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RESUMO

A pimenta-do-reino é uma especiaria que tem importancia econémica no mundo por sua
aplicacdo na industria e pelas propriedades medicinais. O estado do Pard é um dos maiores
produtores dessa especiaria, mas a producdo dessa espécie € comprometida pela fusariose, que
causa a podridao radicular na planta. Estudos para identificar genes e entender as respostas da
pimenta-do-reino a nivel molecular sdo importantes para apoiar programas de melhoramento
genético da espécie. Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo isolar e caracterizar
parcialmente o gene lipoxigenase (Lox) em pimenta-do-reino. Para isso foi realizado a
extracdo do DNA genbémico, construcdo dos iniciadores, amplificagdo do gene por meio de
PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) e caracterizacdo utilizando recursos computacionais.
A sequéncia parcial de gene lox de pimenta-do-reino isolada tem aproximadamente 750
nucleotideos que codificam 258 aminoacidos e apresenta alta similaridade com proteinas
lipoxigenases de Persea americana, Parasponia andersonii e Vitis vinifera. Verificamos que
lox da pimenta-do-reino é do tipo lox-9S e que a mesma possui 0 dominio PLAT / LH2 de
proteinas relacionadas a lipoxigenase vegetal. A estrutura secundaria e terciaria da proteina
parcial isolada mostrou similaridade com a proteina lox de soja. A descricdo de Lox em
pimenta-do-reino é essencial para esclarecer os mecanismos moleculares de resposta da planta

e entender seu papel na ativacdo da resposta de defesa em um possivel ataque contra patdgeno.

Palavras-chave: Fusarium solani, Piper nigrum L., Defesa, Resposta.



ABSTRACT

Black pepper is a spice that have importance economic in the world by its wide application in
industry and by medicinal properties. State of Para is one of the largest producers this spice,
but the production of this species is committed by fusariosis, that causes root rot in plant.
Study of molecular biology is important by support breeding improvement of black pepper.
Thus, the present work aimed to isolate and partially characterize the lipoxygenase (Lox) gene
in black pepper. For this purpose, the extraction of genomic DNA, construction of the primers,
amplification of the gene through PCR (Polymerase Chain Reaction) and characterization
using computational resources were performed. The partial lox gene sequence of isolated
black pepper has 750 nucleotides that encode 258 amino acids and has high similarity with
lipoxygenase proteins of Persea americana, Parasponia andersonii e vitis vinifera. We have
verified that lox of black pepper is lox-9S type and that it has the PLAT / LH2 domain of
proteins related to vegetable lipoxygenase. The secondary and tertiary structure of the isolated
partial protein showed similarity with the soybean lox protein. Your description in black
pepper is essential for clarify the molecular mechanisms of response of the plant to the Fungus
and understand your paper in activation of the defense response in a possible attack against

pathogen.

Keywords: Fusarium solani, Piper nigrum L., Defense, Response.
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1 INTRODUCAO

A pimenta-do-reino (Piper nigrum L) é uma espécie nativa das florestas de Kerala, Sul
da India e foi introduzida no Brasil durante o século XVII pelos portugueses (BARBOSA,
2002). Ela pertence a familia Piperaceae que possui mais de 2000 espéecies (MENEZES et al.,
2009). E uma planta trepadeira que utiliza tutores de madeira ou outras plantas como suporte
para seu desenvolvimento (NELSON e EGER, 2011).

A pimenta-do-reino0 € uma especiaria consumida mundialmente, com grande
importancia na econdmica, bastante utilizada na industria alimenticia, na produgdo de molhos,
conservas, preservacdo de carnes, extracdo de Oleos, industria de cosméticos, producdo de
perfumes, sabonetes, cremes, produtos para o cabelo e 6leos aromaticos (LIU et al., 2010).
Além disso, é usada na medicina tradicional, pois, possui propriedades antioxidantes, anti-
inflamatorias e anticancerigenas (NISHIMURA et al., 2011).

No Brasil a pimenta-do-reino € cultivada em varios estados como Bahia, Maranhao,
Ceara, Paraiba, Amapa, Espirito Santos e Para, esses dois Ultimos os maiores produtores
(EMBRAPA, 2010). O estado do Para representa 65,9% da producdo nacional (IBGE, 2017),
nessa regido a especiaria é um produto capaz de gerar divisas de milhdes de délares ao ano no
periodo de safra, possibilitando uma renda extra para os agricultores devido ao seu alto preco e
facil comercializacdo doméstica e internacional (LEMOS et al., 2011).

