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RESUMO

Lipoxigenases (LOX) catalizam a oxigenagao de acidos graxos polinsaturados,
como 0 acido linoléico, em hidroperdxidos, 0s quais via a agdo sequencial das
hidroperoxido liases produzem os compostos volateis de aroma responsaveis pelo

aroma de frescor de frutas, como o aldeido C6, hexanal.

Os cDNAs que codificam a lipoxigenase, isoenzima 1, e hidroperéxido liase
foram expressados em Saccharomyces cerevisiae, através do vetor pYES 2
(construgdes pYES2-LOX-1 e pYES2-HPL).

A analise da sequéncia parcial de nucleotideos do cDNA de LOX-7 mostrou 96-
99 % de similaridade com LOX-1 de soja (Glycine max), enquanto que a analise da
sequéncia completa de nucleotideos do cDNA de HPL mostrou 97% de similaridade
com HPL de pimentao (Capsicum annuum).

A analise de Northern blot foi usada para caracterizar a expressao dos dois
genes em S. cerevisiae duplo recombinates. A primeira analise pelo Northern blot
mostrou que ambos os genes foram expressos apos 4 horas de indugdo, contudo a
segunda analise mostrou que somente um dos dois foram expressos nas leveduras
duplo recombinantes, o que demonstrou uma baixa estabilidade dos vetores.

A analise de cromatografia gasosa foi usada para medir as quantidades de
hexanal produzido. A produ¢do de hexanal foi limitada em todas as leveduras
estudadas, inclusive nos controles. Isto pode estar relacionado a express@o de
apenas um dos genes nas S. cerevisiae duplo recombinantes.
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SUMMARY

Lipoxygenase (LOX) catalyze the oxigenation of polyinsaturated fatty acids ,
such as linoleic acid, into hydroperoxides, which, via the sequential action of
hydroperoxide lyases (HPL), produce the aroma volatile compounds responsible for

the fresh fruit flavor, notably the C6 aldeyde, the hexanal.

The cDNAs encoding soybean lipoxygenase isoenzyme 1 and hydroperoxide
lyase were expressed In Saccharomyces cerevisiae, using the pYES 2 vector
(pYES2-LOX-1 and pYES2-HPL constructions).

Analysis of partial nucleotide sequence of LOX-7 cDNA showed 96-99 %
similarity with LOX-1 soybean (Glycine max), while HPL cDNA full nucleotide

sequence analysis showed 97 % similarity with HPL bell pepper (Capsicum annuum).

Northern blot analysis was used to characterize the expression patterns for two
genes in double recombinant S. cerevisiae. The first Northern blot analysis showed
that both genes were expressed after 4 hours, however the second analysis showed
that only one of them were expressed in the double recombinant yeast, what may
suggest a low vector stability.

Gas chromatography analysis was used to measure quantities of hexanal
production, which was limited in all yeasts studied, including the controls. Limited
hexanal production can be related to the only one gene expression in the double

recombinant S. cerevisiae.
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INTRODUCAO

1 — INTRODUGAO

Os compostos volateis de aroma sao substancias que estimulam o paladar e o
olfato, e tém grande importancia para a industria de alimentos, cosméticos e
farmacéuticos. Ha um constante aumento de demanda por aromas naturais, criando
numerosas oportunidades para a sintese enzimatica competir com a sintese quimica
tradicional, como também o uso de métodos biotecnologicos envolvendo
microrganismos para produgao de compostos aromaticos naturais. Também tem-se
observado que ha uma grande aceitabilidade pelo uso de enzimas para produgéo de

aditivos em alimentos em alguns paises.

Por longo tempo, as plantas foram as maiores fontes de compostos
aromatizantes. Contudo, eles estdao presentes em baixas concentracbes e seu
isolamento é dificil e dispendioso. Além disso, o suprimento do material vegetal é
influenciado por variagbes sazonais, variedades do clima, riscos de doengas de
plantas, estabilidade socio-politica de regides de produgédo e restricbes comerciais.
Apesar de muitos aromatizantes sintéticos estarem disponiveis em pregos muito
baixos, o consumidor prefere compostos naturais, particularmente aqueles que sao
consumidos frequentemente.

Nos tecidos vegetais os volateis C6 e C9, como n-hexanal, 2-hexenal, 2-
nonenal caracterizam o “green note”, ou seja determinam o frescor de frutas e

vegetais. Todos estes volateis sdo amplamente usados como aditivos em alimentos.

Estes compostos sao derivados enzimaticamente do &cido linoléico ou
linolénico. O caminho biossintético para produgdo destes volateis se da
primeiramente pela agdo da lipoxigenase, que catalisa a oxidagdo destes acidos
graxos para produzir derivados hidroperoxidos. A transformagao desses
hidroperoxidos a alcoois e aldeidos volateis se da pela clivagem enzimatica atraves

da hidroperoéxido liase.

O desenvolvimento da tecnologia do DNA recombinante agora permite a
producdo de proteinas e peptideos em larga escala em leveduras, especialmente
Saccharomyces cerevisiae, com isso proteinas de interesse farmacéutico e industrial

1



INTRODUCAO

de dificil ou impossivel obtencdo pelos meétodos tradicionais podem agora ser
produzidas. Proteinas com novas propriedades também podem ser produzidas em
larga escala. Devido ao aumento de demanda, o gene para uma proteina de
interesse pode ser clonado e expressado a altos niveis em um organismo

hospedeiro adequado .

As leveduras tém sido usadas na industria de fermentacao e panificagao por
séculos, e suas propriedades de crescimento e metabolismo em larga escala tém
sido bem estudados. Entdo, a expressao de algumas proteinas recombinantes é
uma adequada escolha que combina custo-eficiéncia método de producao com a
habilidade de modificagao poés-transcricional em uma maneira apropriada. Além
disso, ha extensivas informagdes sobre a seguranga da S. cerevisiae como um
organismo GRAS (Generally Regarded As Safe) para o seu uso na industria de

fermentacgéo.

Em face as caracteristicas favoraveis que as leveduras S. cerevisiae
apresentam para a expressao de proteinas heterdlogas, e a grande demanda por

compostos volateis de aroma vegetais, fez-se desejavel expressar as enzimas
lipoxigenase e hidroperoxido liase neste organismo.

Os objetivos deste trabalho foram inserir os genes das enzimas lipoxigenase 1
(LOX1) de sementes imaturas de soja e hidroperoxido liase (HPL) de pimentao em
S. cerevisiae, usando um vetor de expressdao em levedura, contendo um promotor
induzivel, GAL1 (induzido por galactose). Além disso, em meio de cultura
apropriado, contendo acido linoléico como substrato, verificar a expressao dos dois
genes e a sintese do composto volatil de aroma vegetal, hexanal. A quantificagao e
identificacdo dos compostos produzidos pelo processo fermentativo foi realizada por
“Purge and Trap Dynamic Headspace” acoplado a Cromatografia Gasosa.
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2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 — Compostos volateis de aroma

Os compostos volateis de aroma sao substancias que estimulam o paladar e o
olfato, e tém grande importancia para a indlstria de alimentos, cosméticos e
farmacéuticos. O mercado mundial de aromas soma aproximadamente 25% do
mercado total de aditivos (LOMASCOLO et al, 1999). As vendas nos Estados
Unidos da América foram estimadas em US$675 milhdes em 1991, e na
Comunidade Européia em US$376 milhdes em 1994. Europa e Estados Unidos
detém aproximadamente 70% do mercado mundial de aroma, enquanto que Brasil,
China, Indonésia e Malasia estdao entre os paises de nichos de mercado em
potencial, uma vez que registram uma taxa de crescimento de 10% ao ano
(ATHAYDE, 1999).

Apesar das dificuldades em obter estatisticas sobre o mercado de aromas
brasileiro, estima-se que esteja em torno de US$ 150 milhdes. Os parametros de
mercado s3d0 baseados no consumo dos principais segmentos onde o ingrediente é
aplicado: sorvete, laticinios e panificagdo (ATHAYDE, 1999).

O sabor é uma resposta integrada a uma mistura de estimulos, estando
principalmente relacionado com o gosto e o aroma. O gosto € devido aos
componentes nao volateis que sdo basicamente descritos como salgado, doce,
azedo e amargo. Por outro lado, o aroma possui maior complexidade, o qual &
devido a varios compostos volateis, sendo que estes compostos determinam o sabor

caracteristico dos alimentos.

Esses aditivos sdo utilizados pela industria nas formas de extratos, oleorresinas
e oleos essenciais e compostos sintéticos semelhantes aos naturais, cujas fungées
principais s&o: criacdo de um sabor inexistente naturalmente nos produtos,
potencializagdo ou reposigdo do sabor de ingredientes basicos perdidos durante

(5]
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processamento € mascarar sabores indesejaveis, como o leite de soja aromatizado,
por exemplo (ATHAYDE, 1999).

Aromas podem ser divididos em dois grupos, baseados no caminho no qual
eles sao formados (WHITEHEAD, 1998). Aromas primarios consistem de compostos
organolepticamente ativos presentes em alimentos crus que sao sintetizados por
vias bioquimicas definidas. Aromas secundarios sdo formados por reagdes
quimicas, ou pela interagao entre varios compostos do alimento como acidos graxos,
carboidratos, etc., que acontecem durante o cozimento e/ou processamento.

Quase todos os tipos de constituintes celulares podem ser metabolizados e/ou
degradados a um ou mais tipos de compostos de aroma (Tabela 1, WHITEHEAD,
1998). Os aromas primarios, como os terpenos, sao sintetizados puramente por vias
anabdlicas, enquanto outros, como os aldeidos e lactonas, sao resultado da quebra
catabolica dos constituintes celulares que ocorre durante metabolismo celular normal
ou ap6s injuria. Aromas secundarios sdo formados por processos nao-enzimaticos
de um ou mais materiais primarios. Em alguns casos, o0 mesmo composto pode ser
formado de um aroma primario ou secundario.

Compostos de aroma sao classificados como “naturais” quando s&o obtidos de
fontes naturais seja por processo fisico ou fermentativo. Estes incluem a utilizagéo
de enzimas (REHBOCK et al, 1998). Segundo TYRREL (1995), existem 3

categorias de aromas naturais:

1. Materiais que sado formados durante o metabolismo natural de animais e

plantas que podem ser usados na forma seca ou extraidos e refinados;

2. Compostos de aroma formados durante a acdo enzimatica e por

microrganismos;

3. Compostos de aroma basicos formados durante o processamento térmico de
ingredientes naturais.
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Tabela 1: Exemplos de compostos de aroma derivados de constituintes celulares
(WHITEHEAD, 1998)

PRECURSOR GRUPO QUIMICO EXEMPLOS DESCRICAO
DO AROMA DO ODOR
Acido Mevalénico Monoterpenos (S)-(+)-Carvona “Caraway, “spicy”
Sesquiterpenos  (+)-“Nootkatone” “Grapefruit”
Carotendides lononas B-lonona “Cedar wood-like”
Damasconas B-Damascenona Doce, madeira
Carboidratos Furanonas Furaneol® Queimado,
(Celulose/amido/ caramelo, fruta
acucares) Piranonas Maltol Caramelo
Gorduras Aldeidos Hexanal Verde, frutal
(acidos graxos) 2-(E),6-(Z)-Nonadienal Verde, pepino/
melao
Alcoois (R)-(-)-1-octen-3-ol Cogumelo
Lactonas (R)-(+)-y-Decalactona Péssego
Metil cetonas Undecanona “Blue cheese”
Ciclopentanonas  (+)-cis-metil jasmonatos Floral, frutal
Lignina Fendis Vanilina Vanila
2,6-dimetoxifenol Fumaga, balsamo
Proteinas Acidos Acido fenilacético Mel
(aminoacidos) (S)-(+)-acido metilbutirico  Frutal, queijo
Aldeidos 3-(metiltio)-propanal Carne, sulfurico
Indoles Indola Fecal, “nutty”
Vitaminas (B+) Tiazol 5-hidroxietil-4-metil-tiazole Carne, sulfury”
Alcoois + acidos Ester Etil- heptanoata Frutal, “cogna”
Agucares + Aldeidos Isovaleraldeidos Chocolate
Aminoacidos Pirazinas 2,3,5-Timetilpirazina “Roasted”, café
Tiazole 2-Acetiltiazole “Roasted”,

“crusty”
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Um aumento de demanda por aromas naturais tem criado numerosas
oportunidades para a sintese enzimatica competir com a sintese quimica tradicional
(WHITEHEAD, 1998; WNUK et al., 1983). Além deste aumento de demanda por
produtos naturais, tem-se observado que ha uma grande aceitabilidade do uso de

enzimas para a producio de alimentos em alguns paises (HOBAN, 1999).

Atualmente, as industrias de ingredientes tém realizado inUmeras pesquisas
para desenvolver novos compostos de sabor e aroma, principalmente aqueles
naturais, que podem ser obtidos por processos fisicos, enzimaticos ou por
biotecnologia (ATHAYDE, 1999).

A biotecnologia pode, entdo, desempenhar um papel chave para satisfazer este
aumento de demanda (LOMASCOLO et al., 1999). Fungos superiores como 0s
basidiomicetos representam um importante grupo que gera uma ampla quantidade
de compostos aromaticos e apresentam um grande potencial biotecnolégico para
produzir aromas naturais de novo ou por biotransformagao para serem utilizados

como aditivos fornecendo ou realgando o sabor e aroma de alimentos.

A utilizacao de microrganismos em alimentos para produgao de aromas ja é
conhecida ha centenas de anos. Desde o advento da cerveja, vinho, queijo, além de
outros produtos fermentados, processos microbiolégicos tém tradicionalmente
desempenhado papel fundamental no desenvolvimento de misturas complexas de
aroma em alimentos. As raizes da moderna biotecnologia desenvolveram-se a partir

de niveis artesanais, levando a formagao de grandes industrias (BRIGIDO, 2000).

Microrganismos fornecem uma interessante oportunidade no sentido de
melhorar as metodologias ja existentes na producao de aromas. Varios estudos tém
sido realizados envolvendo microrganismos para producdo de compostos
aromaticos naturais (LOMASCOLO et al, 1999; MUSSINAN & HOFFMAN, 1999;
WHITEHEAD, 1998, HADAR & DOSORETZ, 1991). PASTORE et al. (1994)
estudaram oito linhagens de Neurospora sp isoladas de “Beiju” de varias regides do
Estado do Maranhao, Brasil. Foram estudadas também linhagens de Neurospora sp
cedidas pela NRRL (Northern Regional Research Laboratory, USDA, Peoria, lllinois,

6
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USA) e linhagens isoladas do solo do Estado de Sao Paulo. O meio de cultura de
Neurospora ATCC46892 e os outros meios de cultura das outras linhagens isoladas
de Beiju apresentaram aroma de frutas, porém as linhagens da colecao de culturas
NRRL e as isoladas de solo do Estado de Sao Paulo nao produziram aroma de
frutas. A linhagem Neurospora sitophila ATCC46892 produziu etil hexanoato (59
ppm), 3-metil-1-butanol, 1-octen-3-ol, acetato de etila e etanol. Etil hexanoato tem
um forte aroma de frutas e todos os meios de cultura de Neurospora sp isolados a
partir de Beiju apresentaram aroma de frutas devido ao etil hexanoato. A linhagem
Neurospora sitophila ATCC46892 também produziu 40 ppm de 1-octen-3-ol que tem
aroma de cogumelo.

BRIGIDO (2000) estudou varios parametros fermentativos para a produgéo de
compostos volateis de aroma por linhagens de Neurospora sp, isoladas de Beiju, de
varias regides do Estado do Maranhdo. Trés das linhagens, Neurospora sp1,
Neurospora sp2, Neurospora sp5 produziram aroma bastante agradavel de frutas e
de cogumelo, variando apenas a intensidade, dependendo do meio de cultura
utilizado. Os parametros considerados foram a composi¢do do meio de cultura,
concentragao inicial de esporos, temperatura e adicado de precursor. Os principais
compostos obtidos foram aldeidos (acetaldeido), ésteres (acetato de etila, butirato

de etila e hexanoato de etila) e alcoois (alcool isoamilico e 1-octen-3-ol).

2.2 - Compostos volateis de aroma vegetais

Nos ltimos anos tem aumentado o interesse na produgcdo de compostos
naturais, 0 que tem despertado numerosas pesquisas no isolamento e identificagéo
de um grande nimero de volateis em vegetais, como também pela extragéo de
compostos de fontes naturais ou através de processos que possam ser
denominados “naturais”, principalmente para a industria de aromas para alimentos e
bebidas (CASS et al., 2000; TERANISHI ef al., 1999). A quimica do aroma dos
vegetais tem sido o assunto de numerosas e excelentes revisdes. Contudo, embora
muitos volateis tenham sido identificados nos vegetais, poucos trabalhos tém sido
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feitos elucidando o caminho biossintético de sua formacao e a contribui¢cdo relativa
dos componentes individuais para o aroma caracteristico ou agradavel (TERANISHI
et al., 1999).

Os compostos de aroma podem ser obtidos de uma variedade de caminhos
metabdlicos nos sistemas vegetais; destes a via dos lipideos desempenham um
importante papel. Por exemplo, alguns produtos volateis s&do derivados de acidos
graxos polinsaturados através da agdo de varias enzimas. O Hexanal,
organolepticamente conhecido por processar o “green note” dos vegetais, e por isso
de interesse comercial, € derivado do acido linoléico pela acdo sequencial das
enzimas lipoxigenase e hidroperoxido liase (CASS et al., 2000).

Na biotecnologia dos aromas, a lipoxigenase (LOX) e a hidroperdxido liase
(HPL) sao as enzimas vegetais mais importantes usadas na industria para produgao
do aroma natural que caracteriza o “green note”, ou seja, determinam o frescor de
frutas e vegetais (SWIFT, 1999; TERANISHI et al., 1999; BATE et al., 1998,
BERGER et al., 1997; MATSUI et al., 1996). Estas enzimas podem produzir uma
ampla variedade de compostos aromaticos que podem ser usados como aditivos em
alimentos, entre eles aldeidos, alcoois, acidos e ésteres, gerados da degradacao
oxidativa dos acidos linoléico e linolénico.

Nos tecidos vegetais os principais volateis aromaticos, derivados da quebra
enzimatica do &cido linoléico ou do acido linolénico, sdao compostos C6, como
hexanal, 2-hexenal, 3-hexenal, e C9, como 3-nonenal, 2-nonenal, 3,6-nonadienal. O
hexanal & o componente chave do aroma de frescor do tomate. O 2-nonenal e 0 2,6-
nonadienal sdo os compostos de impacto do pepino caracterizando o “green note”,
ou seja determinam o frescor deste vegetal. O 3,6-nonadienal tem odor de melao
(SWIFT, 1999; TERANISHI et al., 1999; BATE ef al., 1998; BERGER et al., 1997;
MATSUI et al., 1996).

O caminho geral biossintético dos compostos volateis ocorre através de trés
passos (ASSAF et al., 1997, 1995; HADAR & DOSORETZ, 1991). A Figura 1 ilustra
os passos 2 e 3 da sintese do composto volatil hexanal.
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1. hidrolise de lipideos a acidos graxos insaturados (principalmente acidos
linoléico e linolénico) por acil hidrolases.

2. hidroperoxidacao de acidos graxos polinsaturados, onde as LOXs sao
enzimas chave. LOXs catalisam a oxidacao de acidos graxos contendo um sistema

cis, cis-1,4-pentadieno para produzir derivados conjugados hidroperoxidienos.

3. transformacao de hidroperéoxidos (HPODs) a alcoois e aldeidos volateis pela
clivagem enzimatica com HPL, oxidorredutases (alcool desidrogenases), isomerases
(cis-trans isomerases), enzimas redutoras de ligagdes duplas e enzimas formadoras

de ésteres.

W\.Z,W

Acido Linoleico

J LOX
WWCOOH

HOO
Acido 13S-Hidroperoxidolinoleico (13-HPOD)

[

S S PN HOC — COOH
COH + T i W e W W o

n-Hexanal Acido 9-cis-12-al-dodecandico

COOH

Figura 1: Esquema da biossintese de n-hexanal a partir de acido linoléico via LOX e
HPL (SWIFT, 1999; BATE et al., 1998; BERGER, 1997).

Alguns caminhos metabolicos para a sintese de compostos volateis de aroma
tém sido melhor estudados através de sistemas multienzimaticos, os quais
constituem essencialmente de enzimas ligadas, imobilizadas, a uma membrana ou

matriz, e estas enzimas catalisam um grupo de reagdes quimicas consecutivas.

GARGOURI & LEGOY (1997) estudaram a bioconversao de acidos graxos
polinsaturados de triacilgliceréis a hidroperoxidos atraves de um sistema
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bienzimatico constituido de lipase e lipoxigenase. Os triacilglicer6is foram
solubilizados em octano e hidrolizado pela lipase na interface com a fase aquosa. Os
acidos graxos polinsaturados foram entédo transferidos a fase aquosa e reagiram
com a lipoxigenase. Os produtos da segunda reacao, os hidroperdoxidos, eram
hidrofilicos e desta forma mantidos na fase aquosa. O desenvolvimento das duas
reagdes enzimaticas sucessivas no meio foi estudado em um reator multifasico. Uma
alta producao de hidroperdxidos foi obtida especialmente quando usou-se trilinoléico

como substrato na presencga de lipase de Mucor javanicus e lipoxigenase 1 de soja.

CASS et al. (2000) desenvolveram um sistema de reator “Hollow-Fiber” onde
enzimas endogenas, lipoxigenase e hidroperdxido liase, extraidas de frutos de
tomate, foram imobilizadas para produzir hexanal de acido linoléico. Quando foi
utilizado substrato exégeno na concentragcdo de 16 mM numa pressao
transmembrana de 70 kPa, a produgdo de hexanal foi cerca de 5,1 ug/min. Os
autores também verificaram que este sistema de reator pode ser usado por periodos

de até uma semana e tem se mostrado estavel neste periodo.

2.2.1 - Lipoxigenases

Lipoxigenases (LOX, E.C. 1.13.11.12) sao enzimas dioxigenases difundidas em
organismos aerobicos, incluindo plantas (GRECHKIN, 1998) como soja
(FORNAROLI et al., 1999; RICKERT & KLINMAN, 1999; WANG et al., 1999; BERRY
et al., 1998, 1997; KATO et al., 1991; YENOFSKY ef al, 1988, SHIBATA et al.,
1987), pepino (FEUSSNER ef al, 1997, TERANISHI et al, 1999), tomate
(TERANISHI et al, 1999; SUURMEIJER ef al., 1998), ervilha (WU et al., 1995,
KNUST & VON WETTSTEIN, 1992), como também nos tecidos de animais e fungos
(LOMASCOLO et al., 1999; BISAKOWSHI & KERMASHA, 1998; ASSAF et al., 1997,
1995; HADAR & DOSORETS, 1991; WURZENBERGER & GROSH, 1984).

Os substratos predominantes das LOXs nos vegetais sao acidos linoléicos e

linolénicos. A especificidade da acao das LOXs, a disponibilidade destas enzimas, e
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do metabolismo dos hidroperéxidos determinam a diversidade dos produtos da via
LOX. O papel funcional das LOXs em plantas é ainda bastante desconhecido,
contudo o metabolismo dos &acidos graxos estd relacionado ao crescimento e
desenvolvimento, senescéncia e resposta a doengas e machucados (SUURMEIJER
et al, 1998). Quando envolvida na cascata dos acidos graxos o6 e ®3, as
lipoxigenases produzem uma variedade de compostos que podem funcionar como
sinalizadores ou substancias de defesa. Além disso, em frutas e outros produtos de
alimento vegetal, LOX desempenha um importante papel de produgdo de compostos
volateis aromaticos (TERANISHI et al., 1999; SUURMEIJER et al., 1998; BERGER,
1997). A Tabela 2 mostra a fungéo de alguns dos produtos diretamente produzidos
pelas lipoxigenases em plantas, segundo GRECHKIN (1998).

Tabela 2: Atividades fisiologicas dos hidro(pero)xi de acidos graxos Csg em plantas
(GRECHKIN, 1998).

Hidroperdxidos e
hidroxi derivados de Atividade Fisiolégica
acidos graxos Cis

13(S)-HPOT - ativagao da sintese de inibidores de proteinases induzidas
em feridas de plantas

9(S)-HPOT - fungitoxidade para diferentes patégenos de plantas

13(S)-HPO - fungitoxidade para patégeno de arroz Pyricularia oryzae

9(S)-HPO - fungitoxidade para patogeno de arroz Pyricularia oryzae

HPOT - 13(S)-hidroperdxi-9(Z),11(E), 15(Z)-octadecatriendico
HPOD - 13(S)-hidroperoxi-9(Z),11(E)-octadecadiendico

Uma definigao para a lipoxigenase, de acordo com a “Enzyme Classification” &
linoleato:oxigénio oxido-redutase (GRECHKIN, 1998). O alvo de ataque destas
enzimas & o sistema 1,4(Z,Z)-pentadiendico (BERGER, 1997; GRECHKIN, 1998)
(ou 1,4 cis-cis-pentadieno (KATO et al., 1992), como mostrado na Figura 2. A
catalise da LOX inclui trés estagios: (1) remogéao do hidrogénio estereoespecifico do

grupo metileno entre duas ligagoes duplas; (2) rearranjo antarafacial alilico do radical
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livre resultante; (3) ligacdo do oxigénio molecular ao radical 2(E),4(Z)-pentadienil-1.
O estagio 1 € considerado limitante da catalise da LOX.

H, M

\/\/\=><=/\/\/\/\
| AN,
V\/\:>\=/‘ SN N 00H W\=f<=/\/\/\/\\ ;

| COOH
i J
SCH OOH
H . S L N o W o W \/\M/k/\/\/

13(S)-HPOD 9(S)-HPOD

Figura 2: Lipoxigenase catalisando a oxigenacdao do acido linoléico a 13(S)-
hidroperéxido e 9(S)-hidroperdxido (GRECHKIN, 1998).

Os principais substratos para LOX em plantas e fungos sdo C 18:2, w6
(linoleato) e C 18:3, ®3 (linolenato). Estes substratos sao convertidos a
intermediarios cis/trans hidroperoxidienos que servem como substrato de outras
enzimas em uma variedade de caminhos do metabolismo secundario (WANG et al.,
1999; KATO et al., 1992; KNUST ef al., 1992). Muitas LOXs reportadas exibem alta
regioespecificidade, e linoleato e linolenato podem ser transformados em 13 ou 9-
hidroperéxidos. A regioespecificidade da agao da LOX é alterada pelas condi¢Ges de
pH e concentragdo de oxigénio do meio (GRECHKIN, 1998). Dependendo da fonte e
das isoenzimas presentes, a incorporagdo de oxigénio pode ocorrer
preferencialmente no C-9 (tomate), no C-13 (uva, LOX1 de soja), no C-9 ou no C-13
ndo especificamente (oliva e LOX 2 e LOX3 de soja) (SWIFT, 1999; TERANISHI et
al., 1999; BERGER et al., 1997; SHIBATA et al., 1987).

A lipoxigenase foi primeiramente descrita em 1932, em soja, e posteriormente
em 1947, foi purificada e cristalizada (SHIBATA ef al., 1987). A soja contém trés
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isoenzimas: LOX-1 que apresenta atividade 6tima em pH 6timo 9-10 e produz
seletivamente 13-hidroperoxidos; e as isoenzimas LOX-2 e LOX-3 que s&o mais
ativas em pH 6-7 e produzem uma mistura de hidroperoxidos isdmeros de posicao
(SWIFT, 1999; SHIBATA et al, 1987). Todas estas isoenzimas sao proteinas

monomericas.

Dificuldades no isolamento de quantidades significativas de LOX na forma
pura, faz desejavel produzir organismos recombinantes que expressem grandes
quantidades desta enzima para investigar as suas caracteristicas bioquimicas e
explorar as suas multiplas fungdes. Nos ultimos anos, cDNAs e clones gendmicos
que codificam isoenzimas de lipoxigenase tém sido isolados e sequenciados.
(KNUST & WETTSTEIN, 1992; EALING & CASEY, 1989, 1988; SHIBATA et al,
1987; YENOFSKY et al., 1988; CASEY et al., 1999). Trés isoenzimas de soja foram
estudadas, LOX-1, LOX-2 e LOX-3, as quais contém 838, 865 e 859 residuos de
aminoacidos, e pesos moleculares de 94, 97 e 96 kDa, respectivamente
(GRECHKIN, 1998; SHIBATA et al., 1987). A isoenzima LOX-1 demonstrou uma
preferéncia pelo carbono 13 como sitio para hidroperoxidagao, em contraste com
LOX-2 e LOX-3, as quais utilizam carbono 9 ou 13 (SHIBATA et al., 1987). A LOX-1
de soja na forma cristalina esta disponivel comercialmente, e tem demonstrado ter
atividade sobre acido linoléico (28 g/L) a 4 atm de pressdo de O, produzindo 80%
de acido 13(S)-13-hidroperoxi-9,11-octadecadiendico (SWIFT, 1999).

Varios suportes tém sido usados para imobilizar lipoxigenase, algumas vezes
em combinagdo com um co-solvente organico. Usando LOX de soja imobilizada em
matriz carbonildiimidazole-ativado, 80% de 13-hidroperéxido de acido linoléico foi
produzido em um sistema de duas fases isooctano-agua, com 2 g/L de acido
linoléico disponivel.

KNUST & WETTSTEIN (1992) citaram alguns trabalhos onde isoenzimas de
sementes de ervilha foram clonadas. As isoenzimas das sementes obtidas
mostraram 93% de similaridade entre LOX-3 de soja e ervilha, e 91% de similaridade
entre LOX-2 de soja e ervilha. O peso molecular das isoenzimas LOX-2 e LOX-3 de

ervilha foram estimadas em 97134 e 97628 daltons, respectivamente.
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Para a expressdo de duas isoenzimas de sementes de erviiha em
Saccharomyces cerevisiae, KNUST & WETTSTEIN (1992) usaram dois diferentes
promotores de levedura, um promotor constitutivo forte, fosfoglicerato quinase
(PGK), e um promotor induzivel (GAL 1), o qual regula o gene galactoquinase, pela
adicao de galactose ao meio. Ambos promotores foram usados com sucesso para a

sintese das proteinas heterdlogas ativas em levedura.

Para determinar a importancia da lipoxigenase na geracdo dos aldeidos e
alcoois volateis C6 e compostos de aroma, dois genes antisense LOX foram
construidos para dois dos trés genes LOX de tomate (TomloxA e TomloxB) e
transferidos para plantas de tomate (GRIFFTHS et al., 1999). Niveis reduzidos de
mRNAs de TomloxA e TomloxB (2-20% do tipo selvagem) foram detectados nos
frutos transgénicos contendo os genes antisense comparado com as plantas nao-
transformadas. Contudo, a analise dos volateis de aroma indicou que nao havia
alteragdes significativas. Isto sugeriu que pequenos niveis de LOX séao suficientes
para a geragao dos aldeidos e alcoois C6 ou que a isoforma TomloxC, na auséncia
de TomloxA e TomloxB, é responsavel pela produgao destes compostos.

2.2.2 — Hidroperoxido liases

As hidroperoxido liases sdo tdo importantes quanto as lipoxigenases na
biossintese de aldeidos e alcoois volateis, os quais constituem o aroma
caracteristico de frutas, vegetais e folhas verdes, e portanto possui ampla aplicagao
na indastria de alimentos para a produgao de aditivos de aroma (BATE ef al., 1998;
MATSUI et al., 1996; SHIBATA et al., 1995).

Apesar de sua longa histéria e grande importancia, as HPLs ainda nao foram
registradas na classificagdo da “Enzyme Classification” (GRECHKIN, 1998). Estas
enzimas estdo amplamente distribuidas nos tecidos vegetais (SWIFT, 1999;
GRECHKIN, 1998), como tomate, alfafa (NOODERMEER et al., 1999), melancia,
folhas de cha, tabaco, pepino, soja, banana, Arabidopsis thaliana (BATE et al., 1998,
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LAUDERT et al., 1996), girassol (ITOH & VICK, 1999), “mung bean” (REHBOCK et
al., 1998), pimentao (MATSUI et al., 1996; SHIBATA et al., 1995), nos tecidos de

fungos (ASSAF et al., 1997, 1995; HADAR & DOSORETS, 1991; WURZENBERGER
& GROSH, 1984).

