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Resumo

A Annona cherimola é um fruto exdtico, com um sabor agraddvel. Este fruto
tem um elevado potencial comercial, mas apresenta um tempo médio de vida curto
devido ao seu rapido amadurecimento. Por esta razao é necessario conhecer melhor o
processo de amadurecimento deste fruto. Na Regido Auténoma da Madeira a cultura
da anoneira é muito importante em termos comerciais.

O processo de amadurecimento leva a diversas modificacdes bioquimicas e
fisioldgicas. Existem vdrias enzimas e substdncias que integram este processo. Neste
trabalho iremos estudar os genes das enzimas malato desidrogenase e H* ATPase
vacuolar que estdo envolvidos no processo de amadurecimento dos frutos. Utilizando
as técnicas de RACE e sequenciacdo foi possivel determinar a sequéncia nucleotidica
do cDNA destes genes.

O cDNA da malato desidrogenase é composto por 1364 nucledtidos, contendo
uma zona 5" UTR com 84 nucledtidos, uma zona 3’ UTR com 284 nucledtidos e um sinal
de poliadenilacdo com a sequéncia AATAAA. A ORF apresenta 996 nucledtidos,
codificando uma proteina com 332 aminodcidos.

Para a H" ATPase vacuolar foi amplificado o cDNA da subunidade C do dominio
V. Esta apresenta 799 nucleétidos, dos quais 36 sdo da 5’ UTR, 266 da 3’ UTR e 498 da
ORF. A ORF codifica uma proteina com 166 aminoacidos.

Palavras-chaves: Annona cherimola Mill., Amadurecimento dos frutos, cDNA,
Malato desidrogenase, H" ATPase vacuolar, RACE.



Abstract

The Annona cherimola is an exotic fruit, which has a very pleasant taste. This
fruit has a high commercial potential, but due to its rapid ripening it presents a short
lifespan. For this reason, it is necessary to understand the ripening process of this fruit.
In Madeira, the Annona cherimola culture is very important in commercial terms.

The ripening process leads to several biochemical and physiological changes.
There are several enzymes and substances that are a part of this process. In this work
we will study the enzymes genes malate dehydrogenase e vacuolar H* ATPase that are
involved in the fruit ripening process. Using the RACE techniques and sequencing we
were able to determine the nucleotide sequence of these genes.

The cDNA of malate dehydrogenase is composed by 1364 nucleotides, which
have a 5" UTR with 84 nucleotides, a 3’ UTR with 284 nucleotides. In the 3’ UTR was
found a polyadenylation signal (AATAAA). The ORF had 996 nucleotides encoding a
protein with 332 amino acids.

It is important to stress out that the vacuolar H" ATPase presents a structure
with two domains and several sub-units. It was amplified the sub-unit C of the V;
domain, The cDNA had 686 nucleotides, with a 5° UTR composed of 64 nucleotides,
while 3’ UTR had 266 nucleotides and the ORF ha a length of 356 nucleotides encoding
a protein with 119 amino acids.

Keywords: Annona cherimola Mill., Fruit Ripening, cDNA, Malate, Vacuolar H ATPase,
RACE.
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1. Introdugdo

O fruto da Annona cherimola Miller apresenta caracteristicas organolépticas
com muita qualidade e é considerado um fruto de sobremesa. Contudo pode ser
utilizado para a producgado de gelados, compotas, xaropes e bebidas [1].

Por este facto, a Annona cherimola é uma cultura com muito interesse
econdémico no mundo. Porém, os seus frutos possuem uma grande desvantagem,
nomeadamente a sua elevada perecibilidade apds a colheita [2].

Na ilha da Madeira a cultura da anoneira é muito importante a nivel comercial,
sendo os seus frutos considerados de excelente qualidade [3].

O processo de amadurecimento é muito importante para a qualidade final dos
frutos. Durante o amadurecimento ocorrem uma série de modificagdes fisioldgicas,
bioquimicas e organolépticas [4]. Estas modificacGes sdo o resultado de uma complexa
rede de reacgoes irreversiveis que envolvem a degradacdo de elementos estruturais da
célula e a sintese de varios compostos que intervém neste processo [5].