Porém, devido a baixa variabilidade genética entre as cultivares, a pimenta-do-reino
possui grande susceptibilidade a uma doenca denominada fusariose (BARBOSA, 2002). Essa
doenca teve destaque a partir década de 80, causando grandes prejuizos para economia
(ALBUQUERQUE et al., 2001) e é caracterizada por atingir o sistema radicular e a parte
aérea da planta, causando quedas das folhas amareladas, podriddo das raizes e
consequentemente perdas para o produtor (CHU et al., 1997). A disseminacédo da fusariose €
muito rapida, podendo levar & morte de um pimental de 20 ha., com cerca de 30.000 plantas
em dois ou trés anos (ALBUQUERQUE, 2001).

Vérias medidas de controle a fusariose ja foram testadas, como uso de fungicidas, uso
de tutores desinfestados, erradicacdo e queima das plantas doentes, no entanto, até o presente
momento, tem-se alcangado apenas medidas paliativas (SERRANO et al., 2006). Dentro desse
contexto, existe a demanda de novas alternativas para o controle da doenga.

Dentre os inumeros esforcos para combater a fusariose, hé possibilidade, de entender

as respostas moleculares da planta usando biologia molecular, podem ser de grande relevancia
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para apoiar programas de melhoramento genético. Um dos genes amplamente relatado na

resposta de defesa de plantas é o gene que codifica a proteina lipoxigenase. As lipoxigenases
estdo associadas a importantes processos fisioldgicos, como na defesa da planta contra o
ataque de patdgenos (SONG et al., 2016). Diante disso, o objetivo do trabalho foi isolar e
caracterizar o gene lipoxigenase em pimenta-do-reino, para auxiliar no entendimento dos

mecanismos moleculares de resposta da planta ao patdgeno.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Pimenta-do-reino

A pimenteira-do-reino (Piper nigrum L) (Figura 1) é uma planta nativa do Sul da india
e foi introduzida no Brasil durante o século XVII pelos colonos portugueses (BARBOSA,
2002). A espécie pertence ao género Piper e familia Piperaceae, que é composta por cerca de
2.000 espécies (MENEZES et al., 2009). Sua maior diversidade ocorre principalmente nos
tropicos da América e na regido do Sul da Asia (JARAMILLO e MANOS, 2001). E
caracterizada como uma trepadeira que utiliza tutores de madeira ou outras plantas como
suporte para seu desenvolvimento (NELSON e EGER, 2011).

Figura 1 — Pimenteira-do-reino (Piper nigrum L)

Os frutos de pimenteira-do-reino (Figura 2), podem ser comercializados, como gréos
pretos maduros e secos, grdos brancos, grdos verdes imaturos e vermelhos amadurecidos
(PISSINATE, 2006). Eles possuem ampla utilizagdo em diversos setores, como: Na indUstria
alimenticia, para produgdo de molhos, conservas e preservacdo de carnes, na industria de
cosmeéticos para producdo de perfumes, sabonetes, cremes, produtos para o cabelo e dleos
aromaticos (LIU et al.,, 2010) e na medicina tradicional, pois, possuem propriedades
antioxidantes, anti-inflamatorias e anticancerigenas (NISHIMURA et al., 2011). Por sua ampla

utilizacdo, os frutos sdo extremamente valorizados pelo mercado internacional, possuindo alto
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valor econbmico agregado, o que permite alta rentabilidade para os pipericultores

(ALBUQUERQUE ET AL., 2001).

Figura 2 — Frutos produzido pela pimenta-do-reino
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A pimenta-do-reino possui varias cultivares, dentre elas: Apra, Bragantina, Cingapura,
Guajarina, lacara, Kottanadan e Kuthiravally (LEMOS et al., 2014; LEMOS et al., 2011),

cujas principais caracteristicas de importancia econdmica estdo descritas na tabela 1.

Tabela 1 — Principais caracteristicas de algumas cultivares de pimenta-do-reino

CULTIVARES

Apra
Bragantina
Cingapura
Guajarina

Icara
Kottanadan

Kuthiravally

Tamanho
(cm)

12

14

8

12

10

11

12

ESPIGAS

Peso

(@)

14

14

6

12

8

12

13

N° de
frutos

78

77

27

68

40

54

75

RENDIMENTO
MEDIO (Kg/ha)

3.100

2.700

2.300

2.900

2.500

2.800

2.700

CICLO DE
MATURACAO

Setembro/novembro
Junho/outubro
Junho/outubro
Junho/outubro

Setembro/novembro

Setembro/novembro

Setembro/novembro

Fonte: Adaptado de Lemos et al., 2014.
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Dentre as cultivares, destaca-se a cultivar Bragantina, pois, apresenta espigas longas,

alta produtividade e possui maior preferéncia pelos produtores (LEMOS et al., 2011), devido
ao seu alto valor agregado.

