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RESUMO

Os jasmonatos afetam varios aspectos do desenvolvimento das plantas,
como senescéncia e desenvolvimento de graos de pdlen, e atuam como
sinalizadores em respostas a estresses ambientais, como injuria mecanica e
ataque de herbivoros ou patdégenos.

Mutantes com alteracdo na percepgdo efou sintese de jasmonatos sdo
muito utilizados em estudos da via de transdugéo de sinais desses fitorménios. O
mutante coi? (coronatine insensitive) de Arabidopsis thaliana é insensivel a acido
jasménico, apresenta respostas alteradas a dano mecénico, e possui flores
macho-estéreis, fendtipos associados a mutagéo no gene CO/1.

Através da técnica de ‘“differential display” de mRNAs, isolamos um
fragmento de DNA com expressdo em flores de plantas selvagens, mas n&o nas
flores macho-estéreis do mutante coi1. O “screening” de uma biblioteca de cDNA
de flores levou ao isolamento de dois cDNAs, homologos as proteinas ligantes de
mirosinase (“myrosinase-binding proteins” ou MBPs), encontradas normalmente
em associagdo com o complexo mirosinase-glicosinolato em varios membros da
familia Brassicaceae. Esse complexo participa de reacdes de defesa contra
patogenos e herbivoros. Os jasmonatos induzem algumas proteinas presentes no
complexo, causando um aumento dos produtos de hidrélise dos glicosinolatos,
alguns dos quais podem ser toxicos a insetos e patogencs. Esses produtos
também podem servir como fonte de nitrogénio e enxofre, necessarios para
estagios especificos do desenvolvimento da planta.

Os transcritos correspondentes aos genes MBP1 e MBP2 s&o expressos
apenas e abundantemente em flores de plantas selvagens, e ndo sdo induzidos
por MeJA ou dano mecanico em plantulas. A andlise de “Northern blot” mostrou
que os genes MBP1 e MBP2 estdao presentes nos estagios iniciais do
desenvolvimento floral. Experimentos de hibridizagdo in situ revelaram que os
transcritos correspondentes ao gene MBP71 sdo mais expressos em flores

imaturas, em varios 6rgéos, incluindo ovario, 6vulos, estigma, filamento e antera.



Uma vez que as MBPs parecem participar do complexo mirosinase-
glicosinolato, nés avaliamos a expressdao do gene TGG1, que codifica uma
isoforma de mirosinase. O gene TGG17 apresenta expressdao semelhante aos
genes MBP1 e MBP2 ao longo dos estagios de desenvolvimento da flor, mas séo
expressos também em tecidos vegetativos, sendo apenas parcialmente afetados
pelo gene CO/1. Preparagbes de extrato bruto de proteinas soluveis revelaram
que a atividade de mirosinase sobre sinigrina € maior em flores do que em folhas
das plantas selvagens, e que a atividade é reduzida nos mesmos Orgaos das
plantas coi7.

Os resultados obtidos nesse trabalho mostraram que o gene CO/1 controla
a expressdo de MBP em flores e afeta significativamente a expressdo e a

atividade de mirosinase em Arabidopsis.



ABSTRACT

Jamonates are plant hormones involved in senescence, defense and
wounding responses, and pollen development.

Arabidopsis thaliana coi1 mutants (coronatine insensitive) are insensitive to
methyl jasmonate and present altered responses to wounding. The flowers of the
coi1 mutant plants are male sterile, with abnormal development of polien grain. By
means of mRNA differential display technique, we have isolated a DNA fragment
expressed only in flowers of Arabidopsis. Two related Arabidopsis cDNAs
homologous to myrosinase-binding proteins (MBPs) were isolated during the
screening of a flower cDNA library. Myrosinase-binding proteins are thought to be
part of myrosinase-glucosinolate complex in plants. This compiex is implicated in
defense reactions against pathogens and herbivores. Jasmonates are able to
induce specific proteins of the complex, thus increasing the glucosinolate hydrolytic
products, some of which are toxic to insects and pathogens. These products may
also be a source of nitrogen and sulphur for specific developmental stages.

The corresponding transcripts (MBP1 and MBP2) differ in size and are
expressed during the early stages of flower development. The transcripts were not
detected in male sterile flowers of the coi7 mutant, indicating a dependence on the
COI1 function for their expression. The shorter message MBP1 was localized in
male and female organs of wild-type flowers, but it was not detected in sepals.
Since MBPs are associated with the myrosinase complex, we probed the
expression of a myrosinase gene (TGG7) during flower development and observed
that, similarly to MBP1, TGG1 is also expressed at earlier stages of flower
development, and that the coi7 mutation affects its expression. Although TGG1
mRNA was also found in seedlings, leaves and siliques, and was induced by JA,
the pattern of expression of MBP1 and TGG17 correlates well during flower
development. Crude preparations of soluble protein from leaf and flower extracts
revealed that myrosinase activity toward sinigrin is higher in flower than in leaves
of Arabidopsis, and the activity is significantly reduced in these organs in the coi1



mutant. Our results show that CO/7 function controls the expression of MBPs in

floral organs, and affects the expression and activity of myrosinase.



INTRODUCAO

Jasmonatos

As plantas superiores se adaptam a mudangas do meio ambiente e a
estresses bidticos alterando aspectos morfoldgicos, fisioldgicos e de seu
desenvolvimento (Wasternack e Parthier, 1997). No nivel celular, essas respostas
sdo verificadas pela mudanca no padrdo da expressdo génica, na composigéo
protéica e nas atividades enzimaticas. Alteragbes nas condigdes do meio
percebidas pela planta desencadeiam uma cascata de sinais que culmina com as
respostas celulares. Os compostos de sinalizag@o realizam seus efeitos por meio
de uma seqliéncia de reagdes bioguimicas, conhecidas como via de transdugéo
de sinais, que amplificam o sinal 6rigina| e resultam em dultima insténcia na
ativacdo ou repressdo de genes. Entre os compostos sinalizadores em plantas
estdo as substancias que promovem crescimento e desenvolvimento, como
auxina, giberelinas, citocininas, etileno, acido abscisico (ABA) e acido jasmbnico
(JA).

Nos uitimos anos os octadecanodides, também denominados jasmonatos,
foram reconhecidos como uma familia de moléculas de sinalizagdo que atuam em
varias respostas a estresses ambientais (Creelman e Mullet, 1997), tais como
injiria mecanica, ataque de herbivoros ou patégenos (Farmer e Ryan, 1990), e
desidratacdo (Creeiman e Mullet, 1995). Nas plantas sadias, os jasmonatos estdo
envolvidos na distribuicdo de carbono (Stintzi e Browse, 2000), na maturagdo e
liberagéo de pdlen (McConn e Browse, 1996; Feys et al., 1994) e na senescéncia
(Watanabe et al., 2000).

O mecanismo de sinalizagdo derivado dos octadecandides em plantas tem
um sistema paralelo nos animais, onde prostaglandinas, prostaciclinas,
leucotrienos e tromboxanas sao sintetizadas a partir de acido aracdénico, através
de uma via muito semelhante a da biossintese dos jasmonatos. Esses compostos

estéo envolvidos em eventos inflamatdrios e em resposta a dor (Mueller, 1997).



InGmeros trabalhos vem sendo realizados com o intuito de esclarecer a via
de transdugdo de sinais dos jasmonatos, os genes regulados por esses
compostos, as enzimas envolvidas em sua biossintese e os efeitos causados por
alteracbes na percepcgio desses sinalizadores em plantas. A compreensao desses
aspectos poderé nos ajudar a entender melhor a fisiologia das plantas e seus
processos de adaptagdo as constantes alteragbes ambientais, bem como auxiliar
no estudo de vias relacionadas a via dos octadecandides que estejam presentes

nos animais.

Biossintese dos Jasmonatos

Os jasmonatos sao sintetizados a partir de um acido graxo poli-insaturado,
o &cido linolénico (LA), encontrado predominantemente em glicerolipideos de
membrana de células vegetativas. O acido linolénico € liberado dos lipideos da
membrana pela agdo de fosfolipases, cuja ativagdo pode ser precedida ou
mediada por eventos de fosforilagdo, por aumentos transitérios em ca®
citossolico efou por fluxo idnico (revisdo em Narvaez-Vasquez et al., 1999). Estudo
realizado com folhas de tabaco submetidas & injuria mecanica demonstrou que a
transcricio de uma MAP quinase, enzima responsavel pela fosforilagcdo de
proteinas durante a transdugdo de sinais em eucariotos, precede um aumento
temporario na concentragdo de jasmonato. Em plantas de tabaco que
superexpressam uma proteina MAP quinase transgénica, ocorre o silenciamento
do gene que codifica a enzima enddgena, e ndo ha aumento nos niveis de
jasmonato nem indugdo de genes de resposta a injuria mecénica. Esses
resultados demostram que a via de transdugdo de sinal de injuria mecénica €
dependente de eventos de fosforilagdo, e que a atividade da quinase € anterior &
sintese de jasmonatos (Seo et al., 1995). Os alvos da quinase n&o estdo bem
estabelecidos, podendo ser fosfolipases ou lipoxigenases envolvidas na liberagao
e oxidacéo do precursor acido linolénico (Wasternack e Parthier, 1997). Outros
eventos que atuam anteriormente a sintese dos jasmonatos ainda s&o pouco

conhecidos.



A biossintese de JA foi inicialmente descrita por Vick e Zimmerman (1983) e
ocorre em sete etapas (Fig. 1): a enzima 13-lipoxigenase (13-LOX) catalisa a
conversdo de 4acido linolénico em &cido 13(S)-hidroperdxi-9(Z),11(E),15(Z)
octadecatriendico. Uma aleno 6xido sintase (AOS) e uma aleno 6xido ciclase
(AOC) atuam em seqiéncia e formam o derivado ciclopentanona acido 12-oxo-
fitodiendico (OPDA). As etapas iniciais de sintese acontecem no cloroplasto (Koch
et al., 1999), a partir de onde o OPDA é provavelmente exportado para o citossol.
A enzima OPDA redutase reduz o OPDA e forma o acido 12-oxo-fitodiendico
(OPC 8:0), que é posteriormente degradado através de 3 passos consecutivos de
B-oxidacdo. O (+)-7-iso-JA formado € rapidamente convertido em sua estrutura
estereoisomérica estavel, o (-)-JA (Wasternack et al., 1998, Parchmann et al.,
1997).

Compostos Ativos da Via dos Octadecandides

A via de sinalizagdo baseada nos octadecandides € composta de pelo
menos 4 classes de compostos com estruturas diferentes, e provavelmente
dotados de capacidade de sinalizagdo (Fig. 1). S&do elas: (a) acidos graxos
aciclicos, entre eles o acido linolénico; (b) acidos graxos ciclopentandides com 18
carbonos, sendo o OPDA o primeiro composto ativo da via, nessa classe; (c)
acidos graxos ciclopentandides com 12 carbonos como epi-JA e JA; e (d)
aminoacidos conjugados de intermediarios da cascata (Koch et al., 1999, Blechert
et al., 1999, Wasternack et al., 1998, Tamogami et al., 1997). Além da conjugagéo
de aminoacidos, JA e outros intermedidrios podem sofrer outras modificages
quimicas, como metilagdo, hidroxilagdo e esterificagdo (Wasternack e Parthier,
1997). Os novos compostos formados possuem atividade em processos
fisiologicos regulados por jasmonatos.

As concentragbes absolutas e relativas dos membros ativos da familia dos
jasmonatos conferem as plantas um perfil de oxilipinas. Esse perfil € dinamico, e
varia durante o desenvolvimento das plantas e em decorréncia dos estresses
ambientais a que elas s@o submetidas (Weber et al, 1997). Weber e
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Figura 1- Via de biossintese do acido jasmdnico, de acordo com Vick e
Zimmerman (1983). Inibidores estdo indicados por um X na etapa enzimatica em
que possivelmente atuam. Os intermediarios da via que podem possuir diferentes
atividades biolégicas estdo identificados pelas letras: (a) acidos graxos aciclicos;
(b) acidos graxos ciclopentandides com 18 carbonos; (c) &cidos graxos
ciclopentanéides com 12 carbonos como epi-JA e JA; e (d) aminoacidos
conjugados de intermediarios da cascata. Retirado de Koch et al., 1999.



colaboradores (1997) mostraram que, em plantas sadias de Arabidopsis e batata,
as concentracdes endogenas relativas de OPDA, JA e dinor-OPDA (um composto
derivado de um acido graxo de 16 carbonos) sdo diferentes. Apds injuria
mecanica, os niveis relativos desses compostos sao alterados de forma distinta
nas duas espécies estudadas. Os autores sugerem que o perfil de oxilipinas pode
refletir a fisiologia do tecido em um determinado momento, e que os membros da
familia dos jasmonatos devem agir como um complexo, e nao como moléculas

Unicas de papel biolégico definido e restrito.

Parchmann e colaboradores (1997) também mostraram a diversidade da via
dos octadecandides investigando os niveis de alguns de seus compostos ativos
em cultura de células de diferentes plantas, apés incubagdo com preparagdes de
parede celular de fungos. Em cinco de sete espécies de plantas estudadas, os
niveis maximos de OPDA excederam o pico de JA entre 3 e 5 vezes, enquanto
nas plantas restantes JA foi o metabdlito mais acumulado. Estudos realizados com
diferentes espécies de plantas mostraram uma diferenga na atividade de JA e seu
metil éster, metil jasmonato (MeJA), corroborando a existéncia de varios
compostos ativos entre os octadecandides. MeJA se mostrou mais ativo na
inducdo de genes de inibidores de protease em tabaco, e do processo de
senescéncia em cotilédones de girassol, enquanto JA foi mais eficiente na indugao
de fitoalexinas em cultura de células em suspenséao de arroz (Ward ef al., 1999).

Processos Fisiologicos Regulados por Jasmonatos

Uma das primeiras fungbes atribuidas a JA e MeJA foi a inducdo de
senescéncia em plantas (Ueda e Kato, 1980). Além disso, JA e MeJA inibem a
germinagédo de sementes ndo dormentes e estimulam a germinacdo de sementes
dormentes, provavelmente alterando a sensibilidade das mesmas a ABA
(Creelman e Mullet, 1997). MeJA inbibe o crescimento de raizes em algumas
espécies de plantas, como por exemplo Arabidopsis (Staswick et al., 1992).
Algumas respostas a irradiagdo UV sdo mediadas, em parte, por alteracdes nas
concentragdes de JA e na sua via de sinalizagdo (Conconi et al., 1996). JA ou um

9



derivado, &acido tuberbnico, parece desempenhar um papel na formagao de
tubérculos (Creelman e Mullet, 1997).

Os niveis de JA nas plantas variam de acordo com o tecido e o tipo celular,
o estagio de desenvolvimento, e em resposta a diferentes estimulos (Creelman e
Mullet, 1997). Os jasmonatos s&o encontrados por toda a planta, com as maiores
concentragdes sendo observadas em tecidos em crescimento, como o hipocétilo,
a plimula, o apice radicular, flores, frutos e folhas jovens (Creelman e Mullet,
1995). Os niveis de JA sadc maiores em folhas jovens de feijdo em
desenvolvimento, que necessitam de carbono e nitrogénio para o seu
metabolismo, do que em folhas maduras completamente expandidas, sugerindo
um papel dos jasmonatos na disponibilizacdo desses elementos (Creelman e
Mullet, 1995).

Os niveis de JA sdo altos em estruturas reprodutivas, sugerindo uma
funcdo desse composto na formagdo de flores, frutos e sementes. Acido
jasmonico regula a maturagdo do pdlen e a deiscéncia de anteras, como foi
demonstrado por trabalhos realizados com mutantes que possuem deficiéncia na
sintese ou na percepgdo desse sinalizador (McConn e Browse, 1996; Feys ef al.,
1994). A presenca de JA e derivados de acidos graxos volateis relacionados a
esse composto, na flor, sugere também uma fun¢éo dos jasmonatos na atragéo de
insetos e na dispersdo de pdlen (Creelman e Mullet, 1997). Outros aspectos
controlados por JA em estruturas reprodutivas incluem: amadurecimento e
composi¢cdo de carotendides de frutos, e expressdao de genes que codificam
proteinas de reserva (VSPs, Creelman e Mullet, 1997). O amadurecimento dos
frutos de tomate e de macga parece ocorrer através da ativagdo, por jasmonatos,
de enzimas responsaveis pela sintese de etileno (Sheng et al.,, 2000, Czapski e
Saniewski, 1992). Nas flores e nos frutos em desenvolvimento de feijdo e de
Arabidopsis, os genes que codificam as VSPs sdo muito expressos (Creeiman e
Mullet, 1997, Berger et al., 1995). As proteinas VSPs nesses tecidos parecem
servir de estoque temporario de carbono e de nitrogénio, para uso posterior
durante a rapida sintese de proteinas de reserva das sementes (Creelman e
Mullet, 1997).
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Aplicacbes de JA na folha causam decréscimo na expressdo de genes
nucleares e de cloroplasto envolvidos na fotossintese (Reinbothe et al., 1994a),
além de uma perda de clorofila nas folhas e em culturas de células (Creelman e
Mullet, 1995). A abilidade de JA de inibir a expressdo de genes envolvidos em
fotossintese sugere que os jasmonatos possam auxiliar na redugéo da capacidade
de assimilagdo de carbono sob condicdes de excesso de luz ou agucar. A indugdo
da sintese de VSP estimulada por JA cria um escoamento para o carbono € o

nitrogénio (Creelman e Mullet, 1995).

Em 1990, Farmer e Ryan demonstraram que jasmonato e seu metil éster,
aplicados exogenamente, sdo prontamente captados pelas células da planta,
levando & ativacido da expressdo de genes de defesa. Desde entdo, foi
demonstrado que preparag0es de parede celular de fungos, antibioticos
bacterianos, elicitores derivados da parede celular de plantas ou de fungos, injuria
mecanica, e uma variedade de outros estimuios levam a uma rapida sintese de JA
enddgeno (Mueller, 1997). Esse, por sua vez, ativa a transcricdo de genes de
defesa, produzindo uma variedade de proteinas induzidas por jasmonato ou JiPs
(Parchmann et al., 1997), metabdlitos secundarios de fungdo antibidtica
(Parchmann et al., 1997, Gundlach et al., 1992), proteinas fungicidas, e proteinas
celulares possivelmente envolvidas na sintese de barreiras a infecgéo (Creelman e
Mullet, 1997), promovendo resisténcia ao ataque de herbivoros e patdogenos em
plantas. MutagGes que reduzem a producdo de JA normaimente aumentam a
suscetibilidade das plantas a herbivoros. O mutante de tomate def7, deficiente na
sintese de OPDA, ndo acumuia inibidores de proteinase em resposta a injuria
mecanica, e € mais suscetivel ao inseto Manduca sexta do que as plantas
selvagens (Howe et al., 1996). O mutante de Arabidopsis fad3-2fad7-2fad8,
deficiente em JA e LA, é rapidamente atacado por larvas de Bradysia impatiens,
recuperando sua capacidade de defesa quando tratado com MeJA (McConn et al.,
1997)

Os herbivoros, entre eles os insetos, sdo responsaveis por dois tipos de
sinalizagdo que levam a ativagdo da expresséo de genes de defesa: a mecanica e
a quimica. Apds injlria mecanica, os niveis enddégenos de JA aumentam,
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possivelmente devido a ativagdo das enzimas presentes na via metabodlica do
composto. isso ocorre por exemplo em plantas de tabaco e batata (Martin et al.,
1999), onde a ativagdo de w3 dessaturases promove um aumento na
concentracdo de acido linolénico intracelular (Wasternack e Parthier, 1997),
acionando a via dos octadecandides. Esse aumento enddgeno das oxilipinas
ativas precede a ativagdo transcripcional do gene Pin2 de batata e tomate, e de
outros genes de resposta a injuria mecanica (Martin et al,, 1999, Titarenko et al.,
1997). Alguns hormoénios podem agir em conjunto com JA para a ativacdo dos
genes de resposta a injuria mecanica, como por exemplo o etileno e o acido
abscisico (Stotz et al., 2000, Wasternack e Parthier, 1997). A injuria mecanica e as
respostas relacionadas nao sao suficientes, no entanto, para explicar todas as
mudangas bioquimicas e fisioldgicas que acontecem em resposta ao ataque de
insetos (Stotz et al., 2000). Os insetos liberam substancias quimicas, os elicitores,
capazes de induzir a emissdo de sinais volateis de alarme pela planta atacada,
sinais esses que podem atrair predadores e parasitdides dos insetos (Farmer et
al., 1998).

O ataque de herbivoros gera também um sinal sistémico que provoca a
ativacdo da via dos octadecandides em locais distantes da planta. Esse sinal é
originado no local do ferimento, com a hidrolise de pro-sistemina em sistemina. A
sistemina é entdo transportada via floema, e sua percepgcdo desencadeia a
indugdo da via dos jasmonatos (Wasternack e Parthier, 1997). Experimentos de
bloqueio da via de sinalizagdo de injuria mecanica, através da expressao de um
gene antissense de pré-sistemina, mostraram a inibigdo do acimulo de inibidores
de proteinase e a consequente reducgdo da resisténcia de plantas de tabaco a
larva de Manduca sexta (Orozco-Cardenas ef al., 1993).

Além da sinalizagdo interna da planta em resposta a herbivoria, os
jasmonatos volateis, como MeJA, parecem desempenhar papel de comunicagao
entre plantas. Foi verificado que MeJA liberado de plantas de Artemisia tridentata
machucadas é capaz de induzir a atividade da polifenol oxidase, uma proteina
com possivel fungcdo de defesa, e reduzir os danos causados por herbivoros a
folhas de tabacos vizinhos (Karban et al., 2000).
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Os jasmonatos se acumulam apds a infecgdo por patégenos e induzem a
expresséo de compostos com agdo antimicrobiana, provavelmente promovendo a
ativagdo da transcrigdo de genes que codificam as enzimas biossintéticas desses
compostos (Vijayan et al., 1998, Blechert et al, 1995). Alguns trabalhos
demonstraram que a resisténcia de plantas a patdgenos € dependente da
sinalizagdo de JA. A transcricdo do gene que codifica a proteina antifungica
defensina, PDF1.2, é induzida em plantas selvagens de Arabidopsis infectadas
com o fungo Alternaria brassicicola. O mesmo fungo, no entanto, é incapaz de
induzir a expressdo do gene PDF1.2 no mutante coi1 de Arabidopsis, que é
deficiente na sinalizacdo de jasmonato (Penninckx et al., 1998). O fungo Pythium
mastophorum nao induz a expressdo de genes sabidamente ativados por
jasmonatos no mutante fad3-2 fad7-2 fad8 de Arabidopsis, deficiente no actimulo
de jasmonato. O mutante fad3-2 fad7-2 fad8 é protegido da infeccdo por P.
mastophorum quando recebe a aplicagdo exdégena de jasmonato (Vijayan et al.,
1998).

Normaimente, a interagdo de um patégeno com um hospedeiro resistente
inicia uma resposta hipersensitiva (HR) localizada e, a0 mesmo tempo, sinais de
longa distancia que induzem a expressdo de genes que codificam proteinas
relativas a patogenicidade (proteinas PR) nas partes n&o infectadas da planta, em
um processo conhecido como resisténcia sistémica adquirida ou SAR (Vijayan et
al., 1998). Varias moléculas de sinalizagdo parecem estar envolvidas na
coordenacdo da SAR, entre elas o acido salicilico, o metil jasmonato, o etileno, o
peréxido de hidrogénio, e radicais superdxido (Vijayan et al., 1998, Penninckx et
al., 1998 e Thomma et al., 1998). Um modelo para a resisténcia sistémica
adquirida em Arabidopsis coloca as vias de sinalizagcdo de JA e de SA em paralelo
(Farmer et al., 1998). O ataque de um patégeno avirulento promove a ativagéo de
lipoxigenases e hidroperéxido liases, responséaveis pela produggdo de
hidroperéxidos e alcenos toxicos, que promovem a morte do patégeno e de
células da planta durante a resposta hipersensitiva. JA e SA ativam a express&o
de genes de defesa em tecidos distantes e contribuem para a SAR (Farmer et al.,
1998).
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Um outro tipo de interacédo planta-patégeno ocorre durante a resisténcia
sistémica induzida ou ISR, processo no qual a resisténcia a infecgdo por um
patbgeno é induzida pela colonizagdo precedente da planta com um
microorganismo ndo patogénico. Em Arabidopsis, a ISR mediada por rizobactéria
contra a bactéria Pseudomonas syringae pv tomato é dependente de jasmonato e
etileno (Pieterse et al., 1998). O etileno esta envolvido na geragéo ou translocagao
do sinal de ISR a partir do local da inducdo da resposta, e provavelmente as
plantas que desenvolvem ISR possuem um potencial maior de produgéo de etileno
quando ocorre a infecgdo com o microorganismo patogénico. Com relagado aos
jasmonatos, parece que as plantas que expressam ISR possuem um potencial
aumentado para a indugéo de alguns genes de defesa regulados por JA, levando
a uma eficiéncia maior da expressdo desses genes depois da infecgdo pelo
patégeno (Pieterse et al., 2000). ‘

Uma das respostas de plantas contra o ataque de patdgenos € a sintese de
compostos com atividade antimicrobiana, conhecidos como metabolitos
secundarios (Garcia-Ponce e Rocha-Sosa, 2000). Os jasmonatos induzem o
acumulo de metabdlitos secundarios que fazem parte do sistema de defesa em
plantas (Creelman e Mullet, 1997 e Tamogami ef al., 1997), como terpendides
(van der Fits ef al., 2000), alcaldides (Gundlach et al., 1992) e fendlicos (Sharan et
al., 1998, Lee et al., 1997). Em arroz, tanto JA endégeno quanto JA aplicado
exogenamente promovem a sintese de um flavonoide que possui alta atividade
antimicrobiana e se acumula no local da infeccdo e em tecidos proximos
(Tamogami et al., 1997, Rakwal ef al., 1996).

Mecanismos Moleculares de Regulagao por Jasmonatos

Os jasmonatos, possivelmente, interagem com receptores nas células para
ativar vias de transdugéo de sinais, culminando com alteragbes na transcrigéo ou
traducdo de genes, que participam dos diversos processos fisiologicos mediados
por esses compostos (Creelman e Mullet, 1997). Possiveis receptores de
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jasmonatos em Arabidopsis ndo foram encontrados, e sua localizagao intracelular
€ desconhecida (Farmer et al., 1998).

A regulagdo da transcrigdo génica por jasmonatos também ndo esta
esclarecida. Promotores de dois genes induzidos por MeJA, Pin2, inibidor de
proteinase 2 de batata (Kim et al., 1992) e VspB, proteina de reserva de soja
(Mason et al., 1993), foram analisados e foi encontrada uma regifo comum de 50
pb que conferia resposta a JA. A regido contém uma seqiiéncia G-box (CACGTG),
que pode ser um sitio potencial para a ligagdo de fatores de transcricdo do tipo
bZIP. A bestatina, um inibidor de aminopeptidases em plantas e animais, é capaz
de induzir a expressao de genes de defesa regulados por JA em folhas de tomate.
Ao contrario de outros sinais que usam a via dos octadecandides para promover a
expressdo génica, a bestatina ndo causa um aumento na concentragdo
intracelular de JA (Schaller et al., 1995). Sua agdo deve estar relacionada a
inibicio de uma protease envolvida na regulacdo de fatores de transcrigéo,
sugerindo que a expressdo de genes modulados por jasmonatos pode ser
normalmente inibida pela acdo de uma aminopeptidase (Creeiman e Mullet, 1997,
Schaller et al., 1995).

Acido jasménico reprime o inicio da tradugdo de proteinas relacionadas a
fotossintese, como as proteinas RBCS, subunidade menor da ribulose-1,5-
bifosfato carboxilase/oxigenase e CAB, proteina ligante de clorofila a/b (Reinbothe
et al., 1993a). Uma proteina induzida por acido jasménico em cevada, JIP60, é
inativadora de ribossomos e capaz de dissociar polissomos com transcritos de
RbcS e Cab provenientes de tecidos tratados com acido jasménico (Reinbothe et
al., 1994b). Essa clivagem de polissomos pode ser responsavel pela degradagéo
de proteinas envolvidas em fotossintese, mas o mecanismo pelo qual JIP60
discrimina os polissomos que possuem transcritos que devem ser eliminados nao

é conhecido.

A subunidade maior da proteina ribulose-1,5-bifosfato
carboxilase/oxigenase sofre regulagdo pds-transcripcional (RBCL; Reinbothe et
al., 1993b). O tratamento de folhas de cevada com acido jasmoénico induz o
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aparecimento de um transcrito da Rbc/ de tamanho maior do que o transcrito
obtido a partir de folhas n3o tratadas. A seqiiéncia extra transcrita € complementar
a extremidade 3' do RNA ribossdémico 16S. A exata complementariedade entre
essas duas seqléncias sugere um possivel pareamento entre as mesmas, 0 que
inibiria a tradugdo da proteina (Reinbothe et al., 1993b). N&o se sabe ainda qual o
mecanismo que controla a sintese do transcrito maior em resposta ao acido

jasmonico.

Mutantes com Alteragdes na Percepgédo e/ou Sintese de Jasmonatos

Arabidopsis thaliana tem sido utilizada como planta modelo para estudos de
diferentes vias de transdugdo de sinais mediadas por fitorménios. A analise de
plantas mutantes ou transgénicas com alteragdes na percepgéo ou nos niveis dos
horménios, e de compostos que afetam o crescimento e o desenvolvimento das
plantas, possibilita a caracterizagdo dessas substéncias (Creelman e Mullet,
1997).

Os mutantes de Arabidopsis com sensibiidade reduzida a MeJA
caracterizados até o momento foram: jar? (“jasmonate resistant’, Staswick et al.,
1992), coi1 (“coronatine insensitive’, Feys et al, 1994), jin1 e jin4 (‘methyl
jasmonate-insensitive”, Berger et al., 1996). Todas as mutagbes s&o segregadas
como tragos mendelianos recessivos, e as mutagdes jar! e jin4 podem ser
alélicas. Os mutantes jar1, jin1 e jin4 foram selecionados por apresentarem
reducdo da inibigio do crescimento da raiz, provocada por MeJA, em comparagdo
com as plantas selvagens. O crescimento das raizes é mais afetado por MeJA nos
mutantes jin4 e jar1 do que em coil e jin1. Além desse fendtipo, os mutantes
apresentam diferengas no acumulo de proteinas de reserva do tipo VSPs. As
VSPs ndo sdo produzidas em flores de coif, apesar de seus niveis serem
elevados nas flores das plantas selvagens e dos mutantes jin1 e jin4. As VSPs
também ndo sdo induzidas por MeJA em folhas das plantas coi, jar1, jin1 e jin4, e
o mutante coif ndo apresenta indugéo de LOX? por MeJA. Apenas as plantas coi?
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s&0 macho-estéreis e ndo acumulam antocianinas em resposta a MeJA (Berger et
al., 1996, Benedetti ef al., 1995, Feys et al., 1994, Staswick et al., 1992).

O mutante de Arabidopsis opr3 foi isolado como um mutante macho-estéril
no qual um membro da familia génica OPR (OPDA redutase), designado OPRS3,
foi rompido por uma insercao de T-DNA (Stintzi e Browse, 2000). O mutante opr3,
assim como o mutante fad3-2 fad7-2 fad8 (Stintzi e Browse, 2000, McConn e
Browse, 1996), possui as seguintes caracteristicas em relagéo ao fendtipo macho-
estéril: os 6rgaos florais se desenvolvem normalmente dentro do botao floral, mas
os filamentos nao se alongam o suficiente para posicionar os Ioculos das anteras
acima do estigma por ocasido da antese; ndo ha deiscéncia dos loculos da antera
quando ocorre a abertura da flor; e os graos de pdélen sdo predominantemente
inviaveis. A aplicagdo de JA aos botdes florais em um estagio especifico do
desenvolvimento é capaz de reverter os trés defeitos no mutante opr3 (Stintzi e
Browse, 2000), bem como no mutante fad3-2 fad7-2 fad8 (McConn e Browse,
1996). A isoforma OPRS3 é a Unica enzima capaz de produzir o JA necessario para
a maturagao e liberagao de pélen (Stintzi e Browse, 2000).

O mutante coi? foi selecionado pela insensibilidade a fitotoxina coronatina
(Feys et al., 1994). A coronatina € uma fitotoxina produzida por alguns patovares
de Pseudomonas syringae (Bender et al., 1993, Wiebe e Campbell, 1993), e nao
apresenta especificidade contra a planta hospedeira. A coronatina € um fator de
viruléncia em doengas causadas por essas bactérias, sendo importante nos
passos iniciais da infeccdo, em interagcbes compativeis de planta-patégeno (Budde
e Ulirich, 2000).

Os efeitos biolégicos da coronatina sdo: a clorose de folhas e a promog¢ao
de senescéncia em tabaco, hipertrofia do tubérculo de batata, inibigdo do
crescimento de raiz em trigo, sintese de etileno em tabaco, e sintese de inibidores
de proteinase em tomate (Bender et al., 1999). Em Arabidopsis, a coronatina induz
0 acumulo de antocianinas no local da infec¢do (Bender ef al., 1999).

A coronatina é constituida por dois elementos, 0 acido coronafacico (CFA) e

o acido coronamico (CMA). CFA e JA possuem estruturas e atividades biologicas
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semelhantes quando testados em ensaios de resposta a JA (Budde e Ulirich,
2000). O CFA é capaz de impedir o reconhecimento de patdégenos e inibir a HR,
dependendo da concentragcdo e do momento da adi¢do na area infiltrada com o
patégeno, sugerindo uma fungéo como mimico molecular do JA (Budde e Ullrich,
2000). Por outro lado, a coronatina compartilha semelhanga estrutural e funcional
com o OPDA, possuindo respostas moleculares idénticas a OPDA em muitos
ensaios, como na indugdo de compostos volateis em Pasheolus lunatus (Koch et
al., 1999), e na mecanotransdugdo em gavinhas de Bryonia dioica (Blechert et al.,
1999). Essas semelhangas sugerem que a coronatina pode mimetizar compostos
de sinalizagdo derivados da via dos octadecandides em plantas superiores (Budde
e Ullrich, 2000, Feys et al., 1994). Apesar das semelhangas funcionais, apenas
coronatina é capaz de induzir o aumento da espessura da parede celular e causar
mudancas na estrutura de cloroplastos e clorose em tomate, enquanto CFA e
MeJA ndo (Palmer e Bender, 1995). Esses fatos sugerem que coronatina ndo age
somente como mimico molecular dos octadecandides.

O mutante de Arabidopsis coi7 é insensivel a coronatina e MeJA, € macho-
estéril (Fig.2; Feys et al., 1994), e é mais sensivel a injuria mecéanica que o tipo
selvagem, apesar de ser resistente a infecgdo por Pseudomonas syringae (Feys et
al., 1994, C. E. Benedetti, resultados ndo publicados). O mutante coi? é incapaz
de induzir a expresséo de alguns genes de defesa como PDF1.2, PR-3 e PR-4, e
é mais suscetivel a alguns fungos patogénicos, como por exemplo Alternaria
brassicicola e Botrytis cinerea, do que as plantas do tipo selvagem (Thomma et al.,
1998).

O gene COI1 também afeta o desenvolvimento das flores. As flores coi?
sdo0 macho-estéreis, produzindo anteras e grédos de pdlen anormais (Fig. 2). O
estigma e o estilete da flor do mutante coi1 sdo aparentemente normais e as
vagens se desenvolvem completamente quando o pélen da flor selvagem é usado
para fertilizar a flor coi1, resultando na produgdo de sementes viaveis. O fenotipo
do 6rgdo masculino da flor coif é idéntico ao apresentado pelos mutantes fad3-2
fad7-2 fad8 e opr3, tendo os filamentos dos estames mais curtos do que o tipo

selvagem, apresentando auséncia de deiscéncia da antera, e gréos de polen
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inviaveis, com grandes vaclolos no citoplasma. Além disso, o conteido de
proteinas sollveis de flores das plantas mutante coi1 e selvagem é diferente (Feys
et al., 1994). Possivelmente, a insensibilidade do mutante coi7 a MeJA resulta na
auséncia de um ou mais produtos génicos dependentes dos jasmonatos, e que se

fazem necessarios para o desenvolvimento normal da antera.

Figura 2- Fendtipos associados & mutagdo do gene CO/7. A. O mutante
coi1 ndo sofre inibigdo do crescimento da raiz quando tratado com coronatina
(COR) ou metil jasmonato (MeJA). A inibigéo é observada nas plantulas selvagens
(wt) tratadas. As flores do mutante coi? sdo macho-estéreis. O desenvolvimento
do grdo de pélen é anormal, originando gréos de pdlen inviaveis, com grandes
vacuolos no citoplasma, e a antera ndo sofre deiscéncia (B). C. Antera deiscente
de flor de planta selvagem (wt), com grdos de pélen maduros. Retirado de Feys et
al, 1994.
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O gene COI1 foi isolado e sequenciado (Xie et al, 1998). A seqguéncia
deduzida da proteina COI1 contém um motivo “F-box” e dominios repetitivos ricos
em leucina (LRR), apresentando homologia com outras trés proteinas com
dominios “F-box” e LRR: TIR1, Skp2, e Grr1. Proteinas com motivo “F-box’
participam do complexo de ubigutinizagdo, responsével pela degradacdo e
consequente controle da concentragdo de proteinas nas células (Skowyra et al.,
1997). As proteinas com dominio “F-box” atuam no reconhecimento do substrato a
ser poliubigitinizado e posteriormente degradado (Fig. 3). Essas proteinas s&o
seletivas e capazes de reconhecer mais de um substrato. E importante ressaltar
que todos os alvos de destruicdo mediada por proteinas com dominio “F-box
identificados até o momento sdo reguladores de eventos centrais na célula
(Skowyra et al., 1997). COI1 poderia sequestrar reguladores de resposta de
defesa e de desenvolvimento de grédo de podlen, dependentes de JA, para o
complexo de ubiqiitinizagdo (Fig. 3; Xie et al., 1998).

O mutante coiT é uma ferramenta util para a investigagdo da via de
transducdo dos jasmonatos, e das suas fungdes no desenvolvimento floral, e na
resposta a patégenos e herbivoros. As diferengas nos fenétipos e no padréo de
expressao génica entre os mutantes de Arabidopsis estudados sugerem que os
genes agem em diferentes niveis da transdugdo de sinal de JA. Berger e
colaboradores (1996) sugerem que Coi1 atue anteriormente a Jar1, Jin1 e Jin4 na

via de transdugao de sinais dos jasmonatos.

Em nosso laboratério foram isolados e caracterizados dois genes regulados
por MeJA que participam da resposta a injiria mecénica: o gene ATHCORT
(Benedetti e Arruda, 2001; Benedetti et al,, 1998) e o gene OPR3 (Costa et al,
2000). O gene ATHCOR1 é induzido por MeJA, injuria mecénica e coronatina em
plantas de Arabidopsis selvagem, mas ndo no mutante coi7. ATHCORT é
expresso em folhas, flores e frutos da planta selvagem, mas ndo € detectado em
raizes. A proteina codificada por ATHCOR1, denominada COR1, é uma clorofilase
(Benedetti e Arruda, 2001, Tsuchiya et al.,, 1999). O gene OPR3 é homodlogo as
oxofitodiencato redutases (OPRs) de Arabidopsis, que participam da via de
biossintese de JA, catalisando a reducdo de OPDA. OPR3 é rapidamente induzido
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em folhas apéds injuria mecanica ou tratamento com MeJA em plantas selvagens,
mas sua expressdo é significativamente reduzida em folhas feridas do mutante
coi1 (Costa et al., 2000).

Ub

complexo de
ubiquitinizagao

substrato

dominio “F-box”

B
coi1 { reguladores
CICa =

resposta de defesa
desenvolvimento de grdo de pdlen

reguladores

Figura 3- Mecanismo de agdo de proteinas com dominio “F-box” e da
proteina COI1. A. Proteinas com dominio “F-box” participam do complexo de
ubiquitinazdo, e sdo responsaveis pelo reconhecimento do substrato a ser
poliubiguitinizado e posteriormente degradado. B. A proteina COI1, que contém
motivo “F-box”, poderia atuar seqlestrando reguladores de resposta de defesa e
de desenvolvimento de grdo de podlen, dependentes de JA, e encaminhando-os
para o complexo de ubiqlitinazio.
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Nesta tese de doutorado descrevemos o isolamento e a caracterizagdo de
dois genes expressos apenas nas flores de plantas selvagens, cuja transcri¢do é,
portanto, dependente do gene CO/1. Os resultados desse trabalho resultaram na
publicagio de um artigo na revista Planta, que serd aqui apresentado como parte
da tese, no item Resultados.
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OBJETIVOS

Os objetivos do trabalho foram o isolamento de genes regulados por
coronatina e metil jasmonato em plantas de Arabidopsis, € sua posterior
caracterizagao quanto a expressao espacial e temporal, a dependéncia do gene
COlI1, e fungao no metabolismo da planta.
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METODOS

Crescimento e manutencao de plantas de Arabidopsis thaliana

As plantas de Arabidopsis (ecétipo Columbia-Col-0) foram crescidas em
meio Murashige e Skoog (MS) (Murashige e Skoog, 1962) ou em vasos contendo
solo vegetal/vermiculita (1:1), em temperatura de 20-22°C, em condicbes de dia
longo (16h luz). Sementes F2 de uma populagdo segregante para o mutante coif
foram geradas através da polinizagdo de plantas mutantes coi1 com gréos de
polen de plantas selvagens, germinacdo das sementes resultantes, e
autopolinizacdo das plantas F1 germinadas. A seiegdo dos mutantes coif a partir
das sementes F2 foi feita em meio MS com metil jasmonato (10 uM), com base no
fendtipo das plantulas em comparagdo com o fenédtipo desenvolvido pelo
selvagem: auséncia de inibicdo de crescimento e auséncia de acimulo de
pigmentos do tipo antocianinas. Apds a germinagéo, plantas selvagens e
mutantes foram transferidas para meio MS fresco ou transferidas para
solo/vermiculita e crescidas nas mesmas condicbes de luz até o estagio de

florescimento.

Purificacao de RNA total

O RNA total utilizado para “differential display” foi extraido de acordo com a
técnica descrita por Vewoerd et al. (1989). Plantulas de Arabidopsis selvagem e
mutante coi1 submetidas a tratamento com coronatina por 4h, e flores de plantas
selvagem e mutante, foram congeladas em nitrogénio liquido e maceradas com o
auxilio de bastéo de vidro até a obtencdo de um pé, que foi solubilizado em 1ml
de fenol e 1ml de tampao de extragdo (MOPS 0,1 M pH 7,8 contendo LiCL 0,1 M,
EDTA 10 mM e SDS 1%) a 80°C. As amostras foram homogeneizadas em vortex
e mantidas a 80°C por 5 min. Ao fim desse periodo, foi adicionado a amostra 1ml
de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1, v/v). A amostra foi homogeneizada em
vortex e centrifugada a seguir a 12.000 rpm por 5 min, a temperatura ambiente. O

sobrenadante foi recolhido e extraido com fenol: cloroférmio: alcool isoamilico
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(25:24:1, vIVIv), e a seguir extraido duas vezes com cloroférmio: alcool isoamilico
(24:1, viv). O sobrenadante resultante foi precipitado durante a noite em LiCl na
concentracio final de 2 M a 4°C. O RNA foi recolhido por centrifugacéo a 12.000
rpm por 15 min a 4°C, ressuspenso em H,O DEPC e precipitado em 0,1 volumes
de acetato de sodio 3 M pH 5,2 e 2 volumes de etanol absoluto por 1 hora a -
20°C. Ap6s centrifugagdo, o RNA foi lavado com etanol 70%, seco, ressuspenso
em H,O DEPC com inibidor de RNase na concentragéo final de 10 U (RNAguard,
Pharmacia Biotech) e mantido a —70°C.

O RNA total de diferentes 6rgdos da planta, incluindo raiz, folha, flor e fruto,
e o RNA de plantulas tratadas com metil jasmonato ou coronatina foi extraido
seguindo-se o protocolo descrito acima. O tratamento com metil jasmonato foi
realizado pela adicdo do composto em meio MS na concentrac&o final de 10 uM.
Plantulas selvagens e do mutante coi1 com aproximadamente 3 semanas foram
transferidas para placas contendo MS e metil jasmonato ou coronatina, e
permaneceram na camara de crescimento durante o tempo de tratamento, ao final
dos quais foram congeladas em nitrogénio liquido para posterior extragao de
RNA. O RNA de plantulas transferidas para meio MS sem metil jasmonato ou
coronatina foi extraido e utilizado como controle.

O RNA foi quantificado através de leitura da absorbancia das amostras a
260 nm, assumindo que Azs=1,0 para 40 ug/mi de RNA (Sambrook et al., 1989).
A qualidade do RNA purificado foi verificada através de eletroforese em gel de
agarose contendo formaldeido (Sambrook et al., 1989).

"Differential Display”

A técnica de “differential display" de RNAs mensageiros (MRNA) de
eucariotos foi inicialmente descrita por Liang e Pardee (1992) e vem sendo
utilizada na identificacdo e caracterizagdo de espécies de mRNAs expressos
diferencialmente em tecidos ou tipos celulares. A técnica consiste na transcrigéo
reversa de uma subpopulacdo de mRNA usando oligonucleotideos ancoradores
(T12VN, GIBCO-BRL), que se anelam a cauda poli-A dos mRNAs, e na
subsequente amplificagdo dos cDNAs com o oligonucleotideo ancorador e um
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oligonucleotideo arbitrario (10 mers da Operon Technologies), segundo os
protocolos descritos por Liang e Pardee (1994).

O RNA total (0,1 ng) foi misturado com tampao (1X) de transcriptase
reversa (Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase, Stratagene),
contendo DTT 10 mM, dNTPs 20 uM e 1 uM do oligonucleotideo ancorador. A
mistura foi aquecida a 65°C por 5 min para desfazer hibridos de RNA e resfriada
posteriormente a 37°C por 10 min para permitr o anelamento dos
oligonucleotideos. A enzima trancriptase reversa (100 U) foi entdo adicionada a
mistura, que foi incubada por 1h a 37°C. A reagéo foi interrompida denaturando-se
a enzima por aquecimento a 95°C durante 5 min. A mistura com os cDNAs foi
mantida a -70°C.

Apds a transcric;éo reversa de uma subpopulagdo de mRNAs,
oligonucleotideos arbitrarios foram utilizados em conjunto com os
oligonucleotideos ancoradores para amplificar fragmentos de DNA através da
reacdo de PCR. Um décimo do volume da reagdo de transcricdo reversa foi
adicionado a tampéo de PCR (1X) contendo MgCl; 1,25 mM, dNTPs 2 uM, Bp_ o
ATP 10 pCi, 1 uM do oligonucleotideo ancorador, 1 uM do oligonucleotideo
arbitrario e 1 U de Taq polimerase (Aiello et al., 1994). As condigdes de reagdo de
PCR foram: 40 ciclos de 94°C por 30 segundos, 40°C por 2 min, 72°C por 30 seg
e posterior extensdo a 72°C por 5 min (Liang e Pardee, 1992). A escolha dos
oligonucleotideos arbitrarios foi feita com base no seu contetdo de G+C (50-
60%), no baixo grau de autoanelamento ou formacéo de dimeros, e na presenca
de Gs ou Cs na posicdo 3°. Nessa reagdo de PCR nucleotideos marcados foram
incorporados nos fragmentos de DNA.

Os fragmentos amplificados foram separados em gel de poliacrilamida 6%
com uréia 8 M (Sambrook ef al., 1989), em condi¢cdes denaturantes, e as bandas
detectadas por autoradiografia (Mou et al., 1994; Liang et al., 1993; Bauer et al,
1993). Bandas diferenciais foram identificadas visualmente, retiradas do gel e
eluidas em agua, reamplificadas, clonadas em vetor pMOSBIlue (Amersham) e

utilizadas na analise de "Northern Blot".
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Isolamento de clones de cDNA

Para o isolamento dos clones de cDNA utilizou-se uma biblioteca de cDNA
de flor de Arabidopsis, gentiimente cedida pelo Dr. Eliiot M. Meyerowitz (Caltech-
USA), construida em A-ZAP, Stratagene.

A preparacgao das placas de lise, a retirada das réplicas em filtros de nylon
(Hybond-N, Amersham) e a preparacéo das membranas seguiu as especificagbes
do protocolo da Stratagene.

O fragmento EcoR I/Sal | de 1,2 Kb do clone 2.1 obtido a partir de um clone
de cDNA isolado da biblioteca de cDNA de flor foi utilizado como sonda no novo
‘screening” da biblioteca. A sonda foi marcada radioativamente através de reagao
catalisada pelo fragmento Klenow da DNA polimerase | pelo método de “random
primer’ utilizando-se o “kit” MegaPrime DNA Labeling System (Amersham),
segundo o protocolo do fabricante. A sonda foi purificada de material radioativo
nao incorporado em mini-colunas de Sephadex G-50 (Sambrook et al., 1989) e a
atividade especifica foi determinada apods contagem Cerenkov em cintildmetro
(LKB Rackbeta). As sondas com atividade especifica acima de 10° cpm/pg de
DNA foram utilizadas para a hibridizacao das membranas.

As membranas foram pré-hibridizadas em solugdo de hibridizagdo
composta por formamida 50%, SSC 2X (SSC 1X: tampéao citrato trissédico 15 mM
pH 7,0 com NaCl 150 mM), solugdo de Denhardt 10X, SDS 1%, Tris-HCl 20 mM
pH 7,3 a 42°C durante 2 h e hibridizadas em solugéo de hibridizagdo durante 16 h
a 42°C. As membranas foram lavadas em solucdo de SSC 2X contendo SDS
0,1% a temperatura ambiente por 30 min, e em solugdo de SSC 0,2X contendo
SDS 0,1% a 42°C por 2 vezes de 10 min e a 65°C por 10 min. As membranas
foram entdo autorradiografadas em Hyperfiim-MP (Amersham). As membranas
hibridizadas durante o segundo e terceiro “screenings” foram lavadas em solugao
de SSC 2X, SDS 0,1% a temperatura ambiente por 2 vezes de 20 min, e em
solugdo de SSC 1X contendo SDS 0,1% a 65°C por 10 min.

Apos trés “screenings” consecutivos, placas de lise positivas foram isoladas
e o plasmideo pBluescript KS™ (Stratagene) foi excisado do vetor Uni-Zap XR

utilizando-se o sistema ExAssist™- SOLR™ (Stratagene) segundo o protocolo do
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fabricante. As bactérias SOLR contendo o plasmideo pBluescript foram
plaqueadas em meio LB contendo ampicilina em concentragéo final de 60 ng/ml
de meio, e o DNA plasmidial foi extraido pelo método de lise alcalina (Sambrook
et al., 1989).

Os plasmideos foram digeridos com EcoR | e Xho | para a liberagdo dos
insertos e os fragmentos foram separados por eletroforese em gel de agarose 1%

e analisados através de “Southern blot”.

Seqiienciamento de DNA

As sequiéncias de DNA foram obtidas com o seqiienciador automatico ABI
Prism 310 (AppliedBiosystems, Perkin Elmer). Para cada reagdo de
sequienciamento foram utilizados de 200 a 500 ng de plasmideo, 10 pmoles do
oligonucleotideo apropriado e 8 ‘ul do “pré-mix’ do kit de seqilienciamento “Dye
terminator fluorescent DNA sequencing kit” (Amersham). O PCR foi realizado em
aparelho GeneAmp ™ 9600 (Perkin Elmer), nas seguintes condigbes: 1 min de
denaturagéo inicial, e 25 ciclos de 96°C por 30 seg, 45°C por 15 seg, e 60°C por 4
min. Depois da amplificagéo, a amostra foi precipitada com 7,5 pl de NH4AcO 7,5
M e 64 ul de etanol absoluto gelado. Depois de seca em SpeedVac, a amostra foi
ressuspensa em tampao “formamide gel loading dye” (Amersham) e aplicada no
gel de seqiienciamento. As segiiéncias obtidas foram analisadas nos programas
DNAstar e GeneJockey (Macintosh) e posteriormente utilizadas para busca de
sequéncias similares no banco de dados através do programa BLAST
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLASTY/).

“Northern blots”

RNA total (10 ug) foi separado por eletroforese em gel de agarose 1%
contendo formaldeido (Sambrook et al., 1989), transferido para membrana de
“nylon” (Hybond N*, Amersham) por capilaridade em SSC 10X e fixado atraves de
“UV cross linking”, segundo as instrugdes do fabricante. As membranas de RNA
foram hibridizadas com sondas marcadas radioativamente conforme descrito no
item “Isolamento de clones de cDNA”. Sondas com atividade especifica acima de
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10® cpm/ug de DNA foram utilizadas para a hibridizagdo de membranas. As
membranas foram previamente hibridizadas em formamida 50%, SSPE 5X (SSPE
1X: tampéo fosfato de sédio 10 mM pH 7,4 com NaCl 150 mM e EDTA 1 mM),
solugéo de Denhardt 10X e SDS 1% a 42°C por um periodo minimo de 2 horas. A
sonda marcada e solugdo de DNA de esperma de salmio foram denaturadas a
100°C por 5 min e adicionadas & solugéo de pré-hibridizagdo. A hibridizagéo foi
realizada durante a noite a 42°C. As membranas foram lavadas em SSC 2X
contendo SDS 0,1% por 2 vezes de 20 min a 42°C, e em SSC 0,2X contendo
SDS 0,1% por 10 min a 42°C.

Extragao de DNA genémico

DNA gendémico foi extraido pelo método de CTAB (Ausubel et al., 1997).
Rosetas de plantas de 3 a 4 semanas foram cortadas na base para a obtencgéo de
aproximadamente 6 g de tecido fresco. O material foi congelado e macerado em
nitrogénio liquido até a obtengdo de pd fino, ao qual foram adicionados 25 mi de
CTAB (Tris-HCI 100 mM pH 8,0, sorbitol 140 mM, EDTA 20 mM pH 8,0, NaCl 1,4
M). A mistura foi incubada a 65°C por 20 min, com inversdo ocasional. Apds o
resfriamento da solugdo foram adicionados 10 mi de cloroférmio/alcool isoamilico
(24:1, viv), o tubo foi invertido cuidadosamente, e a solugdo permaneceu em
agitagdo leve durante 50 min. As fases foram separadas por centrifugagdo a
3.000 rpm por 10 min, e a fase superior aquosa foi transferida para um tudo
contendo 17 ml de isopropanol. A solugéo foi misturada por inversdo, e mantida a
4°C por 10 min. O precipitado foi coletado por centrifugagédo (3.000 rpm por 10
min), seco sobre a bancada e ressuspenso em TE RNase (Tris-HCl 10 mM e
EDTA 1 mM, pH 8,0, RNase 20 ug/ml) em banho a 65°C. A solugdo foi mantida a
4°C durante 12 h e entdo extraida duas vezes com fenol: cloroférmio: alcool
iscamilico (25:24:1, viviv), com agitacdo por 5 min, duas vezes com cloroférmio, e
precipitado com isopropanol. O precipitado foi lavado duas vezes com etanol
70%, seco a vacuo por 10 min e ressuspenso em 500 ul de TE em banho a 37°C.

O DNA gendmico foi quantificado espectofotometricamente e através de

eletroforese em gel de agarose 0,75%.
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“Southern blot”

DNA genémico (10 ng) extraido com CTAB (Ausubel et al., 1997) foi
digerido com as enzimas Xba I, BamH | e EcoR |, por 48 h a 37°C. As reagdes de
digestao continham espermidina em concentracdo final de 2,5 mM. A digestéo do
DNA gendmico foi acompanhada, através de eletroforese em gel de agarose, de
uma aliquota das reagbes apos 24 h de digestdo. Ao final da reagéo, o DNA foi
precipitado com 0,1 volumes de acetato de sédio 3 M pH 5,2 e 2,5 volumes de
etanol absoluto gelado durante 2 h a —=70°C, e a seguir centrifugado a 13.000 rpm
por 15 min. O precipitado foi lavado duas vezes em etanol 70%, e ao final
ressuspenso em 30 ul de TE.

O produto das digestdes foi separado através de eletroforese em gel de
agarose 0,75% a 23 V durante a noite. O tratamento do gel e a transferéncia do
DNA para membrana de nylon Hybond N (Amersham) foi realizada seguindo o
protocolo do fabricante. A sonda foi marcada através do método de “random
primer’. Apds a hibridizagdo, a membrana foi lavada em solugdo de SSC 2X
contendo SDS 0,1% por 20 min a 42°C, e a seguir em solugdo de SSC 0,2 X
contendo SDS 0,1% por 20 min a 42°C e por 30 min a 65°C.

Sintese de ribossonda

O fragmento EcoR | de 350 pb do clone 3.1 da MBP 1 foi clonado no sitio
EcoR | do vetor pBluescript KS™ (Stratagene). O DNA plasmidial do transformante
T-3 foi purificado através de midipreparacdo com o Kit Qiagen, seguindo as
instrugbes do fabricante. A orientagdo do inserto no vetor pKS™ foi verificada
através de digestdo com as enzimas Sal | e Hinc Il e posterior analise dos
fragmentos gerados por eletroforese em gel de agarose 1,5%.

A construcdo pKS/MBP 3.1 EcoR | foi linearizada com as enzimas BamH |
e Hind lli, para dar origem respectivamente as sondas antisense e sense. A
eficiéncia da digestdo foi acompanhada através de eletroforese em gel de
agarose de aliquotas retiradas das reagdes. O DNA linearizado foi extraido duas

vezes com fenol: cloroformio: alcool isoamilico (25:24:1, viviv) e duas vezes com
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cloroférmio: alcool isoamilico (24:1, viv). A seguir, o DNA foi precipitado com
acetato de sodio e etanol, e ao final ressuspenso em 10 pl de H;O livre de
RNases. O DNA foi quantificado por eletroforese em gel de agarose.

As ribossondas antisense e sense foram sintetizadas in vitro por 2 h a
37°C, utilizando-se o sistema de marcagdo com digoxigenina (DIG)-11-rUTP,
seguindo o protocolo do fabricante (Boehringer Mannhein, Germany ). As reagles
continham: 1 ul de DNA linearizado (1 ug/ul), 2 ul de 10 X “DIG labeling mix”, 4 ul
de tampao de transcrigdo 5 X, 1 ul de DTT 0,1 M, 1 ul de inibidor de RNA, 2 pul de
RNA polimerase (T3 ou T7, para a sintese de sonda antissense ou sense,
respectivamente) e 9 pl de H,O livre de RNases. A eficiéncia da transcri¢éo foi
verificada através de eletroforese em gel de agarose 1% em 0,5 X TBE (1 X TBE:
Tris-borato 90 mM, EDTA 2 mM, pH 8,0) de 1 ul de cada reagdo. O DNA
plasmidial foi eliminado da preparacdo através da adigdo de 5 ul de tampao de
Dnase, 2 pl de inibidor de RNase, 1 ul de DNase | e 22 ul de H2O livre de RNases.
O RNA foi precipitado com 10 ul de acetato de aménio 10 M e 125 ul de etanol
absoluto, durante a noite a —20°C. No dia seguinte, a preparagédo foi centrifugada
a 4°C por 14 min, e depois lavada com etanol 70%. O RNA foi seco a temperatura
ambiente por alguns minutos, e a seguir ressuspenso em 50 pl de formamida
50%. As ribossondas foram analisadas através de eletroforese em gel de agarose
1% em 0,5 X TBE.

Preparagao do tecido

Flores e botdes florais de Arabidopsis thaliana selvagem (ecétipo Columbia
Col-0) e mutante coi? foram excisadas das plantas e imediatamente submersas
em fixador FAA (FAA: etanol 50%, formalina 10% e é&cido acético 5%). As
amostras foram mantidas em agitagcio leve durante a noite a 4°C. O FAA foi
removido e as amostras incubadas duas vezes por 30 min a temperatura
ambiente em etanol 50%. O etanol foi novamente substituido por etanol 50% e as
amostras armazenadas a 4°C até a embebigdo em paraplasto. Paraplasto sélido
(Paraplast Plus, Sigma) foi colocado em estufa a 60°C para liquefazer. As
amostras foram desidratadas em banhos de 30 min cada em etanol 80%, 90% e
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100%. A seguir, foram feitos banhos de 30 min cada em TBA 25% dissolvido em
etanol, TBA 50% e TBA 100%. O banho em TBA 100% foi repetido. A maior parte
do TBA foi descartada e as amostras foram transferidas para o paraplasto
derretido, no qual permaneceram durante a noite a 60°C. O paraplasto foi
removido e novo paraplasto adicionado as amostras, que novamente foram
incubadas durante a noite a 60°C. Nova troca de paraplasto foi realizada e as
amostras foram incubadas a 60°C por 2 horas.

As placas contendo as amostras foram retiradas da estufa e os tecidos
separados e posicionados da maneira ideal para os cortes com o auxilio de uma
agulha. O paraplasto solidificou a temperatura ambiente e as placas foram

armazenadas em recipientes fechados contendo gel de silica a 4°C.

Preparacao das laminas cobertas com poli-L-lisina

As laminas foram incubadas durante 30 min a temperatura ambiente em
solugdo de 50 mg/l de poli-L-lisina em Tris-HCI 10 mM pH 8,0. A seguir, foram
secas a 37°C em ambiente livre de pd, e devidamente abrigadas a temperatura

ambiente até o uso.

Seccionamento dos tecidos em micrétomo

Blocos com as amostras foram cortados com o auxilio de Iamina de bisturi
aquecida. Os blocos foram moldados de forma trapezoidal, sendo a face menor a
que estava em contato com o fundo da placa. Os blocos trapezoidais foram
colocados nos blocos de madeira. Apds devida orientagdo dos blocos com a
lamina do micrétomo, os cortes (8 um) foram feitos, e as fitas resultantes
colocadas em placas de petri de 15 cm, com a face de baixo em contato com a
placa.

As laminas tratadas com poli-L-lisina foram posicionadas em placa
calefatora a 42°C e 1 a 2 mi de agua destilada degaseificada foram depositados
sobre a superficie das 1aminas.

As fitas com cortes do tecido foram visualizadas em microscopio optico, e

dessa forma os cortes mais interessantes foram transferidos para a lamina com o
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auxilio de um pequeno bastdo de madeira molhado em agua. A face de baixo dos
cortes entrou em contato com a agua, possibilitando que o corte se expandisse. O
excesso de agua foi retirado com pipeta e as laminas incubadas sobre a placa
calefatora ou em forno de hibridizagdo a 42°C durante a noite. As laminas foram
armazenadas em caixas, com abundante gel de silica, e fechadas

hermeticamente por um tempo maximo de uma semana.

Hibridizacao in situ

Antes da hibridizagdo propriamente dita, as 1dminas foram pré-tratadas da
maneira como descrito abaixo:

1. As laminas foram posicionadas no suporte e procedeu-se aos seguintes
banhos:

2X 10 min em xileno,

2X 2 min em etanoil 100%,

1X 2 min em etanol 90%,

1X 2 min em etanol 70%,

1X 2 min em etanol 50%,

1X 2 min em etanol 30%,

2X 2 min em H0.

2. Incubacgdo em HC! 0,2 N por 20 min.

3. Lavagem em H,0 por 5 min, eliminagdo do excesso de H20.

4. Incubacdo em 1 ug/ml de proteinase K em Tris-HCI 100 mM pH 8,0 com
EDTA 50 mM, por 30 min.

5. Incubagdo em PBS 1X (NaH,PO4.H,0 1,6 mM; Na;HPO4.2H,0 8,4 mM;
NaCl 0,15 M) por 2 min.

6. Incubagdo em 2 mg/ml de glicina em PBS 1X por 2 min.

7. Incubagdo em PBS 1X por 2 X de 30 seg.

8. Incubagdo em p-formaldeido 4% em PBS 1X

9. Incubagdo em PBS 1X por 2 X de 2 min.

10. Acetilagdo com trietanolamina 0,1 M e anidrido acético 1mi/l por 10 min.

11. Incubagdo em PBS 1X por 2X de 2 min.

33



12. Desidratagcao com os seguintes banhos:

1X 2 min em etanol 30%,

2X 2 min em etanol 50%,

1X 2 min em etanol 70%,

1X 2 min em etanol 90%,

2X 2 min em etanol 100%.

13. Secar as laminas a temperatura ambiente e prosseguir com a

hibridizacao.

As ribossondas antissense-T3 e sense- T7 foram diluidas em tampéo de
hibridizacdo (formamida 50%, S SC 5 X, SDS 5%, 100 ug/mi de tRNA e 100 ug/mi
de poli-A) de forma a obter a concentrag@o de 500 ng de RNA por lamina. A cada
lamina foram aplicados 100 pl d'e sonda diluida, e a solucdo foi coberta
cuidadosamente com laminula. A incubag@o das sondas foi feita a 53°C durante a
noite em ambiente Umido.

As laminulas foram eliminadas atraves da submersdo das amostras em
SSC 0,2 X contendo SDS 0,2%. As laminas foram mantidas 5 min em SSC 0,2 X
contendo SDS 0,2% e entéo incubadas 2 X de 10 min a 55°C na mesma solugao.
As amostras foram lavadas em SSC 0,2X contendo SDS 0,2% a temperatura
ambiente, e a seguir incubadas em 10 ug/mi de RNase em SSC 2X por 20 min a
37°C. Depois de mantidas em SSC 2X por 2 min a temperatura ambiente, as
ldminas foram incubadas por 5 min em TBS (Tris-HCI 0,1 M pH 7,5 contendo
NaCl 0,4 M) e transferidas para novo TBS por outros 2 min. As amostras foram
incubadas por 1 h em solugdo de bloqueio (“blocking reagent” 0,5% em TBS).
Depois do blogqueio, as laminas foram mantidas em TBS por 1 min para posterior
adicao do anticorpo.

A cada lamina foram aplicados 100 ul de anticorpo diluido 1:1000 em BSA
0,5% (p/v) em TBS, e a seguir as amostras foram cobertas com parafime e
incubadas por 1 h a temperatura ambiente. O parafilme foi retirado, e as laminas
lavadas 3 X em TBS por 2 min cada. Uma incubagédo de 10 min em tampao de
detecgéo (Tris-HCI 100 mM pH 9,5 contendo NaCl 100 mM e MgCl> 50 mM) foi
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efetuada para ativagdo da fosfatase. O excesso de solugdo foi retirado e a cada
lamina foram adicionados 200 ul de substrato (338 pug/ml de NBT em formamida
70%, 175 pg/ml de BCIP em formamida, e levamisole 1 mM em agua). As laminas
foram incubadas em ambiente imido a temperatura ambiente durante a noite. No
dia seguinte foi verificado o aparecimento de um precipitado azul sobre as
amostras, no local aonde a sonda hibridizou com 0 mRNA do tecido. Os cortes
foram entdo imediatamente fotografados, e a seguir as laminas permanentes
foram montadas.

As amostras foram lavadas em agua por 2 X de 5 min cada. A seguir, 0s
cortes foram desidratados em banhos de 2 min cada em etanol 30%, 50%, 70%,
90% e 100%, e 2 X de 2 min em xilol. Histovitrex foi entdo utilizado para cobrir as
laminas.

O controle positivo de hibridiiag;éo incluido nesses experimentos foi a
utilizagdo da sonda antisense correspondente ao cRNA de histona H3 de milho,

sintetizada pelo Dr. Marcelo Menossi.

Construcio de vetores para transformagao de Agrobacterium

O cDNA correspondente ao gene MBP1 foi amplificado através de reagao
de PCR, utilizando-se oligonucleotideos que possibilitaram a insergéo do sitio da
enzima de restricio BamH | nas extremidades 5 (MBP Bam &
GGCTGCAGGATCCCGGCACG 3) e 3 (MBP Bam2 5
CACCCGGATCCATAAGCATG 3) do clone. O produto de PCR foi separado
através de eletroforese em gel de agarose 1%, extraido do gel e purificado com o
kit Qiagen. A seguir, o fragmento foi clonado em pGEM T-Easy (Promega),
liberado do vetor pela digestdo com BamH | e clonado no sitio BamH | do vetor
pDMC 200 (CAMBIA). O DNA plasmidial dos transformantes obtidos foi digerido
com EcoR | para a verificagdo da orientagdo do inserto no vetor pDMC 200. A
seguir, o DNA plasmidial foi digerido com Sst | e Xba | e clonado nos mesmos
sitios do vetor pBl121 (Clontech), dando origem ao vetor pBl MBP 1 antisense ou

sense (Fig. 4).
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Devido a baixa frequéncia de clones transformantes pDMC 3.1 BamHI com
orientacdo antisense (analisados por eletroforese em gel de agarose), foi
necessaria a andlise de um numero maior de transformantes. Colénias de E. coli
DH50 obtidas apds transformagéo com a ligagéo do inserto 3.1 BamHi ao vetor
pDMC 200 foram retiradas da placa de LB com o auxilio de um bastdo de
madeira. O bastao foi depositado em um tubo de microcentrifuga contendo 0,5 ml
de H,O Mili Q e agitado vigorosamente, depois colocado em meio LB para
propagagcdc da colénia. O tubo de microcentrifuga foi aquecido a 96°C,
centrifugado para precipitar restos celulares, e uma aliquota de 5 ul de
sobrenadante foi utilizada em reagdo de PCR com um oligonucleotideo interno ao
clone de cDNA (RACEMY 3’, 5° CTGGGAAGTGTGTTTGTTGG 3°) e com o
oligonucleotideo GUS A+40 (5° GAGCTGCCGGACACCCGTAAGTCA 37). Os
produtos de PCR foram analisados afravés de eletroforese em gel de agarose, e
os clones que originaram fragmentos de 400 pb foram selecionados. O DNA
plasmidial dos transformantes selecionados foi digerido com Sst | e Xba | e
clonado nos mesmos sitios do vetor pBl121, dando origem ao vetor pBl MBP 1

sense (Fig. 4).

Transformacgao de agrobactérias

Clones pBl MBP 1 sense e antisense foram usados para transformar
células competentes de Agrobacterium tumefaciens (LBA4404), as quais foram
incubadas a 37°C por 5 min com 1 ug de plasmideo. As células foram crescidas
em meio LB a 28°C por 3 h a 280 rpm, e plaqueadas em LB contendo 50 ug/mi de
canamicina e 25 ug/ml de estreptomicina. As coldnias transformantes foram
crescidas em meio LB liquido contendo 50 ug/mi de canamicina, 25 ug/ml de
estreptomicina € 100 ug/ml de rifampicina. O DNA plasmidial foi extraido das
agrobactérias transformadas segundo Hooyakaas (1988), digerido com EcoR | e
submetido a analise de “Southern blot” para confirmagéo da transformagao.
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(A) pDMC 3.1 BamHI sense

Figura 4- Esquema das construcdes antisense (A) e sense (B) utilizadas para
a transformacgéo de plantas de Arabidopsis. As setas ®)e =) indicam o sentido de
transcricdo da MBP 1. O sentido da transcrigcdo do gene GUS também esta indicado
por uma seta ( —» ). As enzimas EcoR | destacadas em azul foram utilizadas nas
verificacdes da orientagdo dos clones em seus vetores, e as enzimas Xba | e Sst |
(em vermelho) foram usadas na clonagem direcional em pBI121. Os

oligonucleotideos utilizados na reacdo de PCR para sele¢do de transformantes na
orientacdo antisense estdo destacados em verde.
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Transformacao in vivo de plantas de Arabidopsis

As células de agrobactéria contendo os clones de interesse foram
crescidas em meio LB contendo 50 ug/ml de canamicina, 25 pg/ml de
estreptomicina, 100 ug/ml de rifampicina e 20 uM de acetoseringona, a 28°C a
300 rpm até atingirem a ODsoonm entre 0,8 e 1,0. As células foram centrifugadas e
ressuspensas em 0,5 ml de meio MS e usadas para inocular plantas de
Arabidopsis.

Uma modificac8o da técnica de transformagéo in vivo (Chang et al., 1994)
foi utilizada na transformagdo de plantas selvagens de Arabidopsis.
Inflorescéncias primarias com 1 a 2,5 cm de altura foram cortadas na base com
auxilio de bisturi e, se necessario, o excesso de exudato foi retirado
cuidadosamente com gaze. A regido do corte foi inoculada com 20 ul de uma
solugdo de agrobactéria em meio MS, ‘e as plantas foram mantidas na camara de
crescimento (20-22°C e 16h de luz) por um més até a segunda inoculag&o.

As células de agrobactéria foram crescidas em meio LB contendo os
mesmos antibidticos acima mencionados, mas com uma concentragdo de 100 uM
de acetoseringona. Apds 16 h da inoculagdo, acetoseringona para concentragio
de 100 uM foi acrescentada ao meio, e as células foram crescidas por mais 2 h
antes da inoculagéo.

A inoculacéo foi feita com 20 ul de agrobactéria em meio MS. Apenas os
ramos com as inflorescéncias mais velhas foram cortados. Os ramos mais novos
e menores ndo foram cortados, apenas tiveram a solugdo de agrobactéria
inoculada sobre as gemas apicais, algumas delas ja transformadas em botdes
florais.

As plantas foram mantidas na camara de crescimentos até a coleta das
sementes F1, que foram armazenadas a 8 °C e posteriormente selecionadas em

meio MS contendo 100 pg/ml de canamicina.

Técnicas padroes em biologia molecular
As técnicas padrdes de biologia molecular, como eletroforese em gel de

agarose ou poliacriliamida, digestdo enzimatica de fragmentos de DNA,
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purificagdo e clonagem de fragmentos de DNA, transformacdo de células de E.
coli, marcagao de sondas radioativas, foram feitas como descrito em Sambrook e
colaboradores (1989).
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ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DO GENE GAPB

Resultados e Discussao

O objetivo do nosso grupo € investigar os mecanismos de agdo do acido
jasmoénico e da fitotoxina coronatina em plantas de Arabidopsis. Para tanto,
iniciamos um estudo de identificacdo de genes que fossem rapidamente induzidos
ou reprimidos por esses compostos, ou em resposta a machucado, ou ainda
expressos diferencialmente em flores de plantas selvagens em comparagéao com
flores macho-estéreis do mutante coi7. As plantas coi1 foram utilizadas como
controle por serem insensiveis ac tratamento com coronatina ou acido jasmoénico.
Empregamos a técnica de “differential display” de mRNA para isolamento das
mensagens a serem analisadas.

No inicio do trabalho realizamos dois experimentos de “differential display”
com cDNAs obtidos a partir de mMRNA de plantulas selvagem e mutante coif
tratadas ou ndo com coronatina, e de mRNA de flores. A figura 5§ mostra um gel de
"differential display" de fragmentos de DNA obtidos com diferentes combinagdes
de oligonucleotideos. Varias bandas diferenciais foram identificadas e isoladas. O
DNA das bandas foi eluido em agua, reamplificado por PCR e separado por
eletroforese em géis de agarose. As bandas de DNA que correspondiam ao peso
molecular determinado no gel de “differential display” foram isoladas, e purificadas
da agarose com o uso de “Sephaglas™ BandPrep Kit” (Pharmacia Biotech)
seguindo o protocolo do fabricante. Os fragmentos de DNA purificados foram
quantificados e utilizados na marcagdo de sondas em experimentos de “Northern
blot”. As membranas foram preparadas com RNA total extraido de plantulas
selvagem e coif1 tratadas com coronatina ou metil jasmonato, e de flores de
plantas selvagem e mutante. Escolhemos, para caracterizagdo, uma das

mensagens cuja expressao diferencial foi confirmada através de “Northern blot”.
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Figura 5- Gel de “differential display” mostrando fragmentos de DNA
gerados apés PCR com diferentes combinagdes de oligonucleotideos. Setas
indicam bandas diferenciais identificadas entre plantulas de Arabidopsis selvagem
(wt) e mutante coif (coi), tratados ou néo com coronatina (Cor). A concentragcéo
final dos oligonucleotideos ancoradores (T12VN) e arbitrarios (OPP_) na reagéo de
PCR é de 1 uM. Reacdo de PCR: denaturagdo inicial a 94°C por 2 min; 40 ciclos:
denaturacéo a 94°C por 30 seg, anelamento a 40°C por 2 min, e extenséo a 72°C
por 30 seg; extensdo adicional a 72°C por 5 min.
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A sonda TVAOPP8-340, proveniente de uma banda identificada como
reprimida em plantulas de Arabidopsis tratadas com coronatina (Fig. 5), foi
utilizada para hibridizar uma membrana contendo RNAs totais extraidos de
plantulas de Arabidopsis tratadas com metil jasmonato e coronatina por 10 min,
30min, 1h e 4h. RNAs totais extraidos nesses mesmos tempos de plantulas ndo
tratadas foram usados como controle. A analise densitométrica do "Northern Biot"
revelou que a intensidade da banda diminuiu em fungdo do tempo de tratamento
com coronatina ou metil jasmonato, mantendo-se estavel no controle (resultados
ndo mostrados). Esse resultado sugeriu a repressdo da mensagem por tratamento
das plantulas com metil jasmonato e coronatina.

O fragmento de DNA foi clonado em vetor pMOSBIue e sequenciado
utilizando-se o kit ""Sequencing™ (Pharmacia), de acordo com o protocolo do
fabricante. A analise da sequéncia de 280 pb do clone TVAOPP8-340 revelou
identidade total com uma sequéncia de cDNA de Arabidopsis correspondente ao
gene GapB da gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (Shih et al, 1991), com
excecdo de um Unico aminoacido. O gene GapB codifica a subunidade B da
enzima gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH) de cloroplasto (Laxalt et
al., 1996), a qual atua no ciclo de Calvin, promovendo a redugdo de 1,3-
difosfoglicerato em gliceraldeido-3-fosfato (Mathews e van Holde, 1990).

Utilizamos dois oligonucleotideos desenhados a partir da seqiéncia
conhecida do gene GapB (Shih et al, 1991) para amplificar sua regiao
codificadora, através de reagdo de PCR com DNA gendmico de Arabidopsis. Um
fragmento de aproximadamente 2Kb foi amplificado, clonado, e teve sua
extremidade 5 sequienciada. A seqliéncia obtida apresentou identidade total com
o gene GapB de Arabidopsis. O clone gendmico foi utilizado como sonda em
experimentos de “Northern blot”. Entre trés experimentos realizados com
tratamento de plantulas selvagens e mutantes com coronatina e MeJA, dois
mostraram uma diminui¢do do transcrito correspondente ao gene GapB em fungéo
do tempo de tratamento, que variou de 10 min a 8 h (um exemplo esta mostrado

na Fig. 6). No entanto, em um dos experimentos ndo foi possivel observar a
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repressdo da transcrigéo do gene, gerando dividas em relagéo a veracidade dos

outros resultados.

Coronatina MeJA

1 -4 B 1 4 8 C
A

e Www- w
B

Figura 6- “Northern blot” de RNA total extraido de plantulas tratadas com
MeJA ou coronatina por 1, 4 e 8 horas. A. Membrana hibridizada com a sonda
GapB, revelando que os niveis dos transcritos diminuem ao longo do tempo dos
tratamentos. B. Membrana hibridizada com a sonda Ubiquitina de tabaco,
mostrando que quantidades equivalentes de RNA foram aplicadas no gel em cada
um dos tratamentos e no controle (C). O controle representa RNA total extraido de
plantulas de Arabidopsis n&o tratadas.

Os jasmonatos estéo envolvidos na repressao de genes relacionados ao
processo de fotossintese, como acontece com 0 gene RBCL (subunidade maior
da rubisco), CAB (proteina ligante a clorofila a e b) e proteinas do fotossistema I
de cevada (Reinbothe et al, 1994). Possivelmente existe um mecanismo de
repressdo, coordenado por acido jasmonico, de genes relacionados a
fotossintese. O gene COI1, que participa de processos regulados por jasmonatos
(Xie et al., 1998), poderia estar seqiestrando os reguladores de genes envolvidos
em fotossintese em plantas de Arabidopsis. A investigagéo da expressao de GapB
em diferentes tecidos das plantas selvagens e mutantes mostrou que a transcri¢cao
do gene néo ¢ afetada pelo gene CO/1. Além disso, 0s resultados obtidos nas
anélises de plantulas tratadas com coronatina ou MeJA ndo foram conclusivos
para estabelecer a regulagdo de GapB por jasmonatos.

Dewdney e colaboradores (1993) mostraram que 0s genes GapA e GapB
de Arabidopsis s&o regulados por luz. A analise do promotor do gene GapB (Kwon
et al., 1994) revela a existéncia de elementos presentes em genes regulados por
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acido jasmoénico e por luz. O dominio “CT-box” encontrado na posigio —547 foi
definido no promotor da vspB de soja comoc um dominio importante para a
resposta a MeJA (Mason et al., 1993). Outros dois dominios, “CATG-box™ e “GT-
box”, foram também encontrados nos promotores de genes que respondem a
MeJA e a machucado, como revisto por Samach e colaboradores (1995). Os
dominios Gap sdo essenciais para a regulagéo por luz nos genes GapA e GapB
(Kwon et al., 1994). A delegdo de seqiéncias semelhantes a dominios G no
promotor de GapB reduz a indugdo desse gene por luz em 1,5 vez (Kwon et al.,
1994). Sequéncias “G box” foram identificadas como um elemento essencial na
resposta a acido jasménico no promotor de inibidor de proteinase Il de batata (Kim
et al, 1992) e de vspB de soja (Mason et al, 1993). Seqiéncias “G-box’ e
sequéncias com substituicdo em apenas 1 ou 2 nucleotideos (“G-box-like”) foram
identificadas no promotor de genes que sdo ativados por luz, como cab-E de
Nicotiana plumbaginifolia e chalcona sintetase de Petroselinum crispum e
Antirrhinum majus (Schindler et al., 1992). Os elementos “G-box” estdo portanto
presentes em promotores de genes que respondem a luz e ao acido jasmonico.
No caso do gene GapB, algum tipo de interagdo entre esses dois estimulos
poderia ocorrer, de tal forma que a repressao do gene iniciaimente observada por
MeJA poderia ser “anulada” pelas condigdes de luz utilizadas no crescimento das
plantas. Lillo (1993) mostrou a ocorréncia de variagbes diurnas nos niveis de
mRNA e de atividade enzimatica da GAPDH de cloroplasto de plantulas de milho,
em respostas a ciclos de luz:escuro.

Os experimentos de “Northern blot” com o gene GapB nao foram
conclusivos em relagdo a repressédo do gene por jasmonatos, e tendo em vista a
interferéncia da luz e do ritmo circadiano na expressdo da GAPDH, resolvemos
interromper o trabalho e nos dedicar ao estudo de uma mensagem diferencial
expressa em flores de Arabidopsis. Uma vez que é&cido jasménico € capaz de
exercer regulacido poOs-transcripcional de genes codificadores de proteinas
envolvidas em fotossintese (Reinbothe et al, 1994b, 1993a e 1993b), a
determinacdo da atividade de GAPDH em tecidos tratados ou ndo com MeJA ou
coronatina é um aspecto interessante a ser abordado em trabalhos futuros.
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IDENTIFICACAO E CLONAGEM DOS GENES MBP

Resultados

Utilizando a técnica de “differential display” de mRNAs, o Dr. Celso E.
Benedetti isolou uma banda de 120 pb (TVGOPPS-120, Figura 7) com expressao
diferencial em flores selvagens. O fragmento de DNA foi clonado, seqlenciado e
utilizado na hibridizagdo de membranas contendo RNAs totais extraidos de flores.
Um transcrito de ~1,8 kb foi detectado apenas em flores de plantas selvagens,
mas nao em flores macho estéreis do mutante coi7. O fragmento foi utilizado no
“screening” de uma biblioteca de cDNA de flor, e trés clones independentes foram
isolados. As extremidades dos clones foram seqienciadas e um deles era
quimérico (com cauda poli-A nas duas extremidades). Os outros dois clones, 1.1 e
2.1, foram utilizados como sondas em “Northern blots” (Figura 1, artigo), e
detectaram transcritos de ~1,8 kb e ~1,7 kb, ~1,8 kb e ~2,8 kb, respectivamente.

Com o objetivo de isolar o transcrito maior de ~2,8 kb, utilizamos um
fragmento EcoR 1/Sal | de 1,2 kb do clone 2.1 no “screening” da biblioteca de
cDNA de flor. Vinte e um clones independentes de fago A foram isolados apés 3
“screenings” consecutivos da biblioteca. Plasmideos pBlueScript recombinantes
correspondentes a cada um dos clones foram excisados e utilizados na analise de
“Southern blot” e sequenciamento.

Os plasmideos purificados foram digeridos com EcoR | e Xho | para a
liberagdo dos insertos. Os insertos foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose e analisados por “Southern blot”. A figura 8 mostra o padréo de restricdo
dos clones e a hibridizagdo dos insertos com a sonda utilizada no “screening”.

Através da comparagdo do padrdo de restricdo e de hibridizagdo dos clones
(Fig. 6), foram identificados aproximadamente 14 padrdes de restricdo diferentes.
Um representante de cada grupo foi escolhido para o sequenciamento, e dois
clones homologos as proteinas ligantes de mirosinase (“myrosinase-binding
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proteins” ou MBPs) foram identificados. A caracterizagdo dos clones MBP1 e
MBP2 esta descrita no artigo apresentado a seguir.
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Figura 7- Gel de “differential display” mostrando fragmentos de DNA
gerados apés PCR com diferentes combinagdes de oligonucleotideos. Setas
indicam bandas diferenciais identificadas entre flores de Arabidopsis selvagem
(wt) e mutante coi? (coi). A concentragéo final dos oligonucleotideos ancoradores
(T12VN) e arbitrarios (OPP_) na reagdo de PCR é de 1 uM. Reagéo de PCR:
denaturacéo inicial a 94°C por 2 min; 40 ciclos: denaturagéo a 94°C por 30 seg,
anelamento a 40°C por 2 min, e extens&o a 72°C por 30 seg; extens&o adicional a
72°C por 5 min.

47



I |

Figura 8- A. Gel de agarose 1% mostrando o padréo de restricdo dos
clones isolados apés “screening” da biblioteca de cDNA de flor de Arabidopsis. B.
“Southern blot” mostrando o padréo de hibridizagdo dos clones com a sonda EcoR
I/Sal | de 1,2 kb. Os asteriscos indicam os clones sequenciados. Cada clone esta
identificado por um nimero acima de dois transformantes analisados.
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Abstract Two cDNA clones homologous to myrosinase-
binding proteins (MBPs) were identified by differential
display in Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. The cDNAs
(MBP! and MBP2) correspond to two open-reading
frames found in a gene cluster of seven putative MBP
genes located on chromosome 1. The predicted proteins
MBP!1 and MBP2 are similar to lectins and plant ag-
gregating factors. In addition, MBP2 contains a tegion of
high content of proline and alanine residues, commonly
found in arabinogalactan proteins and hydroxyproline-
rich glycoproteins. Transcripts corresponding to MBP!
and MBP2 genes are exclusively and abundantly ex-
pressed in flowers but are not detected in male-sterile
flowers of coil plants, insensitive to jasmonic acid.
Northern analysis and in situ hybridization revealed that
MBP mRNAs are present in higher levels in immature
flowers and are localized in several floral organs, in-
cluding the ovary, ovules, style, anthers and filament.
Transcripts of the Arabidopsis myrosinase gene TGGI
show a pattern of expression similar to that observed for
the MBP genes during flower development; however,
they are also abundant in green tissues and are only
partially affected by COJ!. Crude preparations of soluble
proteins from leaf and flower extracts of wild-type Ara-
bidopsis showed myrosinase activity when sinigrin was
used as substrate. In contrast, coi/ plants showed
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significantly reduced myrosinase activities in both leaves
and flowers. The results show that COII controls MBP
expression in flowers and significantly affects the
expression and activity of myrosinase in Arabidopsis.

Keywords Arabidopsis (Coil mutant) -
Differential display - Flower-specific expression -
Mutant (Coil) - Myrosinase-binding proteins

Abbreviations EST: expressed sequence tag - JA: jas-
monic acid - MBP: myrosinase-binding protein - MeJA:
methyl jasmonate

Introduction

The coil mutant of Arabidopsis is insensitive to jasmonic
acid (JA) and produces male-sterile flowers (Feys et al.
1994). We have used this mutant to identify JA-
responsive genes, and this allowed us to isolate various
genes that are normally up-regulated in Arabidopsis
leaves by JA or wounding. We have noticed that all
JA-induced genes we have isolated are constitutively
expressed in flowers, but are not found in roots.
Examples include the vegetative storage protein gene
VSP (Benedetti et al. 1995), the coronatine-induced
gene ATHCORI (Benedetti et al. 1998) and the
oxophytodienoate reductase gene OPR3 (Costa et al.
2000). In this study, we compared the gene expression
profiles of normal and male-sterile flowers of coil, to
identify flower-specific genes dependent on JA signal
transduction. We report the isolation and characteriza-
tion of two Arabidopsis genes that are specifically ex-
pressed in floral organs but are not inducible by JA or
wounding in vegetative tissues. The genes identified are
homologous to those for myrosinase-binding proteins
(MBPs) commonly found in association with myrosinase
enzymes in various members of the Brassicaceae.

The myrosinase-glucosinolate system is involved in
several aspects of plant development and defense,
affecting the behavior of herbivorous insects and

49



692

pathogens (reviewed by Rask et al. 2000). In this system,
hydrolysis of the glucosinolates by myrosinase enzymes
(thioglucosidases) produces substances with a remark-
ably wide spectrum of biological activities. Some of
these compounds are very effective against chewing
insects, bacteria and fungi, whereas others can function
as signaling molecules or stimulants for insect feed-
ing and oviposition (Rask et al. 2000). Additionally,
glucosinolates and their degradation products can pro-
vide precursors of plant hormones and serve as meta-
bolic sources of sulfur and nitrogen at particular stages
of the plant development (Bones and Rossiter 1996).

The function of MBPs in plants has not been estab-
lished, and it is not clear yet whether they have a role in
the myrosinase-glucosinolate system, since recombinant
myrosinases display normal activity in the absence of
MBPs or other myrosinase-associated proteins (Chen
and Halkier 1999). It has been demonstrated that certain
types of myrosinase-associated proteins  called
epithiospecifiers (ESPs) function as a myrosinase co-
factor necessary to modulate the specificity of myrosin-
ases towards the production of particular enzyme
products (Bones and Rossiter 1996; Chen and Halkier
1999; Bernardi et al. 2000). However, experimental data
supporting a relationship between MBPs and ESPs are
still lacking (Bones and Rossiter 1996). Due to their
lectin activity, it has also been suggested that MBPs
could bind carbohydrates present in insect guts and
fungal pathogens, thus enhancing the action of gluco-
sinolates in defense reactions (Rask et al. 2000).

Three myrosinase genes have been identified in
Arabidopsis, two of them, TGGI! and TGG2, present
conserved structures and very similar expression pat-
terns (Xue et al. 1995). We chose myrosinase TGG/ to
compare its transcript levels relative to the MBP genes in
vegetative tissues and during flower development. Here,
we report that myrosinase TGG/ and MBP genes are
expressed in flowers in a developmentally similar way,
and that COI! is also important for TGGI expression
and myrosinase activity in Arabidopsis.

Materials and methods

Plant growth

Seeds of wild-type Arabidopsis thaliana (L.) Heynh. ecotype
Columbia (Col-0) were germinated in MS medium (Murashige and
Skoog 1962), whereas coil seeds from an F, population segregating
for the Coi phenotype, were first germinated in MS containing 10 pM
methyl jasmonate (MeJA) to select homozygous coil plants (Feys
et al. 1994). Seedlings were grown for about 10 days in a growth
cabinet under white light (70 umol photons m2s7') with a 16-h-day/
8-h-night photoperiod at 20 °C, and then transferred to fresh MS
medium and grown for 5 days. Seedlings were either transferred to
fresh MS or MS-MeJA plates, or moved to soil to grow to maturity.

Differential display

Differential display of mRNA was performed based on Liang and
Pardee (1992). Total RNA (I pg) from flowers of wild-type and

coil plants was reverse-transcribed and amplified by polymerase
chain reaction (PCR) as previously described (Benedetti et al
1998). A differentially displayed band of about 120 bp
(TVGOPPY), detected by the pair of primers OPP9 (OPERON,
Alameda, Calif., USA) and T,»VG (GIBCO-BRL. Gaithersburg.
Md., USA), was purified, cloned and sequenced as described by
Benedetti et al. (1998), and used to probe RNA blots.

Screening of the cDNA library

A cDNA library of Arabidopsis (Landsberg erecta), kindly donated
by Dr. Elliot M. Meyerowiiz (California Institute of Technology.
Pasadena, USA), was screened following the Stratagene protocols
using TVGOPP?9 as probe. A few independent clones were isolated
and sequenced using the dye-terminator reaction kit (Perkin-Elmer,
Norwalk, Conn., USA) in an automated ABI DNA sequencer
(Applied Biosystems. Warrington, UK). A 1.2-kb EcoRI, Sall
fragment from clone 1.2 isolated during the first screening was used
to re-screen the library. Two full-length clones of approx. 1.6 kb
(MBPI) and approx. 2.4 kb (MBP2) were used in the work
described here.

Probes

Specific probes were obtained by digesting MBP! and MBP2
cDNAs with EcoRI or EcoRI/Sspl, yielding the 286-bp EcoRI and
571-bp EcoRI/Sspl fragments, corresponding to the 5" ends of
MBPI and MBP2, respectively. The 286-bp EcoRI fragment was
subcloned into pBlueScript KS* (pMBPI1Eco) to generate the
sense and antisense RNA probes used in the in situ hybridization.
A myrosinase probe was obtained from the expressed sequence tag
(EST) number 34862 (clone 185J2T7) corresponding to the
myrosinase 7GG/ gene, provided by the Arabidopsis Biological
Resource Center (Ohio State University). The identity of the EST
clone was confirmed by sequencing analysis.

Northern blots

Total RNA from roots, seedlings, leaves, flowers and siliques was
extracted according to Verwoerd et al. (1989), whereas total RNA
from flowers at different developmental stages was extracted with
Trizol reagent (GIBCO-BRL) following the manufacturer’s pro-
tocol. Aliquots of total RNA (20 pg) were fractionated on form-
aldehyde-agarose gels (Sambrook et al. 1989), transferred onto
nylon membranes Hybond N* (Amersham, Little Chalfont, UK)
by capillary blotting and fixed by UV cross-linking according to the
manufacturer instructions. Blots were hybridized overnight with
the **P-labeled probes described above, at 42 °C, and washed twice
for 10 min at 42 °C with 2x SSC (Ix SSC is 0.15 M sodium chlo-
ride, 0.015 M sodium citrate, pH 7) and 0.1% SDS, and twice with
0.2x SSC and 0.1% SDS, under the same conditions

Southern blots

Genomic DNA was extracted using the CTAB method described in
Ausubel et al. (1989). DNA samples (10 pg) were digested with
Xbal, Xhol or EcoRI, electrophoresed in a 1% agarose gel and
transferred onto nylon membranes (Hybond N*). Blots were hy-
bridized for 15 h at 42 °C with the 3?P-labeled MBP1- and MBP2-
specific probes described above. Membranes were washed once
with 2x SSC and 0.1% SDS for 20 min at 42 °C, and twice with
0.2x SSC containing 0.1% SDS for 10 min at 42 °C.

In situ hybridization
RNA probes were prepared from linearized pMBP1Eco using

digoxigenin (DIG)-11-rUTP labeling, following the manufacturer’s
protocol (Boehringer Mannhein, Germany), except that T3 RNA
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polymerase was used. Tissues were fixed in FAA (50% ethanol,
10% formaldehyde, 5% acetic acid) overnight at 4 °C, dehydrated
through a graded ethanol series followed by a t-butanol series, then
embedded in Paraplast Plus (Sigma, St. Louis, MO, USA) and
sectioned (8 ym). Sections assembled in poly-L-lysine-coated slides
were de-paraffinized in xylene, re-hydrated and treated with
proteinase K (1 pg/ml) for 30 min. Slides were incubated in
100 mM triethanolamine, 0.1% acetic anhydride for 10 min. Hy-
bridization was carried out at 55 °C in a moist chamber in 50%
deionized formamide, 5x SSC, 5% SDS, 100 pg/ml tRNA, 100 pg/
ml polyA and the probes at 5 pg/ml. Slides were washed twice in
0.2% SSC, 0.2% SDS at 55 °C for 10 min, and then incubated with
RNase A (10 pg/ml) for 20 min. Immunological detection was
performed incubating the slides for 1 h in 0.5% blocking reagent,
then in diluted anti-DIG-alkaline phosphatase conjugate (1:1,000)
in 0.5% BSA for | h at room temperature in a moist chamber. The
color reaction was developed in 100 mM Tris-HCl (pH 9.5),
100 mM NaCl, 50 mM MgCl,, 338 pg/ml nitro blue tetrazolium
(NBT), 175 pg/ml 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate (BCIP),
and 1 mM levamisole, overnight at room temperature in a dark
moist chamber. Sections were dehydrated in ethanol series and
mounted with Permount (Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA)
for visualization,

Protein extraction and myrosinase assay

Rosette leaves and flowers of wild-type and coil plants were ho-
mogenized in 0.1 M phosphate buffer (pH 6.0) containing 5 mM
benzamidine. The homogenate was maintained in continuous,
gentle stirring for 30 min at 4 °C. Insoluble material was removed
by centrifugation at 13,000 rpm for 15 min, and the supernatant
was filtered through a 0.45-um filter and precipitated in 70% sat-
urated ammonium sulfate. The pellet was dissolved in 10 mM
phosphate buffer, and thoroughly dialyzed against the same buffer.
Precipitate formed during dialysis was removed by centrifugation
at 4,000 g for 10 min. All steps were carried out at 4 °C.
Myrosinase activity was determined by measuring the hydrolysis of
sinigrin (Sigma) by following the decrease in absorbance at 227 nm
(Schwimmer 1961). Assays were performed at 27 °C in 0.75 ml of
33 mM sodium phosphate (pH 6.0), containing 20-50 pg of pro-
tein extract and 0.24 mM sinigrin. Assuming that one of the hy-
drolytic products of sinigrin, allyl isothiocyanate, absorbs light in
the UV region, we used the molar extinction coefficient at 227 nm
for both the substrate (e=7800) and product (¢=564) in the cal-
culation of sinigrin concentration at the end of the reaction. Protein
was quantified by a Bradford-based method (Bio-Rad, Hercules,
Calif., USA).

Results
Isolation of two MBP genes from Arabidopsis flowers

A small DNA fragment (TVGOPP9) identified by dif-
ferential display in the wild type but not in male-sterile
flowers of coil was cloned and used to probe total RNA
from immature and developed flowers of Arabidopsis. It
was found that TVGOPP9 detected a transcript of
approx.1.8 kb expressed only in wild-type flowers (not
shown).

A flower cDNA library was screened with TVGOPP9
and a few independent clones were isolated. Sequence
analysis of the cDNA ends revealed that two of the
clones (1.1 and 1.2) were related and that clone 1.1
contained the entire TVGOPP9 sequence located at its 5
end. Northern blot analysis showed that, similar to
TVGOPPY, clone 1.1 preferentially detected a transcript
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of approx. 1.8 kb, whereas clone 1.2 detected transcripts
of approx. 1.7 kb, approx. 1.8 kb and approx. 2.8 kb, in
wild-type flowers (Fig. 1). These transcripts were poorly
detected in flowers of coil (Fig. 1).

In order to isolate full-length cDNAs corresponding
to the 1.7-, 1.8- and 2.8-kb transcripts, a fragment
from clone 1.2 was used to re-screen the library.
Twenty-one independent clones were isolated and di-
vided into restriction groups. Clones representative of
each group were sequenced, and two related cDNAs
homologous to MBPs were identified. One cDNA
(MBPI) was identical to the previous clone 1.1
whereas a larger one (MBP2) represented a full-length
¢DNA of clone 1.2.

To certify that MBP2 corresponded to the larger
transcript of approx. 2.8 kb observed on Northern blots,
a fragment specific to MBP2 cDNA was used to probe
RNA from flowers. Figure | shows that the probe de-
rived from MBP2 preferentially detected the approx.
2.8-kb transcript in wild-type flowers. Although a tran-
script of approx. 1.7 kb was frequently observed on
Northern blots (Fig. 1), a cDNA smaller than MBPI
was not isolated in our screenings.

Buds Flower

Wt coi Wt coi

kb
1.1 cDNA
(MBPI)
3 —2.8
1.2 cDNA _1.8
(MBP2) G
©2 2.8
MBP2
- - 1.8
-wew ¢

Fig. 1 Expression of MBP! and MBP2 genes in buds and
developed flowers of wild-type (wt) Arabidopsis thaliana and the
coil mutant. RNA was probed with ¢cDNA clones 1.1 and 1.2
(MBPI and MBP2, respectively), and with a fragment specific to
MBP2 ¢cDNA. Transcripts of 1.7, 1.8 and 2.8 kb were detected in
the wild type, but not in the male-sterile flowers of coil. Similar
amounts of RNA were loaded in each lane as revealed by the
hybridization to a 16 S rRNA
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Genomic structure and sequence analysis
of Arabidopsis MBP genes

Sequences from Arabidopsis chromosome 1 (AC006216)
showed the existence of a cluster of seven related genes
homologous to previously described MBPs from
Brassica napus (Fig. 2A). Sequence alignments between
MBPI and MBP2 with BAC F5F19 clearly shows
that MBPI corresponds to the Col-0 F5F19.10 MBP
gene. MBP2 is highly similar to the Col-0 F5F19.9 MBP
gene (96% identity); however, MBP2 has additional
coding sequences relative to F5F19.9 MBP and therefore
may represent a different Landsberg allele.

To investigate the copy number and relatedness of
the Arabidopsis MBP genes, two probes derived from
the 5° ends of MBP! and MBP2 were used in
Southern blot experiments (Fig. 2B). The two probes
detected mainly single strongly hybridizing bands in
genomic DNA digested with three different enzymes,
under high-stringency conditions (Fig. 2B). Two hy-
bridizing bands were observed in Xbal-digested DNA
probed with MBP2, although no Xbal sites are found
in either MBP2 cDNA or genomic F35F19.9 sequences.
We concluded from these experiments that MBP/I and
MBP2 are represented as single-copy genes in the
Arabidopsis genome.

BACF5F19

F5F19.10
(MBPI)

F5F19.9
(MBP2)

Fig. 2A, B Genomic organization of Arabidopsis MBP genes.
A Schematic representation of the Arabidopsis chromosome 1
region (BAC FSF19) comprising seven putative M BP genes (boxes).
The genes encoding MBP! (F5F19.10) and possibly MBP2
(F5F19.9) are shown in detail, with introns (black) and exons
(gray). Arrows indicate the orientation of transcription. B Southern
blot analysis of Arabidopsis genomic DNA digested with EcoRI
(E), Xbal (B) and Xhol (X), hybridized to MBP! (286-bp EcoRI
fragment) or MBP2 probe (571-bp EcoRI/Sspl fragment)

The MBP! and MBP2 ¢cDNAs possibly encode for
proteins of 462 (MBP1) and 664 amino acids (MBP2),
which are homologous to MBPs from Brassica napus
and Arabidopsis (Fig. 3). The deduced proteins are
composed of three (MBP1) or four (MBP2) repeated
domains, a characteristic that is also found in B. napus
MBPs (Taipalensuu et al. 1997a, c; Geshi and Brandt
1998). In addition, the deduced MBP1 and MBP2 pro-
teins show significant homology to plant agglutination
factors and lectins such as jacalin, particularly in their
C-terminal regions (Fig. 3).

A special feature of the MBP2 deduced protein is the
presence of a 54-amino-acid sequence rich in proline
(50%) and alanine (36%) found between the second and
third domains (Fig. 3). The proline (P) residues are
confined to stretches of PX, where X is frequently
alanine (A). The PA-rich region is also found in an MBP
from B. napus seeds (Taipalensuu et al. 1997a) and in an
f-AtMBP recently isolated from Arabidopsis flowers
(Takechi et al. 1999).

MBP2 is 96% identical to f~AtMBP, and the main
difference between the two sequences is the number of
PX repeats (Fig. 3). We observed that the deduced
polypeptide from f~4tMBP (Takechi et al. 1999) almost
perfectly matches the protein derived from the genomic
sequence F5F19.9 MBP, except that it includes four
additional amino acid residues in its N-terminal (Fig. 3).

Flower-specific expression of Arabidopsis MBP genes

The expression of both MBPI and MBP2 is restricted to
floral tissues and requires the CO/! function (Fig. 4A).
Because MBPs have been suggested to be associated
with myrosinase enzymes (Bones and Rossiter 1996), we
looked at the overall expression of an Arabidopsis
myrosinase gene TGGI (Chadchawan et al. 1993) for
comparison. We observed that 7GG! has a pattern of
expression different from that of the MBP genes. GGl
mRNA was found in green tissues, including leaves and
siliques, but, similar to MBP transcripts, it is abundant
in flowers and absent in roots. Interestingly, 7GGI ex-
pression is only partially affected by the coil mutation
(Fig. 4A). Since TGGI mRNA was found in flowers and
its expression was significantly diminished in coil, we
followed its transcript accumulation relative to MBPI
during stages of flower development. Figure 4B shows
that the expression of TGG/ parallels that of MBPI
during flower development, and that both transcripts are
high in immature flowers, but progressively decrease as
flowers begin to open, mature and senesce. Male-sterile
flowers of coil do not express MBPI in the floral stages
examined, but show a low expression of TGG (Fig. 4B).

Since the MBP genes and TGG/ are dependent on
COIl for flower expression, we tested whether they
could be induced by jasmonate in vegetative tissues.
Figure 5 shows that MBPI! and TGGI are weakly
induced by MeJA in wild-type seedlings after 4 h of
jasmonate treatment,
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Fig. 3 Protein alignment of g
" 5 ; L2 ] k| khkh * ARV TAREN RN x| * | kdk | Ao wkk | Ahk Rk d*w
Arabidopsis MBPs 1 and 2 and Jxwx| |
related sequences. Comparison MBP2 MSEKVGAMGGNKGGAFDDGVFDGVKKVIVGKDFNNVTY IKVEYEKDGKFEIREHGTNRGQ
of the predicted MBPI £AEMBP MIE----- IMSEKVGAMGGNKGGAFDDGVFDGVKKVIVGKDFNNVTY IKVEYEKDGKFEIREHGTNRGQ
(AF05£906) 4 MBP2 BnMBP  MEMKTQRVVMSKRVGPMGGNMGVAFDDGVFDGVKKIVVGRDQGCVSYIKIEYEKDAKFETREHGTIRGP
an
(AF222537) proteins with Ara- iItﬂI*'t'*t*t*lt*iflt *  * | iti'*lt hhk kkkl kK I *l * ttll *
bidopsis fAtMBP (AB027252), MBP2 LKEFSVDYPNEYITAVGGSYDTVFGYGSALIKSLLFKTSYGRTSPILGHTTLLGNPAGKEFMLESKYGG
Brassica napus BaMBP £AEMBP LKEFSVDYPNEYITAVGGSYDTVFGYGSALIKSLLFKTSYGRTSPILGHTTLLGNPAGKEFMLESKYGG
(U59446) and lectin jacalin BnMBP  LQEFAVEYPNEYITSVGGSFDLVPFYNAVLIKSLVFYTSYRRTSPTLGVA------ GGRAFWLEGRTGG
a-chain from A}'[oca}‘pus [n[eg- !***t*ititlttﬁlttt L2 2] I | = ® R khEkR kAW cl i| » ‘ "
rifolia (L03795). Asterisks and MBP1 MSTGGPQKLEAQGGKEGKEWDDGAEHDGVTKI YVAAGGLGIEQIRF
lines indicate identical and sim- MBP2 KLLGFHGRSGEALDAIGPHFFAVNSSLKHFKPQGGNG--GSAWDDGAF-DGVRKVLVGRNGKFVSYIRF
ilar residues, respectively. Ar- £AtMBP KLLGFHGRSGEALDAIGPHFFAVNSSLKHFKPQGGNG--GSAWDDGAF -DGVRKVLVGRNGKFVSYVRFE
ows separage different Izl/iB P BnMBP  RLLGFHGRSGQALDSIGPYFFAPNPPLRHFERQGGNG~-GTPWDDGAY-DGVRKILVARGGRFVSYFRF
FOW
domains and the proline-rich 1* 1 | e o | LI B L “] pre owe | ow
region is in bold. Residues that MBP1 DYVKNGQPKEGSFHGVKGRSTISTIEISHPAEYLISMEGWYDSTNI IQGIQFKSNKHTSQYFGYEFFGD
are important for carbohydrate MBP2 EYAKGERTVPHA-HG-KRQEAPQEFVVDYPNEHITSVEGTIDGY-LSSLKFKTSKGRTSPVFG-NVVGS
binding in iacalin tei £AtMBP EYAKGERMVPHA-HG-KRQEAPQEFVVDYPNEHITSVEGTIDGY-LSSLKFTTSKGRTSPVFG-NVVGS
blrlldmgdl /J'acd Tlgr(l) 1111 gf ¢ BnMBP  EYARGERMVPHA-HG-KRQEVPQEFVVDYPHEHIILVEGTVDVC-LTSVMFKTSKGRTSRVFG-NVVGR
old-underlined. The las
amino acid residues of the * e [ [ E[*> *i*]
C-terminal of BnMBP were MBP1 GTQFSLQVNDNKI IGFHGFADSELNSVGAYFAPT = === m == == oo e o m e e
removed to optimize the MBP2 KFVFEETSF--KLVGFCGRSGDAIDALGAHFAPLPAPTPAPAPAPAPVPVPAPAPVPAPSPAPAPSPAP
f p fAtMBP KFVFEETSF--KLVGFCGRSGEAIDALGAHFAPLPAPTPAPAPAPAP - -———~—-—-=- APAPAPSPAP
alignment BnMBP  KFVFEEKDF--KIVGFCGRSADAIDALGAHFGPLRTPAPAPSPAPGPAPAPAPGSHPAPAPAPAPAPGQ
MBP1 o m e mm e e e e e
MBP2 APAPAPAPAPTPAPAPAPPN
fAtMBP ASAPVPAPAPTPAPAPAPPN
BnMBP  GPRPAPAPGAGPRPSPAPGPGPRPAPAPAPAPGQGPRPAPGPAPGQGPHPAPAAAPGTSATPAPAPTTT
-' | *'l - kAR AR tltl |t|| |t|t|t *w tlt't |1t' * |
MBP1 PNKVEAQGGNGGETFDDGVFDHVRKVYVGQGESGVAYVKFEYEKDGKRETRDHGKMTLLGTEEFEVDSD
MBP2 - -KVEALGGNGGTIFDDGAFDHVRKVY IGQGDSGVAYVKFEYEKDGKRETGEHGKMTVLGTEEFEVESD
£ALMBP --KVEALGGNGGTIFDDGAFDHVRKVYIGQGDSGVAYVKFEYRKDGKRETREHGKMTVLGTEEFEVESD
BaMBP  --KIGPVGGEKGNTFDDGIFDGVQKITVGKDIYSVTYIKTEYTKEGKVEISEHGTNRGELKEFSVNNEN
ttttl * l”t ‘ | ”*l** * kk Wk X t-tl |it** t*'*l *
MBP1 DYITSIEVSVDKVFGYNSEIVTALVFKTSKGTTSPPFGMVTEKKFELKDGNGGKLAGFHGKASDVLYAL
MBP2 DYITSAEVSVDNVFGFKSEIVTSLVFKTFKGITSQPFGMESEKKLELKDGKGGKLVGFHGKASDVLYAL
£AtMBP DYITSIEVSVDNVFGFKSEIVTSLVFKTFKGITSQPFGMETEKKLELKDGKGGKLVGFHGKASDVLYAL
BnMBP  DYITAVGGSYNHIFNYDTTLITSLYFTTSKGFTSALFGKMSGEEFNLKGENGGKLLGFHGQ-SCYRCHW
Rk | ¥ * ek A X2 XX X2 R 2] ke * *li - * I i
MBP1 GAYFAPST-~-TSTTPSTTKKLQOARGGNGGASWDDGVFDGVRK ILVGQGND--GVAFVTFEYNKGSQAT
MBP2 GAYFAPTTNSITPSTPSTAKKLQARGGNGGASWDDGVFDGVRK ILVGQGND--GVAFVTFEYNKGSQAT
fALMBP GAYFAPTTNSTTPSTPSTSKKLQARGGNGGASWDDGVFDGVRKILVGQGND--GVAFVTFEYNKGSQAL
Jacalin GKAFDDGAFTGIREINLSYNKETAIGDFQVIYDLNGSPYV
tﬁlit*ﬁt * ik |'| * Ad whkhkwhn]|n % ®]w x| x
MBP1 LGDGHGKKTLLGTETFELDYPSEYITSVEGYYDKIFGVEAEVVTSLTFKTNKRTSQPFGMTAGEHFELK
MBP2 LGDGHGKQTLLGTETFELDYPSEY ITSVEGYYDKIFGVEAEVVTSLTFKTNKRTSQPFGMTAGEHFELK
£AtMBP LGDRHGKQTLLGTETFELDYPSEYITSVEGYYDKIFGVEAEVVTSLTFKTNKRTSQPFGMTAGEHFELN
Jacalin GQNHTSFIKGFTPVKISLDFPSEYIVDVSGYTGKVSGYV~-VVRSLTFKTNKKTYGPYGVTSGTPFNLP
ke * * *
MBP1 EDGYKVVGFHGKAGDLVHQIGVHIVPIFTNYRVAI
MBP2 EDGYKIVGFHGKAGDLVHQIGVHAVPIFTNYRCVF
£AtMBP EDGYKIVGFHGKAGDLVHQIGVHAVPIFTNYRCVF
Jacalin IENGLVVGFKGSIG---YWLD----- YFSMYLS-L

In situ localization of the Arabidopsis MBPI transcript

To further examine the expression of MBPI, a probe
derived from a 286-bp EcoRI fragment of MBPI,
previously shown to hybridize specifically to the 1.8-kb
MBPI transcript (Fig. 4B), was used in in situ hy-
bridization experiments. MBP] mRNA was detected in
male and female organs, petals and pedicels (Fig. 6A,
D-F). Hybridization signals (purple-blue) were
stronger in immature flowers (Fig. 6A, D) but less in-
tense in developed and in coil flowers (Fig. 6E, F and
B, respectively). As observed in Fig. 6D and E, most of
the female structures, particularly the ovary, ovules
and style were labeled, relative to the sense (brownish)

hybridization (Fig. 6G). The hybridization signal was
also observed in stamens, with intense labeling of the
tapetal cells (Fig. 6A, D, E). However, less intense
staining of the tapetal cells was detected in wild-type
flowers hybridized with the sense probe (Fig. 6C) and
in coil flowers hybridized with the antisense probe
(Fig. 6B).

Analyses of the flowers in the later stages of
development, when tapetal cells had degenerated,
revealed that the overall staining of female organs and
petals is maintained, while staining of male parts is
reduced and limited to the filament (Fig. 6F). No
hybridization signal was detected in pollen grains or
sepals.
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Fig. 4A, B Flower specific expression of the Arabidopsis MBP
genes, and their dependency on COIl. A MBP! and MBP2
transcripts are expressed exclusively in flowers (F) of wild-type
plants. Transcripts of a myrosinase gene (TGG/) are nevertheless
present in seedlings (), young (L) and mature (M) leaves, flowers
(F) and siliques (S1), but not in roots (R) of both wild-type and coil
plants. However, the coi/ mutation also affected TGG/ expression.
B The accumulation and disappearance of MBPI and TGG/
transcripts occurs in parallel during the stages of flower develop-
ment, but expression of TGG/ is only partially affected by CO/I,
Total RNA hybridized to a ubiquitin gene is shown (UBQ)

Myrosinase activity is increased in flowers
and is affected by COIl

MBPs are thought to play a role in the myrosinase-
glucosinolate system, and because both MBP and TGG/
transcript levels are relatively lower in coil tissues, we

MeJA
Ih4h €
- MBP2
- MBPI
- - | (GG
|
== W U8

Fig. 3 Transcript accumulation of MBPI. MBP2 and TGG! in
wild-type Arabidopsis seedlings in response to MeJA. Northern
analysis of seedlings treated with MeJA (10 pM) for | and 4 h
reveals a verv weak MBPI and TGG/! response Lo jasmonate.
compared to untreated controls (€). W BP2 transcripts could not be
detected. The ubiquitin (L'BQ) control for RNA loading is shown

measured myrosinase activity from leaf and flower ex-
tracts using sinigrin as substrate (Fig. 7). We observed
that the myrosinase activity toward sinigrin is higher in
flowers than in leaves of Arabidopsis and that this ac-
tivity is significantly reduced in these organs in the coif
mutant. On average. the myrosinase activity was 60%
and 90% lower in coil flowers and leaves. respectively
(Fig. 7).

Discussion

This work presents the isolation and characterization of
two flower-specific MBP genes, which are absent in
male-sterile flowers of the Arabidopsis coil mutant.
Transcripts related to M BP genes have been identified in
Arabidopsis flowers (Utsugi et al. 1996), and a gene
(f-AtMBP) encoding a flower-specific MBP similar to
MBP2 has been described (Takechi et al. 1999). Indeed,
the sequencing of the Arabidopsis genome has revealed
the existence of a gene cluster in chromosome | har-
boring seven open-reading frames homologous to MBPs
(AC006216). The cDNAs corresponding to the two
major transcripts observed in developing flowers are
represented in this gene cluster. MBPI is identical to the
Col-0 F5F19.10 gene, except for a single amino acid
change. However, the sequence of MBP2 differs slightly
from its putative corresponding Col-0 allele in chro-
mosome 1, particularly in the PX repeated region, which
is longer in MBP2 relative to F5F19.9 MBP (same as
f-AtMBP). A few amino acid changes between MBP2
and F35F19.9 MBP may reflect an ecotype variation.
The function of these MBP genes in flowers of
Arabidopsis is currently unknown. In B. napus, MBPs
have been suggested to participate in the myrosinase-
glucosinolate system that is implicated in defense
against herbivores and pathogens (reviewed by Bones
and Rossiter 1996: Rask et al. 2000). MBPs are able to
form complexes with myrosinases, as evidenced by
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Fig. 6A-G In situ localization
of MBPI in flowers of wild-type
Arabidopsis. A-C Transverse
sections of the wild type (A) and
the coil mutant (B) hybridized
with the antisense probe are
compared with the wild type
probed with sense MBPI (C).
D-G Longitudinal sections of
immature (D) and developed
(E, F) wild-type flowers hy-
bridized with antisense MBP/
or sense control (G). Hybrid-
ization signal (blue) is found in
male and female organs more
intensely in developing flowers
(A, D) relative to wild-type
controls (C, G) and coil (B).
Stronger signals are observed in
the ovary, ovules, filament and
tapetal cells. Bar = 30 pm

immunoaffinity experiments (Falk et al. 1995; Geshi and
Brandt 1998; Geshi et al. 1998). In addition, purified
MBPs from B. napus seeds were shown to possess lectin
activity, suggesting that they could specifically bind to
glycosylated myrosinases (Taipalensuu et al. 1997c). In
this respect, the C-termini of the Arabidopsis MBPs are
very similar to those of a maize aggregating factor (Esen
and Blanchard 2000) and lectins such as jacalin from
Artocarpus integrifolia and agglutinin from Maclura
pomifera (Young et al. 1991). Jacalins constitute a dis-
tinct group of lectins, known to bind human IgA, spe-
cifically through the galactose-terminal oligosaccharides
(Skea et al. 1988). Although the amino acid residues of
jacalin important for the methyl-galactose binding are
not fully conserved in the Arabidopsis and B. napus
MBPs, B. napus MBP also binds IgA in vitro through
its jacalin homologous region (Geshi and Brandt 1998).

Interestingly, the MBP2 predicted protein presents a
repetitive proline-rich region (PX). Proline-rich motifs
(Hyp-X), are widespread in arabinogalactan proteins
(AGPs) belonging to the family of hydroxyproline
(Hyp)-rich glycoproteins (HGRPs). In these proteins,
Pro residues are usually post-translationally hydroxy-
lated to form Hyp, and X is usually alanine, threonine or
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Fig. 7 Specific myrosinase activity in flowers and leaves of
Arabidopsis. Protein extracts (20-50 pg) from the wild type (Col-
) and the coi/ mutant were assayed for myrosinase activity toward
sinigrin in sodium phosphate buffer pH 6.0, at 27 °C, as described
in Materials and methods. Decay in absorbance due to sinigrin
breakdown was measured at 227 nm. Values are means + SD of

four measurements

serine. Non-contiguous Hyp residues are sites of arabi-
nogalactan polysaccharide attachment (Shpak et al.
1999). AGPs are found in a variety of organs and tissues,
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