As hidroperoxido liases catalisam a clivagem de hidroperoxidos de acidos
graxos entre o carbono hidroperéxido e o grupo vizinho metino de dupla ligagao,
gerando aldeidos e w-oxo-acidos. (GRECHKIN, 1998; MATSUI et al, 1996). O
esquema geral da conversdao de hidroperoxidos de acido linolénico e linoléico é
apresentado na Figura 3.

Acido linoléico Acido linolénico
9-LOX 13-LOX 9-LOX 13-LOX
A&
9-HPOD 13-HPOD 9-HPOT 13-HPOT
HPL HPL HPL HPL
(Z)-3-nonenal hezanal (Z.2)-3.6-nonadienal  (Z)-3-hexenal
. l Tomaile ;
1somerase isomerase isomerase
(E)-2-nonenal (E.Z)-3,6-nonadienal (E)-2-hexenal
Tomai

Figura 3: Formagédo de compostos volateis aromaticos nos tecidos vegetais pela
acdo das enzimas LOX e HPL e suas diferentes especificidades pelo substrato
(TERANISHI et al., 1999; SWIFT, 1999).

Muitas das HPLs agem regioespecificamente utilizando 13 e 9-hidroperodxidos,
e normalmente corresponde a regioespecificidade das LOXs no mesmo tecido.
Baseados na especificidade ao substrato as HPLs podem ser divididas em trés
classes nos tecidos vegetais: 9-, 13- e HPLs nao especificas. Esta especificidade ao
substrato determina a composicao do aroma em muitos vegetais a despeito da acao
especifica da LOX. Por exemplo, no tomate, LOX forma preferenciaimente 9-
hidroperéxidos (9HPOD) ainda que a HPL especificamente clive 13HPOD levando a
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produgao de C6-aldeidos como o hexanal (Figura 1) o qual € o componente chave
do aroma de frescor do tomate (TERANISHI et al,, 1999). Em pimentdao a HPL
também exibe especificidade pelo 13HPOT, produzindo (Z)-3-hexenal (MATSUI et
al., 1996). Em contraste o C9 carbonil desempenha um importante papel no aroma
de pepino, onde o (z)-3-nonenal € rapidamente rearranjado a (E)-2-nonenal. O
composto (Z,Z)-3,6-nonadienal tem odor de melao e pode ser convertido a (E,Z)-2,6-
nonadienal que caracteriza o composto de impacto do pepino. A Figura 3 ilustra as

reacdes de formacao de volateis a partir dos acidos linoléico e linolénico.

Muitas HPLs sao enzimas ligadas a membrana. A HPL de melancia apresenta-
se como excecdo, sendo proteina solivel com massa molecular de 250 kDa. As
HPLs de folhas de cha e espinafre estao localizadas em tilacoides de cloroplasto. As
enzimas de frutas de pepino e tomate tém localizacdo extraplastidial e massa
molecular de 200 kDa.

Foi constatado que a HPL de soja se apresenta na forma de tetramero, de 4
subunidades de 62 kDa. Um recente trabalho identificou HPL de frutos de pimentao

como Citocromo P450, e o cDNA desta enzima codificou 480 aminoacidos
(GRECHKIN, 1998).

A HPL de folha de cha foi purificada e revelou que €& provavelmente uma
proteina monomeérica com massa molecular de 55 kDa. Este dado permite propor
que HPLs de massa molecular entre 200-250 kDa sdao compostas de algumas
subunidades (SWIFT, 1999; GRECHKIN, 1998). A HPL de folha de cha foi inibida
por anti-oxidantes como BHA e acido nordihidroguaiarético, os quais sao conhecidos
como potenciais inibidores de lipoxigenase, e foi também inibida por altas
concentracbes de seu substrato o 13-hidroperoxido de acido linoléico (SWIFT,
1999). Duas isoenzimas de HPL de pimentdo foram purificadas, ambas
apresentando trimeros de subunidades de 55k Da. Estas isoenzimas foram inibidas

por anti-oxidantes lipofilicos como «a-tocoferol e acido nordihidroguaiarético.

SHIBATA et al. (1995) purificaram HPL de frutos de pimentao para estudar as
propriedades da enzima. Eles conseguiram separar duas fracées com atividade para
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HPL, as quais foram denominadas de HPL | e HPL Il. Estas duas enzimas
apresentaram atividade em pH ao redor de 5,5. Em gel SDS-poliacrilamida, a
separagao por eletroforese, mostrou que ambas as isoformas apresentaram massas
moleculares de 55 kDa para cada subunidade, € massa de 170 kDa, por gel
filtragéo, sugerindo que elas apresentam trimeros de 55 kDa.

Eles também estudaram os efeitos de alguns reagentes na atividade das
enzimas purificadas. As atividade de HPL | e HPL Il foram consideraveimente
inibidas pelo acido nordihidroguaiarético e o-tocoferol, ambos considerados
antioxidantes lipofilicos. Também foi verificado que 13-hidroperéxidos sao substratos

para as isoenzimas, enquanto que 9-hidroperdxidos ndo apresentaram atividade.

Muitos trabalhos tém descrito a ampla distribuicao destas enzimas em plantas,
e seu envolvimento na biossintese de aldeidos e alcoois volateis, os quais sao
importantes para a caracterizagdo de aroma de frutas, vegetais e folhas verdes
(MATSUI et al., 1996; SHIBATA et al., 1995). Contudo, o papel fisiologico destas
enzimas ainda ndo esta muito bem elucidado. Ja se sabe que (Z)-3-hexenol e (E)-2-
hexenal foram sintetizados durante resposta de hipersensibilidade-resisténcia de
“kidney-bean”, e que (E)-2-hexenal € um agente anti-bacteriano amplamente efetivo
(MATSUI et al., 1996).

Embora algumas HPLs ja tenham sido purificadas de folhas de cha, de
sementes e folhas de soja, e parcialmente caracterizadas, pouco se conhece de sua
estrutura, mecanismo de reacao, localizagao celular e sua funcao fisiolégica. A
analise espectrofotométrica de enzimas purificadas de frutos de pimentao (Capsicum
annum L.) revelou que a enzima € uma proteina heme possuindo um heme b
(protoheme [X) como grupo prostético. Embora as espécies heme e propriedades
espectrofotométricas assemelham-se grandemente a um tipico citocromo P-450,
pouco se conhece das caracteristicas essenciais no diagnéstico das HPLs como
membros da familia P-450. Apesar de algumas evidéncias apontarem HPL como P-
450, MATSUI et al. (1996) clonaram cDNA que codifica hidroperoxido liase de frutos

imaturos de pimentao para determinar a estrutura primaria da enzima. Eles
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verificaram que este cDNA codifica 480 aminoacidos e compartilha homologia com
P-450s, principalmente no C-terminal. A mais proxima relagcao de P450 € a enzima
aleno éxido sintetase (CYP 74”) com a qual apresentou 40% de identidade.

BATE et al. (1998) realizaram a caracterizagao bioquimica e molecular de um
gene Arabidopsis que € homdlogo ao gene de HPL clonado em pimentdo. A
sequéncia deduzida da proteina, a partir da seqiiéncia do gene, indicou que este
gene codifica um citocromo P-450 com uma estrutura similar a de aleno oxido
sintetase. Este gene foi clonado em um vetor de expressao e expressado em E. coli
para demonstrar atividade da hidroperoxido liase. A atividade significativa foi
evidente quando 4&cido 13-(S)-hidroperoxi-9(Z),11(E),15(Z)-octadecatriendico
(HPOT) foi usado como substrato, enquanto que a atividade com a&cido 13(S)-
hidroperoxi-9(Z),11(E)-octadecadiendico (HPOD) foi aproximadamente dez vezes
menor. A analise dos volateis por cromatografia gasosa-espectrometria de massa,
ap6s adigdo do substrato ao extrato de E. coli expressando a proteina, confirmou a
atividade da enzima pela produgdo de cis-3-hexenal, enquanto que a atividade de
hexanal foi limitada.

2.3 — Expressao de proteinas heterélogas em Saccharomyces cerevisiae

Com o advento da biologia molecular e do desenvolvimento das técnicas de
engenharia genética, tornou-se possivel a manipulagao de genes. Atraves da
transformacgéo genética de um organismo € possivel fazer com que ele apresente
novas caracteristicas que até entdo nao eram expressas. Da mesma forma, &

possivel eliminar caracteristicas nao desejaveis.

O desenvolvimento da genética de leveduras, sua bioquimica, fisiologia e
processos de engenharia, proporcionaram as bases para um rapido progresso na
biotecnologia moderna. A tecnologia do DNA recombinante agora permite a
producdo de proteinas e peptideos em larga escala. O aumento ou redirecao do
fluxo metabdlico ou alteracdo da via metabdlica pode ser realizada pelo uso da
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tecnologia do DNA recombinante (JIN et al, 1997). Proteinas de interesse
farmacéutico e industrial de dificil ou impossivel obtengao pelos métodos tradicionais
podem agora ser produzidas. Proteinas com novas propriedades também podem ser
produzidas em larga escala. Devido ao aumento de demanda, o gene para uma
proteina de interesse pode ser clonado e expressado a altos niveis em um
organismo hospedeiro adequado (KING et al., 1988).

Entre uma variedade de sistemas hospedeiros, a levedura Saccharomyces
cerevisiae é o eucarioto mais amplamente utilizado para producédo de proteinas
heterélogas. O sucesso desta levedura para tal finalidade pode ser atribuido ao largo
conhecimento que se tem deste organismo, o qual tem sido extensivamente
caracterizado geneticamente e seu genoma completamente sequenciado
(LUNDBLAD, 1997; SMITH, 1998). A S. cerevisiae oferece algumas vantagens para
a expressdo de genes heterdlogos. Como um microrganismo unicelular, retém a
vantagem de um sistema bacteriano em relagao a facil manipulagéo genética e
crescimento, possui DNA nuclear haploide, 3,5 vezes maior do que o de E. colj,
ainda considerado um genoma pequeno, além de mostrar algumas caracteristicas
de eucariotos superiores. Diferentemente do sistema procarioto, ha muitas
evidéncias de que processos celulares sdo mecanicamente consewadoé entre
diferentes organismos eucariotos e S. cerevisiae (LUNDBLAD, 1997). Sua
organizagdo subcelular eucaridtica capacita essas células de carrear um preciso
processamento e modificagdes pos-transcricionais, eventos requeridos para produzir
proteinas ativas. (SONG & CHUNG, 1999; BUCKHOLZ & GLEESON, 1991). Estes
organismos também possuem um sistema bem definido para secre¢éo de proteinas
para o meio extracelular, ou a expressdo intracelular pode ser utilizada para
acumular altos niveis de proteinas, comumente cerca de 5% do conteudo total de
proteinas celulares (KING et al., 1988). Em casos excepcionais, o acimulo de
proteinas pode ser muito superior, como para o antigeno da hepatite B, e para
superoxido dismutase, aos quais 40 % e 30-70% do conteudo protéico celular tem
sido obtido.
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As células de leveduras mostram uma notavel preferéncia por glicose (e alguns
outros poucos agucares) como fonte de carbono. Na presenga de glicose, uma
variedade de caminhos metabdlicos sdo afetados, resultando em inumeraveis
mudancas no metabolismo intermediario, cofatores e produtos finais (ROLLAND et
al., 2001). A repressao por glicose € uma conseqiiéncia de um complexo fenémeno
regulatério, onde a glicose externa € detectada e através de um caminho de
transducao a expressao de alguns genes € reprimida (OLSSON et al., 2000). A
repressdo por glicose exerce sua regulagao em nivel de gene, ligando-se a
proteinas regulatérias na regido dos genes regulados. Um complexo de proteinas
(Mig1, Ssn6é e Tup1) liga-se ao promotor dos genes que sao reprimidos. As
proteinas Ssn6 e Tup1 sdo responsaveis pela real inibicdo, enquanto Mig1 &
responsavel pela ligagdo ao DNA e direciona o complexo de proteinas para os
respectivos promotores (Figura 4). A regulagdo das enzimas envolvidas na
conversdo da galactose a glicose-6-fosfato esta sob duplo controle: a expressao do

gene é reprimida por glicose e induzida por galactose.

maltose

glicose galactose

glicose maltose
galactose

pt
== swc ]

Figura 4: Esquema da cadeia de repressao por glicose e sua influéncia sobre outras
fontes de carbono (maltose e galactose). — represséo e + derrepressao (OLSSON et
al., 2000).

Leveduras tipo selvagem sao prototroficas, isto €, sao nutricionalmente auto-
suficientes, capazes de crescer em meio minimo. Estudos de genética classica
identificaram algumas linhagens de leveduras auxotroficas, as quais requerem
suplementagao nutricional para crescimento em meio minimo. Os requerimentos

nutricionais destas linhagens sao as bases para a selecdo de leveduras
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transformadas com sucesso. Portanto, um gene pode ser inserido em um plasmideo
que complemente um ou mais genes defectivos em um hospedeiro auxotrofico, e o
recombinante pode ser facilmente selecionado em meio minimo. Entdo, uma
linhagem que requer leucina (LEU 2) ira crescer sobre meio minimo se ela “abrigar”
um plasmideo expressando o gene LEU 2. Os marcadores de selegcdo mais
comumente encontrados em levedura sdo para leucina (LEU 2), uracila (URA 3),
histidina (HIS 3) e triptofano (TRP 1) (SMITH, 1998).

Muitos vetores (ou plasmideos) de clonagem de leveduras tém sido
construidos para suprir o crescimento das técnicas de biologia molecular. Os
vetores sdo agrupados em cinco classes gerais, baseado no modelo de replicagao
na levedura: Ylp, YRp, YCp, YEp e Ylp, e todos estes podem ser mantidos tanto em
E. coli quanto em S. cerevisiae. A classe de plasmideos de replicagao circulares,
YEp (“yeast episomal plasmids”), contém seqiéncias de um plasmideo que ocorre
naturalmente em levedura chamado de 2um. Estas sequéncias 2um permitem
replicacdo extracromossomal e confere alta freqiiéncia de transformacgéo ( cerca de
10* a 10° transformantes/ug de DNA). Estes plasmideos sdo comumente usados
para grandes niveis de expressao de um gene em levedura, devido a sua habilidade
de propagar-se relativamente de forma estavel através das mitoses e meioses em
alto nimero de copias (20 a 50 copias). Vetores YEp variam na proporgdo de DNA
2um que eles carregam, embora muitos carreguem apenas as sequéncias
essenciais para a replicagao autbnoma (LUNDBLAD, 1997).

O vetor de expressdo pYES 2 (Invitrogen) com 5,9 Kb, é designado para induzir
expressao de proteinas heterélogas em S. cerevisiae. Caracteristicas deste vetor
permitem a facil clonagem de um gene de interesse e selec&o dos transformantes

por complementagao com uracila. O pYES 2 possui os seguintes elementos:

- Promotor GAL 1 de levedura, induzido por galactose para expressao de altos

niveis de proteina heteréloga em levedura e reprimido por glicose;



REVISAO BIBLIOGRAFICA

- Sequéncia “2u origin” (2um) que permite replicagdo extracromossomal e confere
alta frequéncia de transformacao e relativa estabilidade através das divisdes

celulares em alto nimero de copias;
- Um sitio versatil de multipla clonagem para clonagem simplificada;

- Terminador transcricional CYC 1 (C terminal) para a eficiente terminagéo do
mRNA;

- Gene URA 3 para selegdao dos transformantes em levedura hospedeira com

genotipo ura 3 (ou seja, levedura deficiente no gene URA 3);

- Gene de resisténcia a ampicilina para selegdo em E. coli (veja MAPA 1, Materiais
e Métodos, item 4.1.4).

O gene URA 3 codifica a orotidina-5'fosfato descarboxilase, uma enzima que €
requerida para a biossintese de uracila. Células ura3 ~ (ou urab ~) podem ser
selecionadas em meio minimo contendo FOA (acido 5-fluoro-orético). Células
URA3" morrem porque o FOA parece ser convertido em um composto téxico, 5-
fluorouracila, pela agao da decarboxilase, enquanto que ura3 ~ sao resistentes. O
procedimento de selegdo pelo FOA pode ser usado para produzir marcadores ura3

em linhagens de leveduras hapldides por mutagéo ( www.dbb.urmc.rochester.edu ).

As leveduras tém sido usadas na industria de fermentacao e panificagao por
séculos, e suas propriedades de crescimento e metabolismo em larga escala tém
sido bem estudados. Entdao, a expressao de algumas proteinas recombinantes &
uma escolha adequada que combina custo-eficiéncia e método de producdo com a
habilidade de modificagao pés-transcricional em uma maneira apropriada.

Somado ao fato de que a S. cerevisiae € um organismo de facil manipulagao
genética, o seu cultivo e manuseio para a industria j& sdo bastante conhecidos,
apresentando a grande vantagem de exigirem curto tempo de produgao, podendo
ser produzidos em qualquer época do ano, utilizando, geralmente, substratos de

baixo custo, além de demanda de espago relativamente pequeno para o processo
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fermentativo. Também tem apresentado boa adaptacdo a condigbes aerdbicas e

anaerdbicas. Além disso, ha extensivas informagdes sobre a seguranga da S.

cerevisiae como um organismo GRAS (Generally Regarded As Safe) para o seu uso
na industria de fermentacao.
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3 - OBJETIVOS

Este projeto teve por objetivo geral desenvolver um modelo de expressdo de
proteinas heterdlogas responsaveis pela sintese de aroma vegetal em
Saccharomyces cerevisiae.

Objetivos Especificos:

1. Clonar os cDNAs de lipoxigenase 1 (LOX-1) de sementes imaturas de soja e
hidroperoxido liase (HPL) de fruto de pimentao verde;

2. Produzir vetores de expressdo baseados no plasmideo pYES 2 para
produgéo das proteinas LOX-1 e HPL em levedura;

3. Confirmar o padrédo de expressao em Saccharomyces cerevisiae por
Northern blot,

4. Cultivar a levedura em meio com um indutor, galactose, e com substrato,
acido linoléico, e verificar a sintese de compostos aromaticos vegetais por

cromatografia gasosa.
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4 - MATERIAIS E METODOS
4.1 — Materiais
4.1.1 — Materiais biol6gicos

Sementes imaturas de soja (Glycine max) e frutos de pimentdao verde
(Capsicum annuum).

Foi utilizada uma linhagem de S. cerevisiae, INVSc-1, para a expresséo dos
genes.

A linhagem E. coli DH5«F foi empregada para a clonagem prévia das
construcdes em pYES2.

4.1.2 — Reagentes

Padrdoes Cromatograficos

Hexanal e butanol (Reagentes Sigma — Grau Analitico).
Oligonucleotideos

As sequéncias dos oligonucleotideos especificos foram determinadas a partir
das sequéncias descritas nos trabalhos de SHIBATA (1987), para soja e de MATSUI
et al. (1996), para pimentdo, as quais podem ser encontradas na pagina do NCBI

(www.ncbi.nim.nih.gov) através dos numeros de acesso JO2795 e U51674,

respectivamente.

lox-sense: 5-GGGGTACCTTGGCAAAGATGTTTTCAGCAGGC-3

lox-antisense: 5'-ACCGCTCGAGAAACCACAGGCTCCCTTAGATAGAGATGCTA-3
lox-rt: 5-AAACCACAGGCTCCCTTA-3

lox-sensel1-s1: 5'-GAAATGGAACGGGAGAGCG-3

lox-sense2-s1: 5-GATGAAGAATTTGCTAGAGAG-3’
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lox-antisense -s1: 5-TCTCTACAGCTTCTTTCCAC-3'

hpl-sense: 5-GGGGTACCAATGATACCTATAATGAGCTCTGCTCCTCTA-3
hpl-antisense: 5-GCTCTAGATCAGCAGGCTTTTTTCACAGATG-3'

hpl-rt: 5-TCAGCAGGCTTTTTTCACA-3’

hpl-sense-s1: 5-CAGATTAAGAACTTTTCATTGGACA-3'

hpl-antisense-s1: 5-CCCAACTTTTTCCCTCACTTC-3

4.1.3 — Meios de cultura
Para testes de laboratorio, foram utilizados os meios padroes.
Meios de cultura para leveduras

YPD - meio completo (AUSUBEL et al., 2001): 1% de extrato de levedura
(yeast extract); 2% de peptona; e 2% de dextrose; 1,5% de agar para meio sélido.

YPB — meio minimo (AUSUBEL ef al., 2001): 3% de glicose; 0,125% de
mistura de aminoacidos (sem uracila); 1% de YNB (Yeast Nitrogen Base — without
amino acids); 1,5% de agar para meio solido.

YPAD - meio completo (The LiAc Trafo Method Page — www.umanitoba.com):
6% de extrato de levedura (yeast extract); 12% de peptona; 12% de glicose; 0,06%

de adenina hemisulifato.

SC — meio minimo (Invitrogen, EUA, 1998): 0,67% YNB; 2% de fonte de
carbono (glicose ou rafinose); 0,01% (adenina, arginina, cisteina, lisina, treonina,
triptofano); 0,005% (&cido aspartico, histidina, isoleucina, metionina, fenilalanina,

prolina, serina, tirosina, valina); 2% de agar para meio solido.

SC — meio de indugio (Invitrogen, EUA, 1998): 0,67% YNB; 2% de galactose;
1% de rafinose; 0,01% (adenina, arginina, cisteina, lisina, treonina, triptofano),
0,005% (acido aspartico, histidina, isoleucina, metionina, fenilalanina, prolina, sering,

tirosina, valina).
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Meios de cultura para bactérias

LB (SAMBROOK ef al., 1989): 1% de triptona; 0,5% de extrato de levedura;
0,5% de NaCl; utilizando para a selegéo o antibidtico ampicilina (50 ug/ml).

4.1.4 — Plasmideos

pYES2 (Invitrogen, EUA) — de 59 kb. Este plasmideo contém marca de
selecdo URA3 para levedura e Amp® (resisténcia a ampicilina para bactéria).
Permite expressdo génica controlada em levedura na presenga de galactose. Veja
mapa 1 (www.invitrogen.com).

SnaB |

pGEM-T Easy (Promega, EUA) — de 3 kb. Este plasmideo contém marca de
selecdo Amp®, permite manipulagéo em E. coli (mapa 2).

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL -
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4.2 - Métodos
4.2.1 - Extracdo de RNA

Toda vidraria a ser utilizada foi queimada (mantida numa estufa a 180 °C por 8
horas) ou tratada com agua oxigenada 13 volumes por 15 minutos, para que
ficassem livres de RNAse. As sementes imaturas de soja, mantidas em freezer a -
70°, foram descongeladas em gelo e maceradas em tamp&o de extragédo (50 mM
TrisHCI pH 8.0; 20 mM EDTA pH 8.0; 50 mM - mercaptoetanol; 8 M guanidina HCI)
(LOGEMANN et al., 1987) e uma pitada de p6 de silica. Apds macerar, completou-
se 0 volume de tamp&o para 700 ul e adicionou-se 700 pl de Fenol-Cloroférmio-
Alcool Isoamilico (25:24:1 viv) e agitou-se vigorosamente em agitador magnético. As
amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 13.000 rpm a 4°C e a fase superior
adicionou-se 1 volume de Cloroférmio-Alcool Isoamilico (24:1 viv). Centrifugou-se
por 15 minutos a 13.000 rpm a 4°C. A fase superior foi precipitada por no minimo 2
horas a -20°C, com 0.2 volume de NaAc 3M pH 5.0 e 1 volume de etanol absoluto
gelado. Centrifugou-se por 10 minutos a 13.000 rpm a temperatura ambiente. O

sobrenadante foi descartado, e acrescentou-se etanol 70%, procedeu-se a
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centrifugacdo, nas mesmas condigdes. Este Ultimo passo foi repetido, e entdo o
precipitado foi ressuspendido em 30 uL de HzO tratada com 0,1 % DEPC (dietil
pirocarbonato) e autoclavada. Ao RNA foi adicionado tampéo desnaturante (1x
MOPS: 17.5% formaldeido; 50% formamida; 0.4 pg/ul de EtBr; 15% tampéo de
carga) e a desnaturagéo foi realizada a 56°C durante 15 minutos. Posteriormente, o
RNA foi quantificado em gel de agarose/formaldeido (1% agarose, 1x MOPS [0.2M
MOPS: 50mM NaAc; 10mM EDTA], 2.5% formaldeido).

Para a extracdo de RNA total do fruto de pimentdo verde, pedagos de
aproximadamente 1 cm? foram colocados em tubos eppendorfs e macerados em
tampdo de extracdo, e a extragdo ocorreu seguindo-se a mesma metodologia
descrita para sementes imaturas de soja.

4.2.2 - Reagdo RT-PCR

A sintese de cDNA, utilizando oligos-RT especificos, foi realizada a partir de
RNA total, utilizando transcriptase reversa, segundo orientagdo do fabricante da
enzima (GibcoBRL — Life Technologies). A reacao de sintese de cDNA iniciou-se
com 4 uL de RNA (1-5 ug), 2,5 pL de oligo-RT , 1 pmol/uL, em volume final de 14 plL,
mantido a 70°C, por 10 minutos, e 1 minuto no gelo. Posteriormente, acrescentou-se
0,2 uL de DTT 0,1 M, 0,5 uL de HPRI (inibidor de RNAse), 2,5 ulL de tampao PCR
10x, 2 uL da mistura dos 4 dNTPs 5mM e 2,5 uL de MgCly, e entdo mantido a 42°C
por 1 minuto, e finalmente acrescentou-se 1 uL da enzima Super Script ll, a 42°C por

50 minutos.

Apos a sintese do cDNA, este foi amplificado por reacdo de PCR (Polymerase
Chain Reaction), utilizando uma Tag DNA polimerase, segundo metodologia do
fabricante da enzima (APBiotech, Brasil). A reag&o se procedeu com 2,5 uL de
tamp&o da enzima 10x, 1 pL da mistura dos 4 dNTPs 5mM, 1,25 ulL do oligo-sense
10mM, 1,25 uL do oligo-antisense 10mM, 1 uL da reacdo RT (cDNA) e 0,5 pL da

enzima Taq DNA Polymerase, para um volume final de 25 pL. O programa da
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reagdo de PCR foi 94°C por 3 minutos, seguido de 30 ciclos (94°C por 30 segundos,
temperatura de anelamento dos oligos por 30 segundos, 72°C por 2 minutos), 72°C
por 7 minutos, terminando com 4°C «. A eficiéncia e o tamanho do DNA amplificado
foram analisados por eletroforese em gel de agarose 0,8% em tamp&o TAE 1x (0,04
M Tris-acetato, 0,001 M EDTA).

O cDNA de HPL foi amplificado com um kit conhecido por Elongase™ Enzyme
Mix (LIFE TECHNOLOGIES, USA), o qual consiste de uma mistura de Taq DNA
polimerase com DNA polimerase termoestavel de Pyrococcus species. A reagao se
procedeu com 2,5 ulL de tamp&o A 5x, acrescido de 2,5 ulL de tampao B 5x, 1 uL da
mistura dos 4 dNTPs 5mM, 1,25 ulL do oligo-sense 10mM, 1,25 ulL do oligo-
antisense 10mM, 1 ul da reagdo RT (cDNA) e 1 uL da mistura das enzimas Taq
DNA Polymerase e DNA polimerase termoestavel de Pyrococcus species, 14,5 pl
de agua Milli Q autoclavada. O programa da reagdo de PCR se deu como descrito
acima.

4.2.3 - Obtengdo das construgdes pYES2-LOX-1 e pYES2-HPL para
clonagem e expressdo em S. cerevisiae

Clonagem dos genes LOX-1 e HPL no plasmideo pGEM-T Easy

Apos a amplificacdo dos DNAs de LOX-1 e HPL por PCR, estes foram isolados
em gel de agarose 0,8%, e o fragmento de DNA correspondente a cada gene foi
purificado utilizando-se um kit de extragéo (Concert Rapid Gel Extraction System —
GibcoBRL - Life Technologies). Apos purificagdo, os DNAs de LOX-1 e HPL foram
inseridos, isoladamente, no plasmideo pGEM-T Easy (Promega, EUA) utilizando-se
o kit pGEM-T Easy Vector System | (Promega, EUA). Os plasmideos entao foram
utilizados para transformar células competentes de E. coli, DH5aF’, pelo método de
choque térmico. As bactérias que continham os plasmideos recombinantes foram
selecionadas em meio de cultura LB sdlido contendo ampicilina e X-Gal, segundo
SAMBROOK et al. (1989).
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Extragcdo de DNA plasmidial

A extracdo do DNA plasmidial foi feita por lise alcalina (Kit Colunas Qiagen
(Qiagen, EUA). As coldnias, provaveis recombinantes, foram inoculadas em 3 mL
de meio LB liquido com ampicilina, e incubadas “over night” a 37°C, em agitagdo de
300 rpm. Apos incubagdo, 1,4 mL foi transferido para um tubo eppendorf e
centrifugado a 14.000 rpm por 30-60 segundos. O sobrenadante foi descartado, e o
procedimento anterior repetido. Ressuspendeu-se as bactérias em 300 ul de
solugdo de extragcdo 1 (Tris-HCI, pH8,0, 50 mM, EDTA, pH8,0, 10 mM, RNAse,
100pg/mL). Adicionou-se 300 ulL de solugdo de extragdo 2 (NaOH 200 mM, SDS
1%), agitou-se suavemente por inverséo, € manteve-se a 5 minutos a temperatura
ambiente. Adicionou-se 300 uL de solugédo de extragdo 3 (acetato de potassio 3 M,
ajustado com &cido acético glacial para pH 5,5), e agitou-se suavemente por
inversdo. Esta mistura foi centrifugada a 14.000 rpm por 10 minutos a 4°C, e o
sobrenadante transferido para novo tubo eppendorf. Foi adicionado 400 pl de
isopropanol, e o tubo foi centrifugado a 14.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante
foi descartado, e foi acrescentado 700 ulL de etanol 70% gelado, o tubo foi
centrifugado a 14.000 rpm, 4°C por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado, o
precipitado contendo o DNA foi secado e ressuspendido com 20 uL de agua Milli Q

autoclavada.

Clonagem dos genes LOX-1 e HPL no vetor pYES2

Os DNAs plasmidiais foram entdo clivados com enzimas de restricdo (segundo
a instrucdo do fabricante para cada enzima). Para LOX-1 utilizou-se Kpn | e Xho |, e
para HPL, Kpn | e EcoR |. Os insertos foram recuperados atraves de eletroforese em
gel de agarose, e os DNAs purificados com o kit Concert Rapid Gel Extraction
System (GibcoBRL — Life Technologies). Os genes foram inseridos no plasmideo
pYES-2 (Invitrogen, EUA) clivado com as mesmas enzimas de restricao utilizadas
para os insertos. As ligagdes dos DNAs LOX-1 e HPL com os respectivos DNAs
plasmidiais, ocorreram com a enzima T4 DNA ligase, segundo orientagdo do
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fabricante da enzima (APBiotech, Brasil). Os plasmideos recombinantes foram entao
transformados em células competentes E. coli DH5aF’. Os transformantes foram

selecionados através de meio de cultura LB sélido contendo ampicilina, seguindo-se
a extracdo do DNA plasmidial.

Transformacao de levedura

Os DNAs plasmidiais, construgbes pYES2-LOX-1 e pYES2-HPL foram
utilizados para transformar leveduras da linhagem INVSc-1 (Invitrogen, EUA). A
transformacéo das leveduras foi feita segundo o método do acetato de litio (The LiAc

Method Page — www.umanitoba.ca).

Uma colénia da linhagem INVSc-1 foi inoculada em 5 mL de meio liquido
YPAD, a 28°C, com agitagdo de 300 rpm, por cerca de 18 horas, até atingir um
nuimero de células suficientes para 5x10° células/mL num volume final de 50 mL de
meio YPAD. Em seguida o meio de cultura foi centrifugado a 5.000 rpm por 5
minutos, a 4 °C, e a massa celular foi transferida para frasco Erlenmeyer contendo
50 mL de meio YPAD. Novamente, as células foram mantidas a 28°C, 300 rpm, até
atingir o equivalente a 2x1 0’ células/mL. O meio foi centrifugado a 5.000 rpm por 5
minutos, e o sobrenadante descartado. As células foram ressuspendidas em 25 mL
de agua Milli Q estéril, e centrifugadas. O sobrenadante foi descartado e as células
ressuspendidas em 1 mL de LiAc 100 mM, a suspensé&o transferida para um tubo
eppendorf, centrifugada por 15 segundos e o LiAc removido. As células foram
novamente ressuspendidas em 500 uL de LiAc 100 mM, homogeneizadas com
agitador magnético, e 50 uL da suspensé&o transferida para varios tubos eppendorfs.
Foi adicionado em cada tubo eppendorf 240 uL de PEG (polietileno glicol — PM 3350
(Sigma P3640)) 50%, 36 pL de LiAc 1 M, 50 uL de DNA de salmao previamente
desnaturado a 95°C por 5 minutos, 2 ug de DNA plasmidial, para um volume final de
360 uL. Esta mistura foi homogeneizada com agitador magnético e incubada a 30°C

por 30 minutos, e posteriormente a 42°C por 30 minutos. Ent&o, foi centrifugada a 6-
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8.000 rpm por 15 segundos, e o sobrenadante descartado. As células foram
ressuspendidas em 1 mL de agua Milli Q estéril, e 200 uL foram plaqueados em

meio YPD sélido (meio minimo). As placas foram incubadas por 2-4 dias em estufa a
30°C.

As leveduras transformadas cresceram em meio de cultura na auséncia de
uracila. Desta maneira houve uma selegdo das colonias transformantes devido a
presencga do gene URA3 no vetor.

4.2.4 - Seqilienciamento dos genes

O sequenciamento dos genes LOX-1 e HPL foi feito utilizando o Kit “Thermo
Sequenase” (Amersham, EUA), no sequenciador automatico “ABI PRISM 310
Genetic Analyser” (Applied Biosystems, EUA). Para o sequenciamento partiu-se de
DNA plasmidial, e os oligos utilizados foram: oligo-sense, oligo-antisense, oligo-
sense-s1 e oligo-antisense-s1, especificos para cada gene.

A analise das sequéncias foi feita por alinhamento com as sequéncias descritas
dos genes LOX-1 de soja (SHIBATA, 1987), e HPL de pimentao (MATSUI et al.,
1996), empregando o programa Blast n (www.ncbi.nim.nih.gov).

4.2.5 — Reacdo de PCR para deteccdo dos genes nas colonias de

leveduras

Para confirmagdo da presenga dos genes nos plasmideos recombinantes, uma
amostra das colénias de leveduras transformantes foi transferida, com o auxilio de
uma ponteira estéril de pipeta automatica, para tubos eppendorfs contendo 40 plL de
agua Milli Q. A reagéo se procedeu com a adi¢ao de 5 ul da mistura de suspensao
celular, 2,5 uL de tampé&o da enzima 10x, 1 uL da mistura dos 4 dNTPs 10mM, 1 pL
do oligo-sense 10mM, 1 uL do oligo-antisense 10mM, e 0,5 ul da enzima Taq DNA
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Polymerase, para um volume final de 25 uL. O programa da reagéo de PCR foi 94°C
por 3 minutos, seguido de 30 ciclos (84°C por 30 segundos, temperatura de
anelamento dos oligos por 30 segundos, 72°C por 2 minutos), 72°C por 7 minutos,
terminando com 4°C «<. O produto da reacao foi separado em gel de agarose, 0,8%,
em tampao TAE 1x.

4.2.6 — Indugdo para expressao de proteinas recombinantes

Para induzir a expressdo das proteinas recombinantes (LOX 1 e HPL) ,
segundo metodologia descrita no manual do plasmideo pYES 2 (Invitrogen, EUA), a
coldnia de levedura INVSc-1, contendo as duas construgdes pYES2-LOX1 e pYES2-
HPL, foi inoculada em meio minimo (SC) contendo 2% de glicose, e incubada “over
night”, a 30°C, a 250-300 rpm, por cerca de 15h, até se obter uma ODeoonm de 0,4
para um volume total de 50mL. Para a indugdo da expressdo das proteinas
recombinantes, pelo promotor GAL1, a galactose & adicionada ao meio. Entéo,
obtida uma concentragdo de células suficientes, elas foram transferidas para meio
minimo (SC) contendo 2% de galactose, e incubada nas mesmas condigdes. Nos
periodos de O, 24, 48, 72, 96 e 120 horas, aliquotas de 2 mL de cultura foram
removidas e colocadas em tubos eppendorfs, centrifugadas a 14.000 rpm por 1
minuto, e o0 sobrenadante descartado. As células foram mantidas a —70°C até a
extracao de RNA.

4.2.7 - Extragdo de RNA total de levedura para Northern Blot

Todo material a ser utilizado foi queimado (mantido a 180 °C por 8 horas) ou
tratado com agua oxigenada 13 volumes por 15 minutos, para que ficassem livres de
RNAse. As células mantidas a —70° C, foram descongeladas em gelo, e ressus-
pendidas em 400 uL de solugcéo TES (2 mL de Tris HCl 10 mM, 4 mL de EDTA 10
mM, 10 mL de SDS 0,5% para um volume final de 200 mL, pH 7,5) e
homogeneizadas com agitador magnético. Foi adicionado 400 ul de fenol acido e
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vortexou-se vigorosamente por 10 segundos. Os tubos foram incubados por 1h a
65°C e ocasionalmente agitados manualmente. Apds incubagéo, os tubos foram
mantidos em gelo por 5 minutos e centrifugados em seguida a 14.000 rpm, por 5
minutos a 4°C. A fase aquosa (topo) foi transferida para novo tubo eppendorf, e 400
uL de fenol acido foi adicionado, e entdo o tubo foi homogeneizado com agitador
magnético, novamente centrifugado, e a fase aquosa transferida para novo
eppendorf. Foi adicionado 40 uL de acetato de sédio 3 M, pH5.3 e 1 mL de etanol
absoluto gelado, homogeneizado com agitador magnético e centrifugado a 14.000
rpm, por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado, e 0 RNA lavado com 1 mL
de etanol 70% gelado, e novamente centrifugado, nas mesmas condi¢des. O etanol
foi descartado, e o RNA secado em centrifuga a vacuo. O RNA foi entao
ressuspendido com 20 ulL de agua tratada com 0,1 % de DEPC e autoclavada.
Posteriormente, o RNA foi quantificado em gel de agarose/formaldeido/MOPS.

Apos a eletroforese, o gel foi fotografado em UV, e entdo transferido para uma
membrana de nitrocelulose, por capilaridade, utilizando-se SSC 10x. Apds a
transferéncia a membrana incubada a 80°C por 2h.

4.2.8 — Hibridag@o com sonda de DNA (Northern Blot)
Pré-Hibridagé&o

As membranas foram pré-hibridadas em solugdo de pré-hibridagéo (50%
formamida deinonizada, 5x SSC, 5x Denhardt’s, 50 mM de fosfato de sodio pH 6,8,
1% SDS, e 100 pg/ml DNA de esperma de salmé&o desnaturado), por 4horas a 42°C
(se for a primeira pré-hibridacéo) e 2horas nas outras vezes, com agitacao leve, de
acordo com Sambrook et al. (1989). Foram utilizados cilindros de hibridagéo,
calculando um volume de 10 mL por membrana.
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Sintese da sonda

Os DNAs plasmidiais foram clivados com enzimas de restricdo e os insertos
foram purificados com o kit Concert Rapid Gel Extraction System (GibcoBRL - Life
Technologies) e marcadas com dCTP o™P pelo método de “Random Priming”
utilizando-se o kit “Ready-to-go — DNA labbelling beads” (APBiotech, Brasil),
segundo orientacao do fabricante. O DNA foi adicionado a um volume final de 45 ulL
de agua tratada com 0,1 % de DEPC e autoclavada, e entdo desnaturado a 95°C por
5 min. Foi acrescentado 5 pL de dCTP «*?P, e esta mistura transferida para um tubo
do kit Ready-to-go. Foi incubado a 37°C por 1hora, e a sonda purificada pela coluna
G-50 (AP-Biotech, EUA). Foi feita a contagem no cintilador. A eficiéncia da
incorporacéo da sonda purificada deve variar entre 30-50%, comparando-se com a
da sonda nao-purificada.

Hibridagao

As membranas foram hibridadas em solucdo de (50% formamida deinonizada,
5x SSC, 20 mM de fosfato de sédio pH 6,8, 1% SDS, 5% de Sulfato Dextran). Foram
utilizados cilindros de hibridag&o, calculando um volume de 5 mL por membrana. E
importante pré-aquecer essa solugdo antes de adiciona-la &s membranas. O tubo
eppendorf contendo a sonda purificada e desnaturada (94°C por 3 minutos, gelo por
5 minutos) foi rapidamente centrifugado a cerca de 5.000 rpm por 30 segundos, e
entdo a sonda foi adicionada ao tubo falcon contendo a solugéo de hibridag&o pre-
aquecida. A solugdo de pré-hibridagéo foi descartada e adicionou-se a de hibridagao
por 16 horas a 42° C, de acordo com Sambrook et al. (1989).
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Lavagens e exposi¢ao das membranas

Apds hibridagéo, as sondas foram descartadas e as membranas lavadas em
condicdes de alta estringéncia, de acordo com protocolo de Desprez et al. (1998).
Foi utilizado ~200mL de solugdo pré-aquecida. Foram feitas duas lavagens com 2x
SSC, 0,1% SDS; uma lavagem com 1x SSC, 0,1% SDS e duas lavagens com 0,1x
SSC, 0,1% SDS; todas por 15 minutos a 65°C.

A utilizacdo do aparelho Phosphorimager — FLA3000 (FUJIFILM) permitiu uma
maior sensibilidade e confiabilidade na aquisigdo dos dados, uma vez que a faixa
dindmica do aparelho para detectar a emiss&o radioativa dos spots € muito maior
que a dos filmes de raio-x.

4.2.9 - Indugao para produgéo de compostos volateis vegetais

Foi utilizado o mesmo protocolo de indugdo para expressdo de proteinas
recombinantes (item 4.2.6) (Invitrogen, EUA). O meio de cultura, apds periodos de 0,
24, 48, 72, 96 e 120 horas de fermentacdo, foram filtrados com membranas de
44um, e os sobrenadantes foram recolhidos e acondicionados em frascos de vidro,
lacrados com septo de borracha e tampa de aluminio. Estes frascos foram
armazenados a —10° C até a analise cromatogréfica. Imediatamente antes da analise
cromatografica, cada frasco foi descongelado, até a temperatura ambiente local
(18°C).

4.2.10 — Analise dos Compostos Volateis por “Purge and Trap”

A analise dos compostos volateis por cromatografia gasosa foi realizada nas
mesmas condicdes cromatograficas j& estabelecidas para outras analises no
Laboratério de Bioaromas da Faculdade de Engenharia de Alimentos, UNICAMP
(BRIGIDO, 2000).
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Aliguotas de 1995 uL de amostra acrescida de 5 L do padréo interno (butanol)
foram misturados em um frasco de vidro, € 1 mL desta mistura foi transferida para o
frasco amostrador de 5 mL com “frit” do sistema de extragdo “Purge and Trap”. As
condigbes do “Purge and Trap” estéo estabelecidas conforme a Tabela 3.

Tabela 3 : Condicdes de Extracéo dos Volateis por “Purge and Trap”

Tempo de pré-aguecimento da amostra 3 minutos
Temperatura da amostra 50°C
Tempo de purga 10 minutos
Temperatura do Trap na purga 30°C

Fluxo de gas de purga (Hélio) 30 mL/minuto
Pré-aquecimento de desor¢éo 185°C
Temperatura de desorgéo 225°C
Tempo de desorgao 2 minutos
Fluxo de géas de arraste na desorgéo (Hélio) 1 mL/minuto
“Bake time” 10 minutos
“Bake temp” 230°C
Temperatura da linha de transferéncia 200°C

Foi utilizado Cromatografo Gasoso, modelo Hewlewt Packard 6890 (HP),
utilizando coluna HP- Innovax (30 m x 0,25 mm x 0,25 pum), com detector de

ionizagdo de chama (FID), e as condi¢des de anélise foram:
- Detector mantido a 250°C e o injetor a 200°C;

- Forno mantido a 30°C por 5 minutos e elevado até 100°C numa razéo de
15°C por minuto, permanecendo nesta temperatura por 2 minutos, e foi entao
aquecido até 200°C numa segunda razdo de 10°C por minuto e mantido nesta

temperatura final por 5 minutos;

- O gas de arraste utilizado foi o Hélio na vazéo de 1 mL por minuto.
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Os compostos volateis presentes no meio de cultura foram identificados pela
coincidéncia do tempo de retengéo relativo com aqueles de padroes idénticos, e por
co-cromatografia. A quantificagdo dos compostos foi feita contra padrao interno
(butanol), monitorando-os relativamente & curva de calibrac@o de padrdes auténticos

de hexanal.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 — Clonagem dos genes LOX-1 e HPL

Para a clonagem do gene lipoxigenase-1 (LOX-1) de soja foi extraido o RNA
total de sementes imaturas de soja (Figura 5). Segundo o trabalho de SHIBATA et al.
(1987), as sementes imaturas de soja foram utilizadas como fonte de RNA para
construcéo de uma biblioteca de cDNA, da qual foi obtido o clone de LOX-1.

Figura 5: RNA total (2 pL) de sementes imaturas de soja. 1, 2, 3, 4, 5 e 6 sa@o
diferentes amostras das quais apenas uma foi escolhida para a sintese de cDNA.

A partir do RNA de sementes imaturas de soja foi obtido o cDNA do gene LOX-
1 através da metodologia RT-PCR. Para sintese dos cDNAs foi utilizado um
oligonucleotideo especifico para o gene LOX-71 de soja, € a construgdo deste
oligonucleotideo foi baseado na sequéncia de LOX-1 publicada por SHIBATA et al.
(1987). Apos a sintese dos cDNAs, foi realizada a reagéo de amplificagdo do cDNA
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de LOX-1 por PCR, utilizando oligonucleotideos especificos, também construidos a
partir da sequéncia de LOX-1 (SHIBATA et al., 1987). A Figura 6 mostra que o
cDNA de LOX-1 amplificado pela reagdo de PCR possui aproximadamente 2,5 Kb,
correspondente ao tamanho do gene obtido por SHIBATA et al. (1987).

M 1
bp
12,216 =

6,108 —
5,090 =

4,072
3,054

€= L0OX-1
2,036
1,636

Figura 6: cDNA do gene LOX-1 de soja obtido pela reagcédo de RT-PCR a partir
de RNA total de sementes imaturas de soja. M corresponde ao marcador de peso
molecular (Ladder 1 Kb) e 1 a 5uL do cDNA, de aproximadamente 2,5 Kb,
amplificado pela reagéo RT-PCR.

Para obter o gene de hidroperéxido liase (HPL) de pimentdo, o RNA total
(Figura 7) foi extraido de frutos verdes de pimentdo, mesma fonte utilizada por
MATSUI et al. (1996).

A partir do RNA total, procedeu-se a reagdo RT-PCR para a obtengéo do cDNA
do gene de HPL, utilizando-se de oligonucleotideos construidos a partir da
sequiéncia de HPL publicada por MATSUI et al. (1996). Na Figura 8 pode-se
observar que o tamanho do fragmento de HPL obtido foi de aproximadamente 1,5
Kb, correspondendo ao tamanho do gene de HPL de piment&o descrito por MATSUI
et al. (1996).
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Figura 7: RNA total (2 uL) de frutos verdes de pimentdo. 1, 2, 3, 4, 5 e 6 sao

diferentes amostras das quais apenas uma foi escolhida para a sintese de cDNA.

Figura 8: DNA do gene HPL de piment&o obtido por reacdo de RT-PCR a partir
de RNA total de frutos verdes de pimentdo. M corresponde ao marcador de peso
molecular (Ladder 100 bp) e 1 a 5uL do cDNA, de aproximadamente 1,5 Kb,
amplificado pela reagéo RT-PCR.
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5.2 — Construcdo dos vetores de expressdo em pYES 2 e clonagem em
bactérias DH5a

Para construir os vetores de expressdo pYES2-LOX-1 e pYES2-HPL, foi
necesséaria a clonagem prévia dos cDNAs LOX-7 e HPL no vetor de clonagem
pGEM-T Easy, para se obter um grande numero de copias dos cDNAs a serem
ent&o clonados no vetor pYES 2.

A clonagem direta dos cDNAs, produzidos por reagéo de PCR, no vetor pYES
2 foi testada, mas nenhum resultado foi obtido. Por isso, a clonagem prévia no vetor
PGEM-T Easy foi realizada. Este vetor de clonagem tem por caracteristicas
principais um gene de resisténcia a Ampicilina (gene da B-lactamase), que possibilita
selecionar as bactérias em meio de crescimento contendo este antibidtico; e uma
regido de multiplos sitios de clonagem dentro do gene lac Z. O gene lac Z transcreve
a enzima B-galactosidase, a qual pode agir sobre o substrato X-gal, produzindo um
“precipitado” azul, possibilitando entdo distinguir colonias azuis (que nao possui
nenhum DNA inserido) de colénias brancas (que contém o gene de interesse). Este
vetor pode ser clonado em bactérias E. coli DH5a., produzindo um grande numero de
copias de DNA plasmidial, que pode ser extraido em quantidades suficientes para
digestao com enzimas de restricdo e posterior clonagem em outro vetor de
expressao.

A ligacdo dos cDNAs provenientes das reagdes de PCR no vetor pGEM-T
Easy, foi realizada segundo protocolo do fabricante (Promega, USA). Foram feitas
duas ligagSes distintas, uma para o gene LOX-1 e outra para HPL. Posteriormente,
bactérias DH5¢q foram transformadas por chogue térmico, e crescidas em placas em

meio LB contendo Ampicilina e X-gal.

As colénias brancas, que possivelmente continham o gene LOX-1 e o gene
HPL foram repicadas e crescidas em meio LB liquido, com Ampicilina, para
realizacdo da extragéo do DNA plasmidial, como descrito no item 4.2.3.
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Apos extracdo do DNA plasmidial de algumas coldnias, os plasmideos
contendo, possivelmente, LOX-1 e HPL foram digeridos com enzimas de restricao
especificas. As seqUéncias destas enzimas de restricdo de interesse foram
adicionadas as extremidades dos oligonucleotideos especificos sense e antisense
dos dois genes durante a construgéo destes oligonucleotideos. Assim foi possivel,
durante a amplificagdo por PCR, obter fragmentos de DNA contendo o gene de
interesse flanqueado por dois sitios de restricdo especificos para duas diferentes
enzimas, um sitio em cada extremidade. Este tipo de construgcdo tem a vantagem de
permitir a clonagem unidirecional do gene no vetor pYES 2. Os sitios das enzimas
utilizados para as construgdes correspondem a dois sitios de enzimas de restricao
presentes no sitio de multipla clonagem do vetor pYES 2.

O DNA plasmidial contendo LOX-1 foi digerido com Kpn | e Xho |, como
também o DNA plasmidial do pYES 2 foi digerido com as mesmas enzimas. Apos
digestdo os DNAs foram separados por eletroforese em gel de agarose 0,8 %, e os
fragmentos correspondentes a LOX-1 e pYES 2 isolados e purificados. A figura 9A
mostra os DNAs de LOX-1 e pYES 2 apds purificagdo, e observa-se que 0s
tamanhos dos fragmentos de LOX-1 e pYES 2 correspondem ao esperado, ou seja,
aproximadamente 2,5 Kb e 5,5 Kb, respectivamente.

Para o isolamento do gene de HPL, procedimentos semelhantes aos do gene
LOX-1 foram utilizados. O DNA plasmidial contendo HPL foi digerido com Kpn | e
Xba |, contudo observou-se que Xba | ndo estava sendo uma enzima eficiente para
a liberagao do fragmento de HPL do vetor pGEM-T Easy.

Para contornar este problema o fragmento de HPL foi liberado do vetor pela
digestao com a enzima Eco RI, e posteriormente digerido com Kpn | para ser entao
clonado no vetor pYES 2, que também foi digerido com Kpn | e Eco Rl Os
fragmentos correspondentes a HPL e pYES 2 foram isolados em gel de agarose
0.8%, por eletroforese, e purificados (Figura 9B). Nota-se que foram obtidos
fragmentos com tamanhos correspondentes ao esperado, 1,5 Kb para HPL e 5,5 Kb
para pYES 2.
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Figura 9: DNAs plasmidiais digeridos com enzimas de restricdo. Em A, DNAs
isolados e purificados apds digestdo com as enzimas Kpn | e Xho |, e em B, DNAs
isolados e purificados ap6s digestdo com EcoRI e Kpn I. M corresponde ao
marcador de peso molecular (Ladder 1 Kb); 1A ao DNA de LOX-1 purificado (SuL);
1B ao DNA de HPL purificado (5uL); 2A e 2B ao DNA de pYES 2 purificado (SulL).

Obtidos os DNAs digeridos e purificados, foi feita a construcdo dos vetores
pYES2-LOX-1 e pYES2-HPL, pela ligagéo destes, como descrito no item 4.2.3. A

Figura 10 mostra um esquema das duas construgdes no vetor pYES 2.

Apés ligacdo vetor-inserto, cada uma das construgbes foram clonadas em
bactérias DH5a. As colénias resultantes foram repicadas em meio LB liquido, com

Ampicilina, para posterior extracédo do DNA plasmidial.
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Figura 10: Esquema das duas construcdes, pYES2-LOX-1 e pYES2-HPL. A
Figura 10 ilustra que LOX-1 esta ligado ao vetor pelos sitios de Kpn | e Xho | e HPL
pelos sitios Kpn | e Eco Rl. O mapa do vetor pYES 2 estéa demonstrado em
Materiais e Métodos, item 4.1.4.

O DNA plasmidial pYES2-LOX-1 foi digerido com Kpn | e Xho |, e pYES2-HPL
com Kpn | e Eco RI para confirmagéo dos clones (Figura 11), onde observa-se que
os tamanhos dos fragmentos correspondem ao esperado, aproximadamente 1,5 Kb
para HPL, 2,5 Kb para LOX-1 e 5,5 Kb para pYES 2.
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Figura 11: DNAs obtidos apés digestdo com enzimas de restricao. M: marcador
de peso molecular (Ladder 1Kb); 1, 2 e 3: DNAs plamidiais de trés diferentes
coldnias (pYES2-HPL) digeridos com Kpn | e Eco RI; 4, 5 e 6: DNAs plamidiais de
trés diferentes coldnias (pYES2-LOX-1) digeridos com Kpn | e Xho I; 7: DNA
plasmidial n&o digerido.

5.3 — Sequenciamento dos genes

Para a confirmag&o do cDNA LOX-1, o sequenciamento parcial (Figura 12) foi
realizado e obteve-se 389 bp iniciais do gene e 1493 bp finais. O sequenciamento

total do gene esta em andamento.

Para confirmar se a sequéncia obtida corresponde ao gene LOX-1, esta foi

submetida a andlise pelo programa “Blastn” (www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST). Este

programa realiza alinhamentos entre sequéncias de nucleotideos-nucleotideos,
fornecendo alguns dados estatisticos sobre o grau de similaridade encontrada entre

as sequéncias.
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Os alinhamentos sao realizados através de uma procura pela base de dados
dos programas originais do "BLAST". Os “scores” sdo pontuagdes dadas aos
alinhamentos entre as sequéncias comparadas. Quanto maior forem os “scores”,
melhor serao os alinhamentos. O primeiro critério de pontuacao € um alinhamento
sem "gaps", que consiste simplesmente em um par de segmentos de comprimento
iguais, um de cada uma das duas sequéncias que estdo sendo comparadas. O
outro critério corresponde as bases que nao se diferem entre os alinhamentos. A
somatoria das pontuacdes apresentadas a estes critérios determina o “score”. Para
analisar o quao alto um "score" & provavel ser alto por acaso, um modelo de

seqgliéncias aleatorias € necessario.

O “E-value” & um valor estatistico dado para a analise dos alinhamentos feitos
pelo “Blast”. O “E-value” é a probabilidade do alinhamento estar errado, e quanto
menor for o “E-value” maior a probabilidade do alinhamento entre as sequéncias

estar correto.

A anadlise das sequéncias obtidas para LOX-1 pelo programa “Blastn” esta
apresentado nas Figuras 12 e 13. A Figura 12 mostra algumas das sequéncias que
produziram alinhamentos significativos, especialmente as de maiores “scores”, e que
estas seqiiéncias correspondiam aos genes de lipoxigenase de soja (Glycine max).
A Figura 12 A apresenta as sequéncias que foram alinhadas aos 389 bp iniciais do
cDNA de LOX-1, e 12 B, aquelas que foram alinhadas aos 1493 bp finais do cDNA
de LOX-1.

A Figura 13 apresenta o alinhamento entre a seqiiéncia do cDNA de LOX-Te a
do gene LOX-1 de soja (Glycine max). A primeira seqiéncia submetida,
correspondente aos 389 bp (Figura 13 A) e a segunda, aos 1493 bp finais (Figura 13
B). Os alinhamentos apresentaram 99% e 96%de similaridade, com LOX-7 de soja,
respectivamente, confirmando este ser o gene de lipoxigenase-1 de soja de nosso

interesse para a clonagem.
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Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
1118674 emb|X67304.1|GMLIPOX]1 G.max mRNA for lipoxygenase 1 747 0.0
gi]|295117|gb|J02795.1]SOYLOX Soybean lipoxygenase-1 mRNA 747 0.0
gi!505137|dbj |D1394%.1[SCYL2LA Glycine max lox2 mRNA for 1li... 385 e-104
gil|1700131gb]|J03211.1|SOYLOXB Soybean lipoxygenase-2 mRNA, ... 385 e-104
A
Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
gil295117|gb|J02795.1[SOYLOX Soybean lipoxygenase-1l mRNA 1626 0.0
gi|18674|emb|X67304.1|GMLIPOX] G.max mRNA for lipoxygenase 1 1610 0.0
g1|1700171gbIM16921.1|SOYLOXD Soybean lipoxygenase-1 mRNA, ... 1126 0.0
gil170013|gb|J03211.1|SOYLOXB Scybean lipoxygenase-2 mRNA, ... 1035 0.0
gi|505137|dbj |D13945.1|SOYL2LA Glycine max lox2 mRNA for 1i... 1027 0.0
gi|170015|gb|M16876.1|SOYLOXC Soybean lipoxygenase-1 mRNA, ... o87 0.0

Figura 12: Apresentagdo de algumas das seqiiéncias que produziram
alinhamentos significativos com o cDNA de LOX-1. Em A e B, estao
apresentadas as sequéncias que alinharam com os 389 bp e 1493 bp resultantes do
sequenciamento do cDNA de LOX-1, respectivamente.

Seq 1: seqgiéncia do cDNA de LOX-1 submetida
Seq 2: gi|18674|emb|X67304.1|GMLIPOX1 G.max mRNA for lipoxygenase 1

Score = 747 bits (377), Expect = 0.0
Identities = 387/389 (99%), Gaps = 1/389 (0%)

Segl: 1 ttggtacctttggeaaagtatgttttcageaggecataagatcaaagggacagtggtgtt 60
ST TN O O U O s O o S8
Seg2: 69 ttggtagctttggecaaag-atgttttcagcaggocataagatcaaagggacagtggtgtt 127

Segl: 6l gatgcccaagaatgagttggaagttaacectgatggcteageagttgacaaccttaatge 120
RN RN RN NN R R R RN N AN R R AR RN R AN
Seqgl: 128 gatgcccaagaatgagttggaagttaacccoctgatggetcagoagttgacaaccttaatge

-
s}
~J

SegZ?: 121 tttcttgggccgtagtgtctccoccttcagetcattagtgctaccaaggetgatgeacatgg 180
O T T T O e A 1 O 0 O
tttettgggeegtagtgteteecctteagetcattagtgetaccaaggetgatgecacatgg 247

[
wm
w

Seqgl:

Segl: 181 aaaaggaaaagttggaaaggatacqttcttggaagggattaatacttcgttaccaacttt 240
NN R R R RN RN N AN AR RN
SegZ: 248 aaasaggaaaagttggaaaggatacgttcitggaagggattaatacttcgttaccaacttt 307

Segl: 241 gggagcaggagagtctgcattcaatattcattttgaatgggacggaagcatgggaatccc 300
17 L 5 O O 5 i e e G e 1 0 O
Seg2: 308 gggagcaggagagtctgeattcaatattcattttgaatgggacggaagcatgggaatcee 367

Segl: 301 cggzgcqttt:acataaagaac:acatgcaagttgagttcttcctcaagagtttgaczct 360
T =t e e T e 10 e 5 O 0 O e G s
Seq2: 368 cggtgcgttttacataaagaactacatgcaagttgagttcttectcaagagtttgactict 427
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Sel: 361 tgaagccatttcaaaccaaggaaccatce 389

UL B BLET BLES R ERE
Seqg2: 428 tgaagccatttcaaaccaaggaaccatcc 456

Score = 2471 bits (1285), Expect = 0.0
Identities = 1441/1498 (96%), Gaps = 17/1498 (1%)
Segl: 1 attgntgntgtaaatccctgegtaattegtggtcttgaagagttccctccaaaaagtaat 59

N 0 G 0 O 1 I 5 s o S 5 o 0 I
Seqg2: 1137 attgctggtgtaaatccctgegtaattogtggtettgaagagttceoctccaaaaagtaat 1196

Segl: 60 ctggatcctncaatctntggtgatcaaagcagtangataacagcagatteccttgateta 119
R 3 1 9 e L2 1 O G A I G I A T O I
Seg2: 1197 ctggatcctgcaatctatggtgatcaaagcagtaagataacagcagattcocttgateta 1256

Segl: 120 gatgggtacacaatggacgaggcacttggtagtcgaaggttatttatgttagattaceat 179
RN R R R AN E R N
Seg2: 1257 gatgggtacacaatggacgaggcacttggtagtcgaaggttatttatgttagattaccat 1316

Segl: 180 gatatcttcatgccatatgtgaggcagataaatcagctgaattetgecaagacttatgeg 239
1 3 o L L L O L O A e
SegZ: 1317 gatatcttcatgccatatgtgaggcagataaatcagectgaattetgecaagacttatgeg 1376

Segl: 240 acaaggactatcctttttitgagagaagatggaactttaaagccagtggccategaatta 299
PEVETEELLEELVEELECEVEEE] TEEDEECCEEET R BELD BT 1 L FEE |
Seq2: 1377 acaaggactatcctttttttgagagaagatggaactttaaagccagtggccatcgaatta 1436

Seql: 300 agtttgccacattctgetggggatctgtcagetgecgtcagtcaagtegtettacctget 359
0 0 e O 1 O ) D oG e e B O O I
Seg2: 1437 agtttgccacattctgctggggatctgtcagetgeccgtcagtcaagtegtettacctget 1496

Seql: 360 aaggaaggtgttgagagcacaatttggct-ctagccaaagettatgtcatcgtaaatgac 419
R R R R N R R R RN AR RN
Seg2: 1497 aaggaaggtgttgagagcacaatttggctactagccaazagettatgtcatcgtaaatgac 15586

Segl: 420 tcttgctaccatca-ctcatgagccattggttaaatactcatgeggegatggagecatte 477
I G o G ot o O G O e O G o O B Y B A O
SegZ2: 1557 tettgctaccatcaactcatgagccattggttaaatactcatgeggegatggagecatte 1616

Seql: 478 gtcatagcaacacaccgacatcttagegtgnttcacccaatttacaagettetgactect 537
i 1 G W ) e e O e 1 Y ) 6 I e o T 6 Y
Seg2: 1el7 gtcatagcaacacaccgacatcttagegtgecttcacccaatttacaagettectgactect 1676

Segl: 538 cactatcgtaacaacatgaacatcaacgcacttgccaggcaatctctaattaatgctaat 597
(O e 0 e O o O O OO O e O O
S8eq2: 1677 cactatcgtaacaacatgaacatcaacgcacttgccaggcaatctectaattaatgectaat 1736

Seqgl: 598 ggcataatagagacancctttttgeccctcaaagtattetgtggagatgtcttcggeggtt 657
T o T S A 0 O O A A S SR R O S S
Seq2: 1737 ggcataatagagacaacctttttgeccctcaaagtattcotgtggagatgtctteggeggtt 1796

et
-1

Segl: 658 tataagaattgggttttcactgatcaagcactacctgecagatcttatcaagagaggagtg 7
O T T O e 0 0 G O 0 W
SegZ: 1797 tataagaattgggttttcactgatcaagcactacctgecagatcttatcaagagaggagtg 1856

Segl: 718 gcaattaaggatccatcaaccccacatggagttcocgtcttcotgatagaggactatccttat 777
FLEGT ELUDEEELEELEEL BEEE EL LEED SRR FERY | BEEEEERT V1] LELT
Seg2: 1857 gcaattaaggatccatcaaccccacatggagttegtettetgatagaggactatecttat 1916

Segl: 778 gcecgetgatggactggagatatgggetgeaaaaaagacaagggttcaagaatatgtgece 837
e S 0 o i W et O o o 1 5 e IO O 1 i o O 2 B Y
Seg2: 19217 geegectgatggactggagatatgggetgeaattaagacatgggttcaagaatatgtgece 1976

tactatgcaagagatgatgatgtcaaacaaaasantgatttttgaacttecenacact 897
0 10 o T O O e e T T T O O A 6 T 8 B T 50

Segl: 838 t
|
ttgtactatgcaagagatgatgatgte——--- aaaaatga-ttctgaact--ccaacatt 2028

Wy — i

Seg2: 1977




RESULTADOS E DISCUSSAO

Segl: 1316 aacaagctcaaggaaattgaggaaaaacttgtgaggaggaacaatgatccgagtetgeag 1375
T T O O 2 O o et B T o A B U
Seqg2: 2445 aacaagctcaaggaaattgaggaaaaacttgtgaggaggaacaatgatecgagtetgeag 2504

Segl: 1376 ggcaatcgacttggcccggttcaactgccatacactttgctttatcctagcagtgaggaa 1435
T o T e R T O T O T O T 0
Seq?: 2505 ggcaatcgacttggcccggttcaactgecatacactttgetttatectageagtgaggaa 2564

Segl: 1436 gggttaacttttaggggaatnaacaaatagcatctctatctaagggagectgtggttt 1493
FEEELEITE et 10 O T W D e T 6 1 B S
Seg2: 2565 gggttaacttttaggggaatt-ccaaatagcatctctatctaagggagectgtggttit 2621

Figura 13: Resultado do alinhamento entre as seqiiéncias do cDNA de LOX-1
(Seq 1) e do gene LOX-1 de Glycine max (Seq 2). Os nUmeros na margem
esquerda e direita referem-se ao nimero de nucleotideos das sequéncias. Em AeB,
estéo apresentadas os alinhamentos com os 389 bp e 1493 bp do cDNA de LOX-1,
respectivamente.

O resultado do sequenciamento completo do cDNA de HPL foi de 1446 bp. A
analise da sequéncia obtida para o cDNA de HPL pelo programa “Blastn”

(www.nebi.nim.nin.gov) estéd apresentado abaixo nas Figuras 14 e 15. Seis

sequéncias, dentre elas duas de pimentéo (Capsicum annuum) mostraram uma alta
identidade com a sequéncia do cDNA de HPL que foi submetida ao alinhamento.
Apenas uma das sequéncias obtidas no “Blastn” foi apresentada devido ao grande
espaco que seria demandado para mostrar todo © resultado desta busca. A
comparagdo escolhida para demonstragéo corresponde a sequéncia do cDNA de
HPL (Seq 1) com a sequéncia de HPL de Capsicum annuum obtida por MATSUI et
al. (1996) (Seq 2). HPL apresentou 97% de similaridade com HPL de Capsicum
annuum, confirmando este ser realmente o gene de hidroperdxido liase de pimentao
gue buscavamos para a clonagem.
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Score E
Sequences producing significant alignments: (bits) Value
gi]1272339|gb|U51674.1|CAU51674 Capsicum annuum fatty acid ... 2527 0.0
gil13506710|gb|AY028374.1| Capsicum annuum fatty acid hydro... 2462 0.0
gi|14627127 |emb|AJ310520.1|STU310520 Solanum tuberosum mRNA... 1174 0.0
1176773771 gblAF230372.1|AF230372 Lycopersicon esculentum f... 1068 0.0
514850213 |emb|AJ239065.1|LES239065 Lycopersicon esculentum... 1061 0.0
gil13506708|gb|R¥028373.1] Lycopersicon esculentum fatty ac... 1045 0.0

Figura 14: A: Apresentagdo de algumas das seqiéncias que produziram
alinhamentos significativos com o cDNA de HPL.

Seq 1: sequéncia HPL submetida Comprimento 1446(1 .. 1446)
Seq 2: gil|1272339|gb|U51674.1|CAUS1674
Capsicum annuum fatty acid hydroperoxide lyase mRNA Comprimento 1647 (1 .. 1647)

Score = 2527 bits (1314), Expect = 0.0
= B

Identities = 1412/1449 (97%), Gaps /1449 (0%)

Seqg 1: 1 aatgatacctataatgagctctgetectetatcaactgetacaccaatatctoteecegt 60
CITTET R et b v e e e el
Seq 2: 45 aatgatacctataatgagctctgctcctctatcaactgctacaccaa:atctctccccqt 104

Seqg 1: 61 acgtaaaattccagggagcta¢gggtttccattattaggqccactttgggatcgattana 120
RN R R R NN RN R RN R R R AR RN R R
Seq 2: 105 acgtaaaattccagggagctacgggtttecattattagggecactitgggategattaga 164

Seg 1: 121 ctataactggttccaaaagctcccagatttcttcagecaagagagtegaaaagtataacad 180
RN RN AR R AN R RN RN RN RN
Seq 2: 165 ctataactggttccaaaagcoteccagatttcttcagcaagagagtcgaaaagtataacag 224

L]
@
fte]
-
=
@
=

cacggtattcagaacgaatgtaccgcc:tgttttccattttttttgggtgtaaatccaaa 240
SRR RN RN RN R RN RN R R R AR NN NN RN
Seqg 2: 225 cacggtattcagaacgaatgtaccgecttgttttccattttttttgggtgtaaatecaaa 284

Seg 1l: 241 tgtagtggcggtactggatgtcaagtcatttgcacatctatttgatatggagattqttga 300
II|IIIII[iiIIIIlIIllllIIIIiil]%k!llIlIII!aIiIIIIIIllIIIIE!ll
Seq Z: 285 tgtagtggcggtactggatgt:aagtcatttgcacatctatttgatatggagattgttga 344

Seq 1: 301 gaaagctaatgtgcttgttggtgatttcatgcccagtgttgtttatactggtgatatgcg 3860
RN RN R R RN NN AR AR RN R R RN RN AR RN
Seq 2: 345 gaaagctaatgtgcttgttggtgatttcatgcccagtgttgtttatactggtgatatgcg 404

Seg 1: 361 ngtttgtgcttatcttgatacttctgaacctaaacatactcagattaaagaacctttcat 420
O 7 O i 1 0 o T L O O R i 1 18
Seqg 2: 405 tgtttgtgcttatcttgataCttctgaacctaaacatactcagatt—aagaacttttcat 463

Seqg 1: 421 tggacattcctaanaaagaagttcaaagacatgqgtgcctacactagttaaagaacttga 480
T T T A T 1 T K R T 5 L
Seqg 2: 464 tggaca—tcctaa—aaagaagttcaaagacatgggtgcctacactagttaaagaacttga 521

Seg 1: 481 tacactgttcngaacttnttgaatcanatctttcaaaatccanatcancttctcttctcc 540

0 0 o T A e O O O e O 1 FAE B
Seg 2: 522 tacactgttcggaactt-ttgaatcagatctttcaaaatccaaatcagcttctcttctcc 580

Seq 1: 541 c:gcattgnaaaaattcctcttcaacttcttctccttaac:ttcctcggggccgatccat 600

FLEYTLEY FTR eyt e et re bl
Seg 2: 581 ctgcattgcaaaaattcctcttcaacttcttctccttaactttcctcggggccgatccat 640
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Seq 1: 601 cagecctcaccgganatagccaactetggettegectatettgatgeatggotagetatte 660
CEPTITITI It Pt bt e bbb e e e e bbbyl
Seq 2: 641 cagcctcaccggagatagccaactctggottegectatettgatgeatggctagetatte Joo

Seg 1: 661 aactancacctactgttagcattggngttcttcaaccccttgaaaaaatcttcgtecact 720
07 22 12 0 O T e R O o s I 6 4 e
Seq 2: 701 aactagcacctactgttagecattggtgttcttcaacccettgaagaaatcticgtecact 760

Seg 1: 721 ctttttcatacccctattttcttgnecggggaggttacaaaaaactcattaagttitgtga T80
RN RN R R e R R R AN RN AR RN NE R
Seq 2: 761 ctttttcatacccctattttettgtccgtggaggttacgaaaaactcattaagtitgiga 820

Seq 1: 781 aaagtgaagctaaggaagtgttaacgagggcacaaacagactttcagetaactgaataan 840
N e 1 T e o T 5 6 i e 1 AT O e B o I
Seq 2: 821 aaagtgaagctaaggaagtgttaacgagggcacaaacagactttcagctaactgaacaag 880

Seq 1: 841 aagccattcataaccttttgttcattcttggattcaatgetttgggggggnttcoaccatt 200
1 58 T e I o T o T 0 5 5 O O 8 = G
Seq 2: 881 aagccattcataaccttttgttcattcttggattcaatgettt-tggtggtitcaccatt 339

Seg 1: 901 ttcttgccaacccttctgggaaaccttggaaacnaaaaaaatgcetganatgceaagag-aa 959

o O o O R et O N e e
Seg 2: 940 ttcttgecaacccttctgggaaaccttggagacgagaaaaatgctgagatgcaagagaaa 999

Seqg 1: 960 ctgagaaaagaaatgagggaaaaagttgggacaaatcaagaaaatttgag-tttgagagt 1018
FELCLUITERTr Lo e r v e ety v et
Seqg 2: 1000 ctgagaaaagaagtgagggaaaaagttgggacaaatcaagaaaacttgagttttgagagt 1059

Seq 1: 1019 gtaaazagaaatggaactggttcagtcttttgtttatgaatcacttaggctaageccacca 1078
O 5 O T T T 0 e 6 T e o ] O L O O
Seqg 2: 1060 gtaaaagaaatggaactggttcagtcttttgtttatgaatcacttaggctaagcccacca 1119

Seg 1: 1078 gtgccaagtcaatatgcaagagcaagaaaagacttcatgcteagttcacatgattcagtt 1138
RN N e R R RN R RN AR RN RN
Seq 2: 1120 gtgccaagtcaatatgcaagagcaagaaaagacttcatgctcagttcacatgattcagtt 1172

Seqg 1: 1139 tacgazatcaagaaaggtgaacttctttgtggttaccagccattagtgatgaaagatcca 1188
0 O O i e T 1 o e T W o
Seqg 2: 1180 tacgaaatcaagaaaggtgaacttctttgtggttaccagocattagtgatgaaagateca L2308

Seg 1: 1199 aaggtgtttgatgaacctgaaaagtttatgttiggagaggtttacaaaggagaaagggaaa 1258
I O 0 O e o o 5 i e e T o o O Y R
Seg 2: 1240 aaggtgtttgatgaacctgaaaagtttatgtitggagaggtttacaaaggagaaagggaaa 1299

Seq 1: 1259 gaattgctgaattatttgttttggtctaatggtccacagactgggagacctactgaatca 1318
RN RN R R R R N N A AR RN N R
Seg 2: 1300 gaattgctgaattatttgttitggtctaatggcccacagactgggagecctactgaatea 1359

Seq 1: 1319 aacaagcaatgtgctgct-aggatgcggttactcttantgettetttgattgtggettac 1377
B T Vs e s e T 0 e O o e 6 IR I T S
Seg 2: 1360 aacaagcaatgtgctgctaaggatgcggttactcttactgettetttgattgtggettac 1419

Seg 1: 1378 attttccaaaagtatgattctgtgagtttctcatctggticactcacatctgtgaaaaaa 1437
RN RN RN R R RN R RN R R RN R R RN NN R AR N R R
Seg 2: 1420 attttccaaaagtatgattctgtgagtttcteoatcetggttcactcacatetgtgaaaaaa 1479

Seq 1l: 1438 gcctgetga 1446
o 1 e s
Seg 2: 1480 gcctgctga 1488

Figura 15: Resultado do alinhamento entre as seqiiéncias do cDNA de HPL
(Seq 1) e do gene HPL de Capsicum annuum (Seq 2). Os nimeros na margem

esquerda e direita referem-se ao numero de nuclectideos das sequéncias.
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5.4 — Obtencdo dos clones em leveduras INVSc-1

Apds a confirmacédo de que as construgbes pYES2-LOX1 e pYES2-HPL
estavam corretas e que as sequéncias dos cDNAs correspondiam realmente aos
genes de lipoxigenase 1 de soja e hidroperéxido liase de pimentao,
respectivamente, foi feita a fransformacédo das leveduras Saccharomyces

cerevisiae, linhagem INVSc-1, como descrito no item 4.2.3.

Apos a transformacgdo, as leveduras foram crescidas em meio seletivo, sem
uracila, selecionando assim as leveduras transformantes. Contudo, para se saber
se as leveduras transformantes continham os dois plasmideos recombinantes,
pYES2-LOX1 e pYES2-HPL, foi realizada uma reagéo de PCR de coldnia (Figura
16), utilizando-se os oligonucleotideos especificos, sense e anti-sense, para ambos
os genes. Tomou-se o cuidado de utilizar dois controles positivos para cada uma
das construgdes, o primeiro controle foi leveduras transformadas com apenas uma
das construgbes, separadamente, e o segundo, utilizar DNA plasmidial como
controle da reacéo de PCR.

Com a reacgéo de PCR realizada com coldnias de leveduras (Figura 16) foi
possivel selecionar as colénias duplo recombinantes que seriam utilizadas para os
testes de expressdo, posteriormente. Observou-se que as coldnias duplos
recombinantes tiveram resultado positivo para ambos os genes, algumas com
maior quantidade de DNA amplificado (coldnias 3, 4) do que outras. Isto pode
sugerir que ha uma quantidade maior de copias de DNA plasmidial nestas colénias

do que naquelas em que a amplificagcdo do DNA foi menor.
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Figura 16 PCR de colonias de leveduras recombinantes. 1, coldnia
recombinante pYES2-LOX-1 (controle) e 2, colénia recombinante pYES2-HPL
(controle); 3 a 13, colénias possivelmente duplo recombinante; 14, DNA plasmidial
pYES2-HPL (controle) e 15, DNA plasmidial pYES2-LOX-1 (controle).

5.5 — Verificagéo do padrdo de expresséo por Northern blot

Para verificar a expressdo dos genes LOX-1 e HPL na levedura S. cerevisiae,
utilizou-se o protocolo descrito no manual do vetor pYES 2 para expresséo de
proteinas recombinantes (Invitrogen, USA).

No vetor pYES 2, a indugéo da expressédo de genes heterdlogos se da pela
ativacgdo do promotor GAL 1, pela adigdo de galactose ao meio de cultura e
remog&o de glicose. O promotor GAL 1 ¢ influenciado por um complexo fendomeno
regulatério, onde a glicose, via um caminho de transdugo reprime a expressao de
alguns genes regulados pelo promotor GAL 1, contudo este pode ser induzido por
galactose, permitindo a expresséo dos genes (OLSSON et al., 2000).

Para entdo verificar a expressdo dos genes LOX-1 e HPL, nas leveduras
recombinantes, estas inicialmente foram crescidas em meio com glicose, para se
ter um aumento de massa celular, e posteriormente, este meio foi substituido por
um outro contendo como fonte de carbono galactose, para ativagdo do promotor
GAL 1 e indugdo da expressdo dos mRNAs. Amostras celulares foram recolhidas
em intervalos tempo de 0, 4, 8, 24 e 30h, da levedura controle, transformada com
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PYES 2 (pYES) e das leveduras duplo recombinantes, pYES2-LOX-1 + pYES2-
HPL (L+H). O RNA total das amostras de leveduras foi extraido para realizagdo do
Northern blot. Foram utilizadas como sondas cDNAs de LOX-1 e HPL produzidas
como descrito no item 4.2.8.

A Figura 17 apresenta trés fotos: em A e B o Northern blot para as sondas
LOX-1 e HPL, respectivamente, e em C o RNA total extraido das coldnias de
leveduras controle e recombinantes, nos intervalos de tempo de inducgdo ja
mencionados. As fotos do Northern blot mostram que as sondas LOX-1 e HPL
hibridaram contra o RNA da colénia duplo recombinante (LOX/HPL) apos 4 e 2
horas de inducéo, respectivamente, demonstrando que ambos os genes estavam
sendo expressos. Em intervalos de tempos inferiores a estes, ndo ocorreu
hibridagdo com ambas as sondas, 0 que ja era esperado, pois ndo havia tempo
suficiente para que o promotor GAL 1 fosse derreprimido por galactose, e por isso,
os genes LOX-1 e HPL nao estariam sendo expressos. Ocorreram hibridagoes
inespecificas com ambas as sondas, entretanto n&o foi possivel identificar estas
bandas inespecificas.
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t=0 t=2 t=4 t=24 t=30
1 - 1 T 1 T

1 | o |
C L+H C L+H C L+H C L+H C L+H

My
R

o |e=HPL

Figura 17: Northern blot com as sondas LOX-1 e HPL, e o RNA total extraido
das leveduras apés indugdo. As fotos A e B correspondem ao Northern blot
realizado para as sondas LOX-1 e HPL, respectivamente, e a foto C, ao RNA total

extraido das leveduras ap6s 0, 2, 4, 24 e 30h de indug&o.
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5.6 — Verificagdo da produgao hexanal por cromatografia gasosa

Partindo-se da observacdo de que os dois genes estavam sendo expressos,
foi possivel iniciar os experimentos para verificar a produgdo do composto volatil de
aroma vegetal, 0 hexanal. A indugdo da express&o dos genes LOX-1 e HPL para
produgdo de hexanal foi feita como anteriormente para a analise da expressao de
mRNA por Northern blot.

Para verificar se as duas enzimas estavam ativas e sintetizando hexanal,
amostras do sobrenadante das culturas de uma levedura recombinante (LOX/HPL)
e uma controle (pYES 2) foram recolhidas em triplicatas nos intervalos de 24, 48,

72. 96 e 120 horas ap6ds indugdo com galactose, como descrito no item 4.2.9.

Para iniciar as andlises cromatogréficas, uma curva padréo para diferentes
concentragdes de hexanal foi construida, utilizando 5uL de butanol como padrao
interno (Figura 18). As concentragdes de hexanal foram calculadas em ug/mL, e

para a construgdo da curva padrdo foram consideradas as areas dos picos
analisados no cromatograma.

Curva Padrdo do Hexanal

50’0 B i ———. — T —— N
— -1,
400 y= 1246,3x - 1,3062 Y

R? = 0,9628 % g ,
. | -
20,0 — Linear
e RERCO)

10,0

[hexanal] ug/mL

0,0 . : : : !
0,01 0,02 0,02 0,03 0,03 0,04

A(hexanal)/A(butanol)

Figura 18: Curva padrdo do hexanal. Utilizou-se como padréo interno 5 ulL de

butanol. As concentracdes do hexanal foram calculadas em pg/mL.
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As analises cromatogréficas foram realizadas para todas as amostras, e as
concentragbes de hexanal produzidas pelas colonias de leveduras foram
calculadas em ug/mL a partir da curva padrédo estabelecida para o hexanal (Figura
18). Foi realizada também a co-cromatografia das amostras com o padr&o hexanal
para confirmagéo das andlises. A Figura 19 mostra a produgéo de hexanal pelas
colénias de leveduras estudadas. Pode-se observar nesta figura que ndo houve
grandes variagdes na produgdo de hexanal entre as leveduras controle (pYES 2) e
duplo recombinante (LOX/HPL), diferentemente do esperado, que seria uma maior
producédo de hexanal pela levedura recombinante em relagéo ao controle.

Concentragdo de hexanal produzido por leveduras
duplo recombinante (LOX/HPL) e controle (pYES2)

W LOX/HPL
lmpYES2 |

[hexanal] ug/mL
N
o
o

24 48 72 96 120

Intervalo de tempo (h)

Figura 19: Andlise da producdo de hexanal por cromatografia gasosa.
Amostras recolhidas do meio de cultura de leveduras duplo recombinantes
(LOX/HPL) e controle (pYES2) foram recolhidas apés 24, 48, 72, 96 e 120 h de
inducdo para andlise. A concentragéo de hexanal (ug/mL) foi determinada pela
raz&0 entre a area do pico de hexanal e a area do pico do padréo interno (butanol),

segundo a curva padrao estabelecida (Figura 18).
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Um segundo experimento foi realizado seguindo as mesmas condi¢des para
confirmar os resultados encontrados. Desta vez, tomou-se o cuidado de construir
uma curva de crescimento (Figura 20) das colénias de leveduras que seriam
analisadas, para garantir que todas as leveduras seriam colocadas em meio indutor
(ou seja, com galactose) quando estivessem no final da fase log (ou exponencial)
de crescimento. Pode-se verificar que o crescimento das colénias de levedura eram
similares e que o final da fase log de crescimento ocorreu aproximadamente apos 5

horas.

10 q

ODes0onm

Tempo (h)

Figura 20: Curva de crescimento de colbnias de leveduras duplo
recombinante (LOX/HPL) e controle (pYES). A cada 1h foi tomada a leitura da
absorbancia a 600nm do meio de cultura celular das leveduras, e o grafico foi

construido com os valores de OD obtidos em escala logaritmica.

Apés 5 horas de crescimento uma mesma quantidade de massa celular de
leveduras foi transferida para 5 frascos Erlenmeyer com 15 mL de meio indutor
(com galactose e &cido linoléico) e a cada 24 h eram recolhidas amostras tanto
para a analise cromatografica quanto para Northern blot até atingir 120 h. Para a
andlise cromatografica foi necesséria a construgdo de uma nova curva padréo
(Figura 21) que melhor se adequasse para o calculo das concentragdes de hexanal
(Figura 22).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Curva Padrao do Hexanal
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Figura 21: Curva padrido do hexanal. Utilizou-se como padréo interno 5 ul de

butanol. As concentracdes do hexanal foram calculadas em pg/mL.

Concentragédo de hexanal produzido por leveduras duplo
recombinante (LOX/HPL) e controle (pYES2)
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Figura 22: Anélise da produgdo de hexanal por cromatografia gasosa.
Amostras recolhidas do meio de cultura de leveduras duplo recombinantes
(LOX/HPL) e controle (pYES2) foram recolhidas apds 24, 48, 72, 96 e 120 h de
inducdo para andlise. A concentragdo de hexanal (ug/mL) foi determinada pela
razao entre a area do pico de hexanal e a drea do pico do padr&o interno (butanol),
segundo a curva padrao estabelecida (Figura22).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados deste segundo experimento (Figura 22) confirmaram os
resultados encontrados anteriormente. Nao ocorreram grandes variagcdes nas
guantidades de hexanal produzidas pela levedura recombinante (LOX/HPL) e
controle (pYES). Esta observacao levantou algumas questdes para se tentar avaliar
qual seria o motivo da baixa producdo de hexanal, entre elas a estabilidade dos
vetores recombinantes (pYES2-LOX-1 e pYES2-HPL) nas leveduras
transformadas. Sera que os vetores recombinantes estariam se mantendo estaveis
dentro da levedura, ou durante as divisbes celulares estes estariam sendo

“eliminados” ?

Os vetores sao mantidos na levedura devido a uma pressao de selecao, onde
a levedura ura ~ somente crescera em meio seletivo (sem uracila) se ela possuir
um vetor ura *. Além disso, sabe-se que os vetores da classe YEp, como o pYES 2,
possuem uma sequéncia 2um (LUNDBLAD, 1997) que permite replicagcéo
extracromossomal e confere alta frequéncia de transformagdo (cerca de 10% a 10°
transformantes/ug de DNA), além de conferir a habilidade de propagar
relativamente estavel através das divisdes celulares em grande numero de copias
(20 a 50 copias).

Entdo, um terceiro experimento foi realizado, seguindo os mesmos principios
que os experimentos anteriores, contudo varias coldnias duplo recombinantes
foram analisadas apés 24 h de indugéo. Amostras para as analises cromatograficas
e Northern blot foram recolhidas.

As coldnias controles foram: levedura transformada apenas com pYES 2
(pYES2), leveduras transformadas com apenas uma das constru¢des pYES2-LOX-
1 (LOX) ou pYES2-HPL (HPL). Um terceiro controle foi inocular em um mesmo
meio de cultura uma coldnia de levedura transformada com a construgédo pYES2-
LOX-1 com uma outra transformada com a construcao pYES2-HPL (e esta mistura
foi denominada LOX+HPL). Também foram inoculadas, nas mesmas condig¢des, 10

colonias de leveduras duplo recombinantes.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 24 mostra as analises cromatograficas realizadas para estas
coldnias de leveduras. As concentragdes de hexanal foram calculadas em pug/mL
segundo a curva padréo (Figura 23). Na Figura 24 permite observar que mais uma
vez nao ocorreu variagbes muito grandes na producdo de hexanal entre as
leveduras duplo recombinantes e controles. Apesar da coldnia 4 ter produzido
56,56 ug/ml de hexanal comparado a produgdo do controle (pYES2) que foi de
33,97 ug/ml, ndo podemos afirmar que esta producdo superior de hexanal tenha
sido devido aos genes LOX-1 e HPL, pois a analise do Northern biot para a colonia
4 (Figura 25) mostra que havia expressao de apenas um dos genes, o0 HPL.

A Tabela 4 e Figura 25 mostram os resultados das andlises feitas por
Northern blot para as duas sondas LOX-1 e HPL, onde verificou-se que apenas um
dos genes estava sendo expresso nas leveduras duplo recombinante. Isto nos leva
a pensar que o composto de aroma vegetal, hexanal, ndo estava sendo sintetizado,
provavelmente, devido a ndo expressdo de um dos dois genes. Também € possivel
verificar que quando dois vetores com a mesma marca de selecéo s&o inseridos
numa mesma célula, esta condicdo era pouco estavel, e pelo menos um dos
vetores pode ter sido “expulso” pela levedura. Vale acrescentar que antes do
experimento ser realizado, sempre foi realizada uma reacéo de PCR de coldnia de
levedura para que apenas coldnias duplo recombinante fossem testadas, e se ap0s
algumas horas de experimento ndo se observou a expressao de um dos genes
pelo Northern blot, provavelmente isso seja devido a perda de um dos vetores
recombinantes pela levedura durante suas divisdes celulares.

Observou-se também na Figura 24 que quando duas l|eveduras
recombinantes, uma pYES2-LOX-1 e outra pYES2-HPL, foram inoculadas no
mesmo meio de cultura, ndo ocorreu variagdo muito grande de produgdo de
hexanal em relagdo aos controles (pYES2, LOX e HPL). Neste caso, algumas
hipéteses podem ser levantadas: (1) os dois genes foram expressos mas as
proteinas n&o foram traduziadas; ou (2) as duas proteinas foram traduzidas, mas

estdo sendo degradadas por proteases da propria levedura.
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Curba Padrdo do Hexanal
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Figura 23: Curva padrdo do hexanal. Utilizou-se como padréo interno 5 uL de

butanol. As concentracdes do hexanal foram calculadas em pg/mL.

Concentrac¢do de hexanal produzido por leveduras
controles e duplos recombinantes
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Figura 24: Analise da produgcdo de hexanal por cromatografia gasosa.
Amostras recolhidas do meio de cultura de leveduras controles (pYES, LOX e HPL,
e LOX+HPL) e duplo recombinantes (1 a 10) foram recolhidas apos 24 h de
inducdo. A concentragéo de hexanal (ug/mL) foi determinada pela razéo entre a

area do pico de hexanal e a area do pico do padréo interno (butanol), segundo a
curva padrdo estabelecida (Figura 23).
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RESULTADOS E DISCUSSAQO

Tabela 4: Resultado do Northern blot para as sondas LOX-1 e HPL (como na
Figura 25). O simbolo + representa as amostras nas quais as sondas hibridaram
contra o RNA da levedura, e indicam onde os genes LOX-1 e HPL estariam sendo

expressos.

pYES HPL LOX LOX+HPL 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Sonda LOX-1 + + + +
Sonda HPL + + & + + + + + + +

pVESHPLLOXLOX1 2 3 4 § 6 7 & 9 10
HPL

" . . =L OX-1

pYESHPLLOXLOX 1 2 3 4 § 6 7 8 9 10
HPL

. -' “ 'm‘-ﬁ-HPL

Figura 20: Northern blot realizado com as sondas LOX-1 e HPL para as
colénias controles pYES2, HPL, LOX, LOX+HPL, e as colénias duplo
recombinantes 1 a 10. As setas indicam onde as sondas hibridaram contra os

RNAs extraidos das leveduras apés 24 h de indugéo.
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CONCLUSOES

6 — CONCLUSOES

Os dois genes responsaveis pela expressao de lipoxigenase-1 (LOX-1) e
hidroperdxido liase (HPL), enzimas envolvidas na sintese de compostos volateis de
aroma vegetal, como o hexanal, foram clonados e os tamanhos dos cDNAs obtidos
para ambos 0s genes corresponderam ao esperado, cerca de 2,5 Kb para LOX-1
(SHIBATA et al., 1987) e cerca de 1,5 Kb para HPL (MATSUI et al., 1996). As
analises dos sequenciamentos dos cDNAs de LOX-1 e HPL mostraram uma
similaridade de 96-99 % e 97 % entre os genes de LOX-7 de soja (Glycine max) e
HPL de pimentéo (Capsicum annuum), respectivamente.

A partir do vetor pYES2, foi possivel construir vetores de expressdo para
ambos os genes, pYES2-LOX-1 e pYES2-HPL, e a confirmagédo das construgdes
por teste de restricao e sequenciamento mostrou que a expressdo dos genes em
Saccharomyces cerevisiae seria possivel.

Um importante fato que indicou uma grande chance de produzir hexanal
através da expressdo de LOX-1 e HPL em S. cerevisiae foi o resultado positivo do
Northern blot, onde a expressao de ambos os genes foi induzida apos quatro e
duas horas na presenga de galactose, respectivamente. Contudo, as analises
cromatograficas nao revelaram grandes diferengcas de produc¢ao de hexanal entre
as leveduras duplo recombinantes e controle, exce¢do a uma das coldnias que
produziu 56,56 ug/mL de hexanal em comparacao a 33,97 ug/mL produzidos pelo
controle. Entretanto, esta produgéo superior de hexanal néo pode ser atribuida aos
dois genes recombinantes, pois a analise do Northern blot revelou que os vetores
recombinantes apresentaram baixa estabilidade nas leveduras recombinantes, e

apenas um dos genes estavam sendo expressos.

A sintese de hexanal pela levedura duplo recombinante n&o foi possivel,
provavelmente, devido a eliminagdo de um dos vetores de expressdao pela
levedura, pois para sintetizar este composto de aroma faz-se necessaria a
expressdo dos dois genes, para que as enzimas lipoxigenase-1 e hidroperdxido
liase possam transformar acido linoléico em hexanal.



PERSPECTIVAS FUTURAS

7 - PERSPECTIVAS FUTURAS

Para que seja possivel sintetizar hexanal pela expressdo dos genes LOX-1 e
HPL em Saccharomyces cerevisiae, a partir de acido linoléico, outras estratégias
de clonagem poderéao ser testadas. Uma estratégia podera ser utilizar mais um
vetor de expressao compativel com pYES2, com um marcador de selegéo diferente
de URA-3, para que a estabilidade de ambos os vetores dentro da levedura seja
maior, € permita a expressao dos dois genes ao mesmo tempo, durante longo
periodo de fermentacdo.

Outra estratégia seria utilizar vetores de expressao que permitam sintetizar as
enzimas lipoxigenases e hidroperoxido liase ligadas a uma pequena cauda de
histidina, e purifica-las. Isto possibilitara realizar testes de Westhern blot, onde
anticorpos contra a cauda de histidina poderao reagir, mostrando que as duas

enzimas estdo sendo traduzidas e estdo estaveis na levedura.

Sera interessante verificar a atividade enzimatica de cada uma das enzimas
purificadas, utilizando-se lipoxigenase e hidroperéxido liase purificadas

comercialmente como controles positivos.
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