Os maiores produtores de pimenta-do-reino sio Vietn, Indonésia, india, Brasil, China,
Malésia e Sri Lanka, sendo o Brasil o quarto maior produtor no mundo com cerca 54.425
toneladas (Figura 3) (FAO, 2016).

Figura 3 — Producdo mundial em toneladas de pimenta-do-reino no ano de 2016
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No Brasil a pimenta-do-reino € cultivada em varios estados como Bahia, Maranhao,
Ceard, Paraiba, Amapa, Espirito Santo e Para, sendo esses dois Gltimos os maiores produtores
(EMBRAPA, 2010) (Figura 4). Em 2016 o estado do Parad produziu 35.845 toneladas de

pimenta-do-reino, representando 65,9% da producéo nacional (IBGE, 2017).
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Figura 4 — Mapa do Brasil destacando os estados produtores de pimenta-do-reino
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Fonte: Adaptado de Mattos, 2016

No Paré a producéo dessa especiaria foi amplamente fortalecida com a introducéo da
cultivar Cingapura, através dos imigrantes japoneses, a partir do ano de 1933, no municipio de
Tomé-Acu (BARBOSA, 2002). Além disso, as condi¢bes ambientais do estado favoreceram o
cultivo da pimenta-do-reino em larga escala, tornando-a uma cultura importante do ponto de
vista sécio econémico, capaz de gerar mais de 50 milhGes de ddlares em divisa a0 ano no
periodo de safra, possibilitando uma renda extra para os agricultores, devido ao seu alto preco
e facil comercializa¢do nacional e internacional, além de empregar mais de 70 mil pessoas no
periodo de safra (LEMOS et al., 2011; DUARTE et al., 2002).

A pimenta-do-reino foi tdo importante e primordial para agricultura paraense, entre as
décadas de 60 e 80, que pela primeira vez na histéria do Para, a renda da agricultura
ultrapassou o extrativismo (BARBOSA, 1998). Porém, a partir da década de 80 o cultivo de
pimenta-do-reino sofreu um acentuado declinio, devido a uma doenca chamada de fusariose
(ALBUQUERQUE et al., 2001).
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2.2 Fusariose

A fusariose € ocasionada por Fusarium solani f. sp. piperis, um fungo biotréfico de
solo, pertencente a classe Ascomicetes (Ascomycetes) (ALBUQUERQUE et al., 2001). O
fungo afeta a parte aérea da planta e o seu sistema radicular, levando ao apodrecimento e
consequente morte do organismo (Figura 5) (CHU et al., 1997). Além disso, ao infectar a
planta o fungo produz conidiéforos, que originam os microconidios, macroconidios e
peritécios vermelhos, que contém o0s ascosporos. Esses esporos sao resistentes e podem se
conservar por um extenso periodo, podendo ocasionar novas infecgdes (ALBUQUERQUE,
1961).

Figura 5 — Planta de pimenta-do-reino com sintomas da fusariose

Fonte: Oriel Lemos

Entre os fatores que favorecem a propagacéo do fungo, destacam-se o clima tropical da
regido Norte (elevada temperatura e umidade) e a baixa variabilidade genética entre as
cultivares de pimenta-do-reino, o que leva a grande susceptibilidade (BARBOSA, 2002) e
perdas para o produtor (CHU et al., 1997). O fungo pode dizimar (DUARTE e
ALBUQUERQUE, 1986) e diminuir o tempo de vida dos pimentais, passando de 15 a 20 anos
(ALBUQUERQUE e CONDURU, 1971) para 8 anos (SANTANA et al., 1995;
ALBUQUERQUE e DUARTE, 1991). Além disso, a produtividade das plantacbes de



16
pimenta-do-reino tem sido comprometida pela fusariose, reduzindo assim, o cultivo dessa

especiaria na Amazonia.

Vérias medidas de controle a fusariose j& foram testadas, como uso de fungicidas, uso
de tutores desinfestados, erradicagdo e queima das plantas doentes, além do melhoramento
genético classico utilizando cruzamento interespecifico e intraespecifico para obtencdo de
variedades resistentes, no entanto, até o presente momento tem-se alcancado apenas medidas
paliativas (POLTRONIERI et al., 2000; SERRANO et al., 2006). Dentro desse contexto,
existe a demanda de novas alternativas para o controle da doenga.

2.3  Resposta da planta a patdgenos

As plantas possuem varios mecanismos de defesa contra fitopatogenos, que funcionam
como barreira para evitar a entrada ou colonizagéo de hospedeiros (GOODMAN et al., 1986).
Os sistemas de defesas atuam de maneira coordenada e dindmica (PASCHOLATI e LEITE,
1995) englobando mecanismos de defesa estruturais e bioquimicos pré e/ou pds-formados
(STANGARLIN et al., 2011).

Os mecanismos pré-formados sdo encontrados nas plantas antes mesmo do contato
com o patégeno. Mecanismos estruturais pré-formados sdo barreiras fisicas que impedem a
penetracdo do patdgeno como a producdo de ceras, cuticula, modificacdes de estdbmatos,
tricomas, espessamento da parede celular e adaptacdes de fibras/vasos condutores. Os
mecanismos bioquimicos pré-formados sdo substancias que possuem a capacidade de inibir o
desenvolvimento e sobrevivéncia do patégeno, como por exemplo, producdo de fendis,
alcaldides, lactonas insaturadas, glicosideos fenolicos, glicosideos cianogénicos, fototoxinas,
inibidores protéicos e enzimas hidroliticas (SCHWAN-ESTRADA et al., 2008;
STANGARLIN et al., 2011).

Os mecanismos pos-formados, encontram-se ausentes ou em menor evidencia antes da
infeccdo, sendo ativado quando a planta entra em contato com o patdgeno. Mecanismos
estruturais pos-formados incluem a formacéo de papila, halo, lignificacdo, camada de cortica,
tiloses e deposicdo de goma, ja os mecanismos bioquimicos pés- formados incluem producao
de fitoalexinas, substancias reativas de oxigénio e proteinas relacionadas a patogénese
(proteinas-PR) (PASCHOLATI e LEITE, 1995; GARCION et al., 2007).

Ao entrar em contato com o patdgeno a planta pode apresentar mecanismos de defesa.

Dentre as principais defesas utilizadas pelas plantas, esta a reacdo de hipersensibilidade (HR) e
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a resisténcia sistémica adquirida (SAR). A reacdo de hipersensibilidade (HR) é uma resposta

rapida e localizada que culmina na morte programada das células infectadas e proximas da
infeccdo, impedindo o estabelecimento da doenca. Essa resposta se constitui como a primeira
etapa de defesa da planta (FERNANDES et al., 2009). A resisténcia sisttmica adquirida
(SAR) é ativada a partir de moléculas quimicas ou pela tentativa de infec¢do por patdgeno,
desencadeada logo apds uma infeccéo local ou em locais distintos, expandindo-se para locais
distantes da infeccdo (ZHU et al., 2003; WALTERS et al., 2013).

Neste caso, a ativacdo do mecanismo de defesa da planta inicia-se quando ocorre 0
reconhecimento do patdgeno, por meio de receptores celulares que ativam a transducdo de
sinais. Com essa ativacao inicia-se varios eventos bioquimicos na célula, como acidifica¢do do
citoplasma (NURNBERGER et al., 1994), ativacdo de algumas proteinas, producdo de
espécies reativas a oxigénio, que podem gerar um processo chamado de explosdo oxidativa
(TORRES et al., 2006; MUR et al., 2008). Além disso, a transducdo de sinais também pode
ativar mensageiros secundarios, como acido salicilico, acido jasmonico e etileno que sdo
horménios que sinalizam a SAR (PORTA e ROCHA-SOSA, 2002). Dentre 0s genes que estéo
relacionados na ativacdo da resposta de defesa da planta, encontra-se as lipoxigenases
(GUZZO, 2004), que ja foram relatadas na defesa de espécies como Arabidopsis thaliana e
Capsicum annuum (HWANG e HWANG, 2010; MELAN et al., 1993).

2.4  Gene lipoxigenase

As lipoxigenases séo isoenzimas encontradas na maioria das plantas e animais (SONG
et al., 2016) que catalisam a adicdo do oxigénio molecular, formando hidroperdxidos
(AXELROD et al., 1981; SIEDOW, 1991).

As lipoxigenases podem ser classificadas ainda como 9 lipoxigenase (9-LOXs) ou 13
lipoxigenase (13-LOXs), de acordo com a posicdo na qual o oxigénio é incorporado ao
substrato produzido (FEUSSNER e WASTERNACK, 2002). Os principais substratos
produzidos pela lipoxigenase em plantas sdo os acidos linoleico e linolénico (Figura 6)
(WANG et al., 1999).
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Figura 6 — Via das lipoxigenase
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Fonte: Adaptado de Porta e Rocha-Sousa, 2002

As lipoxigenases agem no momento em que os tecidos das plantas sdo afetados pelo
patdgeno, culminando numa degradacdo sequencial de lipidios, assim, tendo como produto
primario os hidroperdxidos, esse podendo seguir duas principais vias enzimaticas, sendo essas:
hidroperdxido-liase e hidroperoxido ciclase (FARMER e RYAN, 1992; CROFT et al., 1993).
Os hidroperdxidos derivados da lipoxigenase podem ser metabolizados dando origem a
moléculas de aldeidos volateis e jasmonatos em vegetais (MOSBLECH et al., 2009). Essas
moléculas possuem um papel importante no processo de sinalizagdo na cicatrizacdo de
ferimentos das plantas (ANDREOU e FEUSSNER, 2009).