Na Annona cherimola, ao contrario da maioria dos frutos, observa-se uma
aumento da acidez tituldvel. Este facto deve-se em grande parte ao contributo do
acido malico, embora o acido citrico também esteja presente. O equilibrio entre os
acidos organicos e os agucares originam o sabor agradavel deste fruto [6].

A enzima malato desidrogenase (MDH) dependente do NAD catalisa a reac¢ao
reversivel do oxoloacetato em malato. Este malato é utilizado em diversos processos
pelas células, estando muito presente nas células durante o amadurecimento dos
frutos [7].

A MDH estd presente em varios processos essenciais para a sobrevivéncia das
plantas, tais como o ciclo de Krebs, a fotorespiracdo, troca de metabolitos e varias vias
catabdlicas e anabdlicas [8].

Por outro lado, a H" ATPase vacuolar (Vac H* ATPase) é uma bomba
electrogénica, localizada nos vacuolos [9]. Tem por funcdao acidificar os
compartimentos intercelulares, sendo por isso muito importante para varios
processos. Como por exemplo, o co-transporte, e o desenvolvimento e a tolerancia ao
stress ambiental [10].

No fendmeno de amadurecimento do fruto da Annona cherimola, a Vac H*
ATPase acumula acidos organicos nos vacuolos, aumentando desta forma, a basicidade
do citoplasma [11].

O principal objectivo deste trabalho passa pela caracterizacdo das sequéncias
nucleotidicas dos genes que codificam para as enzimas malato desidrogenase
dependente do NAD citosdlica e H* ATPase vacuolar, que s3o expressas durante o
processo de amadurecimento dos frutos. Para tal, vai ser utilizada a amplificacdo
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rapida das extremidades de cDNA (RACE), pois este é um método rdpido e econémico
de obter as sequéncias de cDNA. De seguida clonar estes fragmentos obtidos e
sequencia-los. Por fim, procederemos a uma analise das sequéncias obtidas.

Com este trabalho pretende-se conhecer um pouco melhor as sequéncias
nucleotidicas dos cDNAs de duas enzimas que s3o expressas no processo de
amadurecimento da Annona cherimola.
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2.1. Annona cherimola Miller

A familia Annonaceae pertence a ordem das Magnoliales, classe
Magnoliopsida. Esta familia apresenta plantas com flor mais primitivas, contendo 126
géneros e cerca de 1200 espécies [12].

As principais espécies de Annonaceae sdo a Annona squamosa, a Annona
muricata, a Annona reticulata e a Annona cherimola, devido ao seu valor comercial
[13].

A Annona cherimola Miller é origindria da regido dos Andes, no Equador e no
Peru. Actualmente encontra-se distribuida pelas regides subtropicais da América,
Africa, Asia e na Europa, onde é cultivada pelos seus frutos comestiveis. A Annona
cherimola é a Unica espécie do género Annona que se consegue desenvolver em
regides subtropicais [14], [15].

Esta espécie de Annona é montanhosa, demonstrando estar bem adaptada a
baixas temperaturas, podendo inclusive se encontrar esta espécie entre os 900 e os
2500 metros de altitude. Esta é uma das razGes que levam a sua adaptacdo as regides
subtropicais da regido Mediterranica. Todavia as temperaturas ideais situam-se entre
0s 18 e 0s 22 °C no Verdo e os 5 e 18 °C no Inverno. A sua propagacdo costuma fazer-se
por enxertia, tanto nas regides de clima temperado como nas de clima tropical [16].

A drvore desta espécie Annona apresenta as seguintes caracteristicas
morfoldgicas: altura entre 3 e 10 metros; sistema radicular superficial e ramificado;
tronco cilindrico com casca grossa, lisa e com uma coloragdo verde acinzentada; ramos
densos e com tendéncia a se inclinar, tornando a planta com um porte globoso; folhas
ovais, ovais-lanceoladas, obovadas ou elipticas, ndo pontuadas e sedosa e com uma
cor verde e flores solitarias ou reunidas em grupos de 2 a 4, terminais ou axilares,
hermafroditas, aromaticas, com 3 sépalas e 3 a 6 pétalas [6], [16], [17].

A anoneira é considerada semicaduca pois apresenta-se sempre com folhas. A
gueda das folhas existe devido a pressdao que os novos rebentos exercem no peciolo,
apresentando por isso um peciolo oco [6], