon

http://www.ncbi.nlm.nih.goy (Figura 2), utilizando 0 programa multalin

(http://bioinfo.genotoul.fr/multalin/multalin.htmlpara obter a sequencia consenso (Figura 3) e o
programa Primer 3 (ROZEN; SKALETSKY, 1998), paraevigdao dosgrimers O primer foward
especifico par&. malaccensidoi denominado EmF (5 CAACGTTCTCAGCAAGCAAG 3') oo
temperatura de anelamento (Tm) de 53,1°Chrider reverseespecifico foi denominado EmR (5’
TTCTCCTCTCCCACTTGGTG 3’) com temperatura de aneltme(Tm) de 53,7°C. Ogrimers
compreenderam 20pb e as condi¢cdes de PCR foranzatias em termociclador Mastercycler ep
realplex (Eppendorf). O produto de amplificacdo vigt® seria de aproximadamente 320pb.
Posteriormente, a especificidade dos oligonucleotdfoi confirmada em reacbes de PCR. A
otimizagdo da reacdo mostrou que 55°C foi a terhperae anelamento ideal para o pampdeers
desenhados para os tecidosHlemalaccensis. As reacfes de amplificacdo foram realizadas num
volume final de 25uL nas seguintes condi¢des: tamipé (Tris-HCI 20mM pH 8.4; KCI 50mM),
MgCl, 2,5mM, dNTP 0,3mM, 0,2uM de cada prim&gg DNA polimerase 0,4U (Invitrogen Life
Tecnologies) e 25 ng de DNA. A reacdo de PCR ermuolim passo inicial de desnaturacac(@gor

4 min.), seguido de 30 ciclos envolvendo: (a) desagdo final a 94C por 40 s; (b) anelamento a
55°C por 60 s, (c) extensao inicial &Z2por 60s e a extensédo final de 72°C por 3 mimpi©dutos de
amplificacdo do gene de lectina foram separadoglptnoforese em gel de agarose 1,2% a 3 V/cm em
tampao de corrida TBE 0,5X pH 8,0, utilizando mdorade peso molecular 100pb (Invitrogen). O
DNA foi corado com SYBR-Green | (Molecular Probesyisualizado utilizando o fotodocumentador

L-pix (Loccus).

Vulec EF541131 10 LSIATIFLLL--——-———-——- ¥YQFHEPQSGV 260
AhImgl U22469 10 LSIATIFLLL-——-——-———-——- YQSHELQSWS 260
AhImg2 D(Q993156 10 LSIATIFLLL-———————- YQSHELQSWS 260
AhImg DQ9952%2 10 LSIATIFLLL———————— YQSHELQSWS Z&0

Figura 2: Sequéncias consenso de aminoacidos de Lectindsmtagutilizadas para a sintese dos primers. Se@sde
aminoacidos de Lectinas de VulLedigna unguiculata EF541131), AhLmglArachis hypogagaU22469), AhLmg2
(Arachis hypogaeaDQ993156) e AhLmgArachis hypogaeaDQ995292) estdo alinhadas. Duas regifes sepapemias

consenso de aminoacidos marcada em cinza represeggéio utilizada para a sintese dos primers.
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131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 50 260
1

YulLec CTACARCARCCT TGARCARGACGATGARRGARACCTARTCT TGCARGGTGATGCARCGT TCTCAGCARGCARGGGARTCCARCTGACCARGGTAGACGRTARCGGARCCCCTGCARAGAGTACTGTGGGT
AhLngl CTACARCARCTTTGARCARGACGATGARRGARACCTARTCT TGCARGGTGATGCARCGT TCTCAGCARGCARGGGARTCCARCTGACCARGGTAGACGATARCGGARCCCCTGCARAGAGCACTGTGGET
AhLng2 CTACARCARCTTTGARCARGACGATGARRGARACCTARTCT TGCARGGTGATGCARCGT TCTCAGCARGCARGGGARTCCARCTGACCARGGTAGACGRTARCGGARCCCCTGCARAGAGCACTTTGGGT