Assim, as lipoxigenases estdo associadas a importantes processos fisiol6gicos nos
seres vivos, como: biossintese de compostos regulatérios, crescimento e desenvolvimento
(SIEDOW, 1991), senescéncia (ROUET MAYER et al.,1992), germinagdo de sementes
(PARK et al., 1994), resposta a ferimentos (VIEIRA et al.,, 2001), proteina de reserva
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vegetativa (STEPHENSON et al., 1998) e na resisténcia a estresse biético e abiotico (SONG et

al, 2016).

Estudos de transcriptoma de pimenta-do-reino, desenvolvido previamente por Moreira
et al., (2017), mostram o padrdo de expressdo alterado de diversos genes em resposta ao
patdgeno Fusarium solani dentre eles o gene lipoxigenase. Diante disso, o isolamento e
caracterizacdo do gene lipoxigenase € de grande importancia para dar suporte a validacdo do
mesmo e ajudar a entender seu envolvimento nos mecanismos moleculares de resposta da

planta ao patogeno.



3.1

RN RN

OBJETIVOS

Objetivo geral

Isolar e caracterizar parcialmente o gene lipoxigenase em pimenta-do-reino.

Objetivos especificos

Obter plantas de pimenta-do-reino;

Isolar o DNA gendmico da planta;

Selecionar e isolar o gene da lipoxigenase em pimenta-do-reino;

Caracterizar o0 gene por meio de recursos computacionais.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1  Material biologico

Foram utilizadas folhas de pimenta-do-reino (Piper nigrum cv. Bragantina) (Figura 7),
fornecidas pela EMBRAPA Amazobnia Oriental (Belém - PA) com cerca de dois meses de
idade. As folhas foram lavadas usando agua destilada, em seguida, acondicionadas a -20 °C

para sua conservacao.

Figura 7 — Folha de pimenta-do-reino cultivar Bragantina utilizada para extracdo de DNA.

Fonte: Autor da pesquisa, 2018

4.2 Desenho dos iniciadores

Para a construcdo dos iniciadores foram utilizadas sequencias de nucleotideos de
diferentes espécies vegetais disponiveis no NCBI (National Center for Biotechnology
Information) (https://www.ncbi.nIm.nih.gov/). Apds a obtencdo das sequéncias estas foram
colocadas em formato fasta e em seguida, alinhadas usando o programa Multalin (F.
CORPET, 1988). A partir do alinhamento foi construido os iniciadores Forward (no sentido
quimico 5’— 3’) e Reverse (no sentido quimico 3’- 5’) usando o programa Primer3Plus
(UNTERGASSER et al., 2007).
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4.3  Extracdo do DNA

O DNA genomico vegetal foi extraido seguindo o protocolo do Kit “PureLink Plant
Total DNA Purification Kit”, disponivel comercialmente. Para extracdo foi macerado cerca de
20 mg de folha de pimenta-do-reino com o auxilio de nitrogénio liquido. Em seguida, foi
adicionado 250 pul de Resuspension Buffer (R2) e depois vortexado por alguns segundos para
homogeneizagdo. A amostra foi adicionado15 pl de SDS 20% e 15 pl de RNAse e em seguida,
o material foi incubado a 55 °C até sua completa digestdo. Apds isso, o material passou por
centrifugacdo por 5 minutos na maior velocidade para remocéo de qualquer material insoltvel.
Adicionou-se 100 pl de Precipitation Buffer (N2) e incubou-se no gelo por 5 minutos. O
material foi centrifugado na velocidade maxima por 5 minutos a temperatura ambiente e
transferido 250 pl do sobrenadante para outro microtubo. Por fim, foi acrescentado 375 pl de
Binding Buffer (B4). Para a purificagdo, a amostra foi transferida para o tubo contendo a
coluna de silica. O material foi centrifugado a 13.370 RPM por 30 segundos e foi adicionado
500 pl de Wash Buffer (W4) para lavagem. Procedeu-se a centrifugacdo a 13.370 RPM por 30
segundos. Dando continuidade foi adicionado 500 pl de Wash Buffer (W5) e apds isso,
centrifugou-se a amostra a 13.370 RPM por 30 segundos. A lavagem foi repetida com o
tampdo W5 para total remocdo de qualquer residuo de Wash Buffer. O material passou por

centrifugagéo a maior velocidade por 2 minutos. Foi adicionado 100 ul de Elution buffer (E1)

a coluna e deixado em temperatura ambiente por 1 minuto e o material foi centrifugado a

velocidade maxima por 1 minuto. O DNA extraido foi estocado a -20 °C.

4.4  Amplificagéo do gene por PCR

O DNA foi amplificado por meio da técnica de PCR (Reagdo em Cadeia da
Polimerase), utilizando os iniciadores sintetizados em laboratério. O volume total da reacéo de
PCR utilizada foi 25 pl, sendo 2,5 pl de Tampéao 10x, 0,5 ul de MgCl» (Cloreto de Magnésio),
0,75 pl de dNTP, 1 pl para cada iniciador foward e reverse do gene, 0,25 ul da enzima Taq
polimerase, 2,5 ul de DNA vegetal e agua ultrapura Milli-Q para completar a reagdo. Para
amplificagdo do gene, foi utilizado o termociclador “Amplitherm” de acordo com as seguintes
condigdes: 1 ciclo de desnaturacdo a 94 °C por 4 minutos, em seguida 35 ciclos com 1 minuto

de desnaturacdo a 94 °C, 1 minuto de anelamento com temperatura de 55 °C e extensdo de 2
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minutos a 72 °C. Por fim, uma extensdo final de 10 minutos a 72 °C. O resultado da PCR foi

visualizado em gel de agarose 0,8%, e fotografado com o auxilio da foto documentadora.

45  Caracterizacéo do gene lipoxigenase

A caracterizacdo da sequencia do gene de lipoxigenase em pimenta-do-reino, obtida a
partir do sequenciamento realizado por Moreira et al., (2017), foi realizada por meio dos
seguintes passos: Para a busca de similaridade, as sequéncias de nucleotideos de pimenta-do-
reino foram analisadas por comparacdo em banco de dados bioldgico utilizando o programa
Blast-X (ALTSCHUL et al., 1990). O Programa Expasy (ARTIMO et al., 2012) foi usado para
identificar possiveis matrizes de leitura e fazer a identificacdo das sequéncias de aminoacidos.
A avaliacdo de possiveis dominios na sequéncia isolada foi feita usando os bancos de dados o
Blast-X e pfam (FINN, 2016). O servidor Phyre2 (KELLY et al., 2015) foi usado para
modelagem e previsdo da estrutura secundaria da proteina obtida. O programa PDB
(BERMAN et al., 2000) foi consultado para visualizar a estrutura tridimensional da proteina
lipoxigenase com maior similaridade a de pimenta-do-reino. Em seguida, a sequéncia de lox
foi predita por meio de modelagem comparativa usando o servidor Swiss Model (GUEX et al.,
2009). A avaliacdo da qualidade do modelo foi observada a partir da pontuacdo GMQE
(Global model Quality estimation) e do Qmean. O GMQE é dado pelo numero entre 0 e 1 e
reflete a precisdo esperada do modelo construido. NUmeros mais altos refletem maior
confiabilidade. O Z-escore do Qmean em torno de zero indica boa concordancia entre a

estrutura do modelo e a estrutura experimental de tamanho similar.



24
5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A extracdo de DNA gendmico para pimenta-do-reino mostrou-se satisfatoria. Na
imagem abaixo (Figura 8) é possivel observar a presenca de uma banda integra, representando
a extracdo de DNA de qualidade.

Figura 8 — Resultado da extracdo do DNA de pimenta-do-reino. A banda destacada pela seta
indica que ha integridade no DNA extraido. (1) Marcador. (2) DNA gendmico.

Fonte: Autor da pesquisa, 2018

As espécies utilizadas para constru¢do dos iniciadores, bem como seu numero de

acesso no banco de dados sdo mostradas na Tabela 2.

Tabela 2 - Espécies utilizadas para o alinhamento das sequéncias do gene lipoxigenase obtidas
no banco de dados NCBI.

ESPECIE NOME POPULAR NUMERO DE ACESSO
Salvia miltiorrhiza salvia vermelha JX297420.1

Solanum tuberosum batata Y18548.1

Momordica charantia meldo S&o Caetano AM930395.1
Arabidopsis thaliana - L04637.1

Crocus sativus acafréo X92890.1

Fonte: Adaptado NCBI, 2018

O alinhamento mostrado na figura 8 permitiu observar alto grau de conservacgéo entre
as sequencias e foi usado para construcdo dos iniciadores para 0 gene lipoxigenase em

pimenta-do-reino. Na figura 8 sdo destacadas, em verde, as regides selecionadas para o
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desenho dos iniciadores Forward e Reverse. Os iniciadores construidos foram denominados

Lox3F (no sentido quimico 5°— 3”) e Lox3R (no sentido quimico 3"- 5”). As sequéncias dos

iniciadores sintetizados estdo apresentadas na tabela 3.



Figura 9 — Alinhamento de sequencias do gene lipoxigenase em diferentes espécies vegetais, em verde estdo indicados os iniciadores

sintetizados (F) Forward e (R) Reverse.
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Tabela 3 — Sequéncia dos iniciadores sintetizados para o gene lipoxigenase de pimenta do
reino. TM — Temperatura média

INICIADOR SEQUENCIAS ™
LoxPn3F ATCATTTGGGCGTCTCTGCT 56.2°C
LoxPn3R GTGTGTTGCACTGCACTTCC 57.2°C

Fonte: Autor da pesquisa, 2018

O resultado da amplificacdo do gene isolado é mostrado na figura 9. Ao analisar a
figura 9 pode ser observado que ocorreu a amplificacdo de um fragmento parcial com cerca

de 750 pares de base.

Figura 10 — Isolamento parcial do gene lipoxigenase. (1) Marcador. (2) Fragmentos
amplificados. A seta indica um fragmento em torno de 750 pb.

Autor da pesquisa, 2018

A anélise da sequéncia de nucleotideos feita com o programa BlastX, permitiu
mostrar que a sequéncia obtida apresenta identidade com outras proteinas do tipo
lipoxigenase de diferentes espécies vegetais. Dentre as espécies que apresentam maior
identidade com a proteina parcial isolada destacam-se Persea americana que apresenta 74%
de similaridade com o gene parcial isolado de pimenta-do-reino, Parasponia andersonii e
Trema orientalis com 71%, Vitis vinifera, Prunus dulcis e, Cephalotus follicularis com 70%

e Ziziphus jujuba que apresenta 69% de similaridade (Figura 11).
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Figura 11 — Porcentagem da identidade do gene lipoxigenase de pimenta-do-reino
comparadas em diferentes espécies utilizando o programa BlastX.

Porcentagem de identidade de espécies com pimenta-do-reino
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Persea Trema Vitis Parasponia  Prunus Ziziphus ~ Cephalotus
americana orientalis  vinifera  andersonii dulcis Jujuba  follicularis

Fonte: Adaptada do BlastX

A andlise feita utilizando o programa Expasy, mostrou que a proteina isolada possui
cerca de 750 nucleotideos, que codificam 258 aminoacidos como mostrado na imagem
abaixo (Figura 11).

Figura 12 — Sequéncia de nucleotideos da proteina de pimenta-do-reino sequenciada (em
preto) e a sequéncia de aminoacidos traduzida (em vermelho).
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Fonte: Autor da pesquisa, 2018

O resultado da andlise usando o programa Pfam e BlastX mostrou que a proteina

isolada de pimenta-do-reino possui 0os dominios Plat-LH2 e lipoxigenase (Figura 12).

Figura 13 — Dominio lipoxigenase conservado encontrado na proteina parcial de pimenta-do-
reino é destacado em vermelho na figura.
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PLAT superfamily
Lipoxygenase superfamily

Fonte: BlastX

As sequencias de aminoacidos que fazem parte dos dominios lox e Plat de pimenta-

do-reino sdo mostrados na figura abaixo. (Figura 13).

Figura 14 — Sequéncia de aminoacidos do gene lipoxigenase. Em vermelho é destacado o
dominio lipoxigenase. Em azul encontra-se o dominio Plat. Em verde o dominio LH2

HLGVSALDKLHELVGKGVAFQLTISA
DHGDPEMGNRGVVGDEAYLQNWITT
I TPlVVAGESTFKLTFNWDEALGTZPG
ALLVKNHHHSEFLLKTLTLOQDVPGI
GRIHFVCNSWVYP|TKYYKHDRITFTFA
NOSYLPENTPLITLVFYREEELAQ LR
GDGNGELQEWDRVYDYAYYNDLGDP
DKSPDNARPVLGGSKEYPYPRRGRT
CGRETDPOTESRLPLLSLDIYVPRDE
RFGHLKMSDFLAYALKSIVOQFLVPE
VQCNT