AhLng CTACARCARCTTTGARCARGACGATGARRGARACCTARTCTTGCARGGTGATGCARCGT TCTCAGCARGCARGGGARTCCARCTGACCARGGTAGACGATARCGGARCCCCTGCARAGAGCACTTTGEET

forward CRACGTTCTCAGCARGCARG
FEVErSE
CONSENSUS  sasssssssssssassssssssssssnsssanssassssssssnssssasssn COACELLCLCARCAAECAOE . s snssssssssasrsssnsssssssssssssnsssnsssnsssnsssssssnnnnns
261 270 280 290 300 30 320 330 340 350 360 Fr0 380 390

1 1

Yulec CGAGTCTTGCACTCCACCCAGGTGCGTCTCTGGEAGARGAGCACCARCCGCCTCACARRCTTCCARGCACAGTTCAGLTTCGTCATCARGTCGCCCAT TGACARTGGTGCCGATGGCATAGCCTTCTTCA

AhLmgl CGAGTCTTGCACTCGACCCAGGTGCGCCTCTGGGAGARAAGCACGARCCGGCTCACARACTTCCARGCACAGTTCAGLTTCGTTATCARGTCGCCTAT TGACARTGGTGCCGATGGCATAGCCTTCTTCA

Ahlng2 CGAGTCTTGCACTCGACCCAGGTGCGCCTCTGGGAGARAAGCACGARCCGGCTCACARACTTCCARGCACAGTTCAGCTTCGATATCARGTCGCCTATTGACAATGGTGCCGATGGCATAGCCTTCTTCA

‘ ﬁhl.ns CGAGTCTTGCACTCGACCCAGGTGCGCCTCTGEGAGARRAGCACGARCCGGCTCACARACTTCCARGCACAGTTCAGCATCGATATCARGTCGCCTATTGACARTGGTGCCGRATGGCATAGCTTTCTTCA

ordanr

reverse

CONBENBUS  sessssrssssrsessssssssarssnsesesteasssrsnstatesinssssststesttssessssiessssesssesstatesesrsesssstsssarsssssssntsasssnssssnssssnssss

391 400 410 420 430 440 4510 460 470 480 490 500 510 520

1 1
Yulee TCGCAGCACCGGATAGCGAARTTCCARAGAACTCGGCCGGAGGGACCTTAGGGCTCTTTGACCCTTCARCTGCCCAGARCCCTTCGGCCARCCARGT TCTCGCCGTGGARTTTGACACCTICTATGCTCA
Ahlngl TCGCAGCACCGGATAGCGAARTTCCARAGAACTCGGCCGGAGGGACCTTAGGGCTCTTTGACCCTTCARCTGCCCAGARCCCTTCGGCCARCCARGT TCTCGCCGTGGARTTTGACACCTICTATGCTCA
AhLng2 TCGCAGCACCGGATAGCGAARTTCCARAGARCCCGGCCGGAGGGACCTTAGGGCTCTTTGACCCTTCARCTGCCCAGARCCCTTCGGCCARCCARGT TCTCGCCGTGGAAT TTGACACCTICTATGCTCA
Ahlng TCGCAGCACCGGATAGCGARATTCCARAGARCCCGGCCGGAGGGACCTTAGGGCTCTTTGACCCTTCARCTGLCCAGAACCCTTCGGCARACCARGT TCTCGCCGTGGARTTCGACACCTICTATGLTCA
forvard
reverse
CONBANEUS  sussssresssssnssssssseasssnsssesseasssssnststestasssnststessnesestssistsssssssesttstesesssastsststsasssssessntssssssssssatsssasssse

521 530 540 550 560 570 G0 590 B 610 G20 B30 By 650
1 1

Yulec FIIEFETEEEIITEETTMEECHHTTﬂmﬁEﬁTEEEﬂm TGATGTGARCTCTAT mﬁll'ﬂ:EﬁcrﬁﬂmﬂtﬁttﬁﬁﬁfmﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬂﬂTEIEﬁﬁIIEI:CTﬂﬂﬂIGTEETEETﬂﬂﬁCTRTEE'lEI:i
Ahlngl AGACTCCARTGGTTGGGACCCCAATTACCARCACATCGGAAT TGATGTGARCTCTATTARATCCGCTGCARCCACCARGTGGEAGAGGAGARATGGCCARACCCTARATGTTCTCGTARGCTATGATGLT
AhLng2 AGACTCCARTGGTTGGGACCCCTATTACCARCACATCGGAAT TGATGTGAACTCTAT TARATCCGCTGCARCCACCARGT GGGAGAGGARARATGGCCARACCCTARATGTACTCGTARGCTATGATGCT

AhLng AGACTCGAATGGTTGGGACCCCTATTACARACACATCGGAAT TGATGTGARCTCTATTARATTCGCTGCARCCTCCARGTGGEAGAGGARARATGGCCARACCCTARATGTACTCGTARGCTATGATGLT

forvard
reverse CACCARGT GEGAGAGGAGAR

CONBANZUS  4esssnrsssssrersstssssatsentsssstsasssssntestsssastsnttststsantenssssssCACCARRE QQQAQARRA AR, . rorsassenssttntsasssnastsnsttasnsese

Figura 3: Alinhamento das sequéncias de nucleotideos desgknkectinas de plantas com os respectivos primesgido
consenso. As sequéncias foram alinhadas usandmmma Multalin version 5.4.1.

RT- PCR Semiquantitativo

A sintese da primeira fita de cDNA foi feita padinse de 1(ig de RNA total de cada tecido,
50 uM do iniciador EmF e H20 DEPC para volume fot@allOuL. O RNA foi desnaturado a 70°C por
10 min e resfriado em gelo por 1 min. Foi adiciangainp&do PCR 1x (Tris-HCI| 20 mM pH 8,4 e KCI
50 mM), MgChk 2,5 mM, dNTPs 50@M e DTT 10 mM, resultando em um volume final dg20As
amostras foram incubadas por 5 min a 42°C e, enmdzepi adicionado 200 U de transcritase reversa
Superscript 1I. Incubou-se por 50 min a@2A enzima foi inativada a 70°C por 15 min. Foram
adicionadas 2 U de RNaseH as reac0es, e incubpor&® min a 37°C, para a degradacao das fitas de
RNA dos hibridos de cDNA:RNA formados. As soluc@iescDNA foram armazenadas a -20°C. O
cDNA obtido foi utilizado nas amplificacbes por PCQ&alizadas nas seguintes condi¢cfes: solucao
tampéo PCR 1X (20 mM de Tris-HCI pH 8,4 e 50 mMKd&), 4 mM MgCI2, 3 mM dNTPs 0,iM
de primers especificos EmF e EmR e 1 U de Tag-DNA polimerasamplificacdo foi realizada em
um ciclo a 94°C por 2 min, 35 ciclos de 30 s a 98Cs. a 55°C e 1 min a 72°C e uma extensao final
por 4 min a 72°C. Os produtos da PCR foram anasaubr eletroforese em gel de agarose 1,2% -
TBE 0,5X, revelados utilizando SYBR-Green e visadios utilizando o fotodocumentador L- pix

(Loccus).
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PCR Quantitativo (g-PCR)

A expressdo de RNAmM do gene da lectina foi avaliada g-PCR em termociclador
Mastercycler ep realplex (Eppendorf). A quantifdagelativa seguiu 0 métoda* ¥ "(Pfaffl, 2001)
normalizada com o gene constitutivo GPDFbrfvard 5TTCTTGAGGTGCTGGCATGGTAGASZ,
Reverse5’AGAAGGTGAGAGGCTTGCTTGACAST'). As reacoes de arfiphcao foram conduzidas
em volume final da amostra dey25contendo: 50 ng de cDNA, 1X do PlatinBYBR Green g-PCR
SuperMix-UDG (Invitrogen), e 200 mM de cada um dos oligonuctiEms. As condicbes de
amplificacdo estabelecidas foram: 95 °C por 2 rdif.ciclos de 95° C por 15 s e 55° C por 20s 68°C

por 20s seguidos pela curvardelting

Clonagem em Vetor TOPO T/A

Os produtos purificados da amplificacdo do cDNAizghdo os oligonucleotideos especificos
para o gene de lectinegram clonados no vetor T/A PCR2.1 TOPO (Invitrog@figura 4), seguindo
as instrucdes do fabricante. O vetor T/A PCR2.1 OO&dequado para clonagem de produtos de PCR,

apresenta sitios de reconhecimento para variasaazle restricao.

Figura 4: Representacao esquematica do vetor T/A PCR2.10TGEnte:INVITROGEN.

Transformacao de Células Competentes de. coli

O vetor TOPO recombinante foi inserido em células K coli One Shot® TOP10
quimicamente competentes (Invitrogen), via tramefgydo fisica. A mistura deid. da reacdo TOPO
Cloning com 25uL de E. colifoi incubada em gelo por 45 min. Seguido de chdgtraico a 42°C por
30s., retornando ao gelo por mais 5 min. As céltdaembinantes acrescentou-se Abde meio de
cultura SOC (Invitrogen). Essas foram entdo incabaa 37°C sob agitacdo (250 rpm) por uma hora,

em seguida plaqueadas em meio LB solido, acresgel®0 ug/mL de canamicina. Os clones
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resistentes foram visualizados ap6s um periodondebacdo de 16h a 37°C. Estas coldnias foram

transferidas para o meio de cultura LB liquido Hivadas durante 16h sob agitacdo constante (250

rpm).

Extracdo do DNA Plasmidial

O DNA plasmidial foi extraido pelo método de mimparacéo por lise alcalina (SAMBROOK;
RUSSELL, 2002). Apos o cultivo das bactérias, oanfiei centrifugado a 4000 gpor 5 min a 4°C. O
pellet foi lavado com solucéo contendo Tris-HCIn28! (pH 8,0), EDTA 10 mM (pH 8,0) e glicose 50
mM. Em seguida, foi adicionada a solug¢éo conterds $%, NaOH 0,2N e incubada no gelo por 10
min. Foi adicionada a solug¢édo contendo acetatootiesgio 3 M e acido acético 10% (v/v), misturada
por inversdo, incubada em gelo por 10 min e cewg@ifia a 4000 g por 20 min. a 4°C. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubodseicionado 1pg de RNaseA, e incubou-se a
37°C por 20 min. O DNA foi precipitado com isopraphgelado e incubado em gelo por 5 min. O
precipitado foi centrifugado a 4000gxpor 40 min a 4°C e o pellet foi lavado com etar@}o7(v/v)
gelado. O pellet foi entdo seco e dissolvido emaapionizada esterilizada. A concentracdo de DNA
foi determinada através de espectrofotometria an®6@ sua integridade foi analisada por eletrotores
em gel de agarose 1,2% -TBE 0,5X, sendo revelad® g#oracdo SYBR-Green. Os plasmideos

recombinantes foram analisados por analise deg&ste submetido ao sequenciamento de DNA.

Sequenciamento e Analise de Bioinformética

As sequéncias de nucleotideos de cada clone forararrdinadas em sequenciador
automéatico de DNA (ABI PRISM 377 Applied Biosystem®ster City, Califérnia), utilizando o kit
"Big Dye Terminator" (Applied Biosystems). As sequias obtidas foram comparadas, utilizando-se o
programa BlastX (ALTSCHUL et al., 1997), com seagci@s homologas em bancos de dados
"National Center for Biotechnology Information", BC (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast), “The
Institute for Genomic Research”. O alinhamento d@tiplas sequéncias foi realizado com o
software ClustalW (http://www.ebi.ac.uk) (THOMPS@Nal., 1994) e, em seguida, construida uma
arvore filogenética pelo método neighbor-joiningA(BOU; NEI, 1987) 1987) com MEGA 3.1
(KUMAR et al., 2005). A confiabilidade da arvore foensurada por andlise deotstrapcom 1500

simulacfes e editada com MEGA 3.1.
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O conjunto de oligonucleotidetesenhados para a clonagem do gene lectia a@laccensis
amplificou um fragmento de, aproximadamente, 320epade bases (pb) e foi realizado o
sequenciamento. Com a obtencéo das sequénciastiidiada a similaridade com sequéncias de genes
ja conhecidos. A similaridade foi considerada cafores de E menores do que®I(de-05), sendo,
portanto, considerando significativa. Com o seqianento do fragmento amplificado foi comprovada
a identidade com outras sequéncia de genes dedec® gene parcial de lectina clonado foi nomeado
de EmLecl. O alinhamento e analise da sequéncigrmgsamas BLASTn e BLASTx mostrou que o
gene EmLecl apresenta 85% de identidade com odgetextina de/igna unguiculata EF541131),
83% de identidade com o gene de lectina com ligagflacose/manos@rachis hypogaefu22473.1),
82% de identidade com o gene de lectina com ligagaglicose/manoseéirachis hypogaea
(DQ993156.1), 73% de identidade com o gene denectom ligacdo a glicose &esbania bispinosa
(EU263636.1), 68% de identidade com o gene denkatom ligacdo a glicose/manoéeachis
hypogaea(U22469.1) e 68% de identidade com gene precuteolectina de Arachis hypogaea
(AJ585523) (Tabela 2).

Tabela 2Descri¢cdo dos genes depositados no NCBI com idedgidom gene EmLecl &e malaccensis

N° do acesso Funcéo Organismo Identidade de
amino&cido
(%)

EF541131 lectin gene Vigna unguiculata 85

U22473..  mannose/gluco-binding lectir  Arachis hypogae 83

DQg93156.. mannose/gluco-binding lectin  Arachis hypogae 82
precursor

EU263636. putative glucos-specific lectin Sesbania bispino. 73
mMRNA

U22469.. mannose/gluco-binding lectir  Arachis hypogae 68

AJ58552: mRNA for putative lectir Arachis lypogae: 68
precursor

Foi ainda identificado na sequéncia parcial do geméecl residuos conservados de dominio
de ligacdo a manose (Figura 5). A maioria dos getmsados de lectina que se liga a manose € da
familia das Araceae e a sequéncia de aminoacidhgida desses genes possuem trés sitios de ligacao
a manose (QXDXNXVXY) (VON HEIJNE et al1,986; PEUMANS; VAN DAMME,1998; FEI et al.,
2003). Esses sitios sdo essenciais para propriedasgas lectinas em que se liga a manose

(RAMACHANDRAIAH et al., 2000).
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1 ccctecagggegacggcaacctecgtatetaccatagecttettecaggatagegatettta 60
Q X D X N L V X ¥

61 agaaattccaaagagacccactceggcocoggagggaccttagggetetttgaccctgacnnn 121
122 cctagaagaccttgaactgcccagaacccttogecggttaataccaagttetectetaac 182
183 tgcccagaagggtatggcctagaatttgacaccttctatgectcaagactceccaatggttga 243
244 gggcaattcagtggcecggttaaggatttggoctgaaagaggaaaaatggcoccaaaccctaaa 304

305 tgtactcgtaag

Figura 5: Sequéncia de nucleotideo do cDNA do gene pareid¢cina dee. malaccensi$EmLecl). O sitio de ligacao a
manose (QXDXNXVXY) estd em destaque. Onde: Q-GlinamX - Qualquer aminoacido, D- Aspartato, N- Asgina,
L- Leucina, V- Valina, Y- Tirosina.

Uma arvore filogenética de sequéncias de lectinztax de plantas superiores foi criada. Esta
analise filogenética indicou dois distintos “cluste apoiado pelo alto valor bootstrap: um que pgru
0 gene de lectina com ligacdo a glicose/manaisehis hypogaedU22469.1), Arachis hypogaea
(AJ585523) e 0 gene de lectina com ligacédo a ggiceSesbania bispinoséEU263636.1) e outro
grupo com o gene de lectina ¥&gna unguiculata(EF541131), do gene lectina & malaccensis,
com o gene de lectina com ligacdo a glicose/maAoaehis hypogae®U22473.1) e com o gene de
lectina com ligacéo a glicose/mands@achis hypogaedDQ993156.1), sugerindo que o gene clonado

parcialmente d&. malaccensipode reconhecer glicose/manose (Figura 6).

EF541131

E. malaccensis clone 18
U22473

DQ993156

U22469

AJ585523

EU263636

Figura 6: Dendrograma de lectinas de plantAsvore filogenética foi desenhada com o programaJSTAL W. As
sequéncias de lectinas foram utilizadas do NCBbsenimeros de acessodgigna unguiculata(EF541131),Arachis
hypogaeaU22469.1) Sesbania bispinosgEU263636.1)Arachis hypogaedU22473.1) Arachis hypogaea(AJ585523) e
gene EmLecl dE. malaccensis
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Para investigar o padréo de expressdo do EmLecilaedons tecidos d&ugenia malaccensis
RNA total foi isolado dos tecidos de folhas, seragntaizes e caule e submetidos a RT-PCR e PCR
guantitativo (g-PCR). As técnicas de analise deesgdio génica exige um eficiente método para a
obtencao de grande quantidade e alta qualidadeNdot&al. Andlise do RNA total das amostras por
eletroforese em gel desnaturante a 1% de agarosgeaparam os amplicons referentes ao rRNA 28S
e 18S (Figura 7), indicando boa qualidade. A rad@aensidade Optica degfy.30€ Assorzso fOI €M
média de, aproximadamente, 2,0 e 1,9, sugerindogpoontaminacéo de polissacarideos e proteinas,

respectivamente, além de elevado rendimento de A (Tabela 3).

C R

P 1Y 5 e—
185 [y — =

Figura 7: Eletroforese em gel desnaturante de RNA totdtdgenia malaccensisM — Marcador de peso molecular; S —
RNAtotal de Semente; F — RNAtotal de Folha; C — RiNal de Caule; R — RNAtotal de Raiz.

Tabela Zndlise espectrofotométrico da qualidade e quaadtidi RNA totdl

Amostre (RNA) AssdAsgo AssdAszg Rendimento (ug/i
Semmnte 1,88+0,1: 2,06+0,2: 408+2:
Folhe 1,9640,: 2,12+0,1t 1260£3¢
Caule 1,92+0,1! 2,02+0,2! 1424+4(
Raiz 1,98+0,1: 2,09+0,: 604+1:

ds valores sdo médias + Desvio padrdo (n=3).

A anadlise por RT-PCR do gene EmLecl nos tecidodotteas, sementes, raizes e caule
confirmaram a expressao génica em todos os te(iigsra 8). Na maioria das espécies, lectinas que
se liga a manose/glicose ocorrem em quase toddecas vegetativos, tais como folhas, flores,
ovarios, bulbos, tubérculos e raizes (PEUMANS; VBAMME, 1998). Entretanto, devido a técnica

do RT-PCR ser considerada qualitativa, € mais recdada para analise da expressdo génica a
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utilizacdo do PCR quantitativo e com este objeiv®CR em tempo real foi realizado e nao foi

encontrada diferenca significativa na expressasedgsne entre os tecidos analisados (Figura 9).

O presente trabalho promoveu o primeiro relatoesglomagem de gene parcial de lectina com
ligacdo a glicose/manose 8e malaccensissendo o ponto inicial para futuras investigacfésesa
sua funcao bioldgica.

Figura 8: Analise do perfil de expresséo do gene EmLecl éenatiites tecidos dé. malaccensisO RNA total foi isolado
de diferentes tecidos da planta: S-semente; F:fd@hacaule e R- raiz e submetidos a RT-PCR semitifativo. Peso
molecular (M) de 100 pb. No painel abaixo rRNA Z883S (controle).

@
L
w

i

Nivel de Expresséao
HH

semente folha caule raiz

Tecidos

Figura 9: Quantificacdo da expresséo do gene EmLeck.dwealaccensisios diferentes tecidos da planta: S-semente; F-
folha; C- caule e R- raiz.
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5.4 CONCLUSAO

1- A estratégia de clonagem génica utilizada fwiesfite para o isolamento e caracterizacéo do

gene parcial de lectina com ligagao a glicose/nadeg. malaccensiggene EmLecl).

2- Foi confirmada a expressdo do gene EmLecl eemnedifes tecidos vegetais, como folhas,

sementes, raizes e caule Emmalaccensis
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