Fonte: Autor da pesquisa, 2018

Proteinas do tipo lipoxigenase possuem normalmente um dominio Plat-LH2 na
regidao amino-terminal e um dominio lipoxigenase na regido carboxi-terminal (SONG et al.,
2016). O dominio Plat é encontrado em uma grande quantidade de proteinas ou lipidios
associados a membranas podendo apresentar um Unico dominio ou estar repetido
(BATEMAN e SANDFORD, 1999; HONG et al., 2000; MINOR et al., 2006; SHIN et al.,
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2004). E relatado na literatura que esse domino encontra-se sempre presente em espécies
vegetais monocotileddneas e dicotiledoneas (HYUN et al., 2015), porém, estudos sobre o
dominio Plat para vegetais ainda sdo escassos (SHIN et al. 2004). Trabalho realizado por
HYUN et al., (2015) com Arabidopsis sugere que a promoc¢ao da tolerancia ao estresse pode
ser a funcédo geral do PLAT.

De acordo com a analise do dominio lox da proteina parcial isolada podemos dizer
que a mesma se trata de uma proteina do tipo 9-lipoxigenases (9-LOXS). As proteinas 9-loxs
catalisam a oxigenado na posi¢do C-9 de &cidos gordos e tem sido relatada na ativacdo de
defesa da planta (WALPER et al., 2016). Estudos genéticos mostram que a via das 9-loxs tem
uma importante funcdo na ativacdo da defesa local contra patogenos (HWANG e HWANG,
2010; LOPEZ et al., 2011; MONTILLET et al., 2013), além disso, essa via ajuda no
desencadeamento da resisténcia sistémica (VICENTE et al., 2012). Estudos de MARCOS et
al., (2015) também mostra que os derivados da via das 9-loxs ativam respostas de defesa
baseadas na parede celular, participando na sinalizacao de danos na parede celular.

A andlise da estrutura secundaria da proteina feita usando Phyre2 mostrou que a
mesma possui similaridade a proteina lipoxigenase de soja (Figura 14). A proteina parcial
isolada de pimenta-do-reino possui 9 folas beta e 5 alfa hélice em sua estrutura ja a proteina

de soja apresenta 8 folhas beta e 4 alfa hélice em sua estrutura secundaria.

Figura 15 — Alinhamento da estrutura secundaria parcial da lipoxigenase de pimenta-do-reino
e lipoxigenase de soja.

s » . » . ® . 5 R
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Fonte: Phyre2
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Em relacdo a estrutura terciaria, a proteina isolada é similar a estrutura da proteina
lipoxigenase de soja (1rrl2.A) (Figura 15).
Figura 16 — Proteina de lipoxigenase em soja completa (1rrl2.A)

Fonte: Swiss model

O modelo da estrutura terciaria construido para pimenta-do-reino usando o servidor
Swiss model é mostrado na figura abaixo (Figura 16). As regides mostradas em azul sdo as
regiGes polares e em vermelho sdo destacadas a regides hidrofilicas. O modelo construido é
um modelo confiavel de acordo com a medida de QMEAN e GMQE em torno de 0,77
observada.

Figura 17 — Estrutura terciaria parcial da proteina lipoxigenase de pimenta-do-reino

Fonte: Swiss model
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CONCLUSAO

O trabalho permitiu a caracterizacdo parcial do gene de lipoxigenase em pimenta-do-
reino. O gene isolado possui em torno de 750 pares de bases e similaridade com diferentes
espécies vegetais, como: Persea americana, Parasponia andersonii e vitis vinifera. O gene
codifica 258 amino&cidos e apresenta os dominios Plat-LH2 e lipoxigenase, relatados na
literatura como importantes para a defesa da planta contra patégeno. A proteina isolada é do
tipo 9-lipoxigenase, importante para ativagdo da defesa local, da resisténcia sistémica e
ativacdo de outras respostas de defesa das plantas. Além disso, a analise da estrutura
secundaria e terciaria da proteina mostrou que a mesma possui similaridade a proteina
lipoxigenase de soja. Os resultados alcancados representam uma contribuicdo a respeito das
respostas moleculares de pimenta-do-reino, 0 que pode ser considerado importante, na
medida em que informacGes moleculares para esta espécie ainda sdo escassas e podem

auxiliar programas de melhoramento genético.
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PERSPECTIVAS

Diante dos resultados do trabalho, temos como perspectivas:

v
v

O isolamento total da proteina lipoxigenase em pimenta-do-reino;

Realizacdo de estudos de expressdo génica para a proteina isolada, permitindo assim,
a validacdo de trabalhos in silico realizados previamente;

Apresentacdo dos resultados obtidos no Congresso Internacional de Genética 2018;

Publicacédo do estudo em revista cientifica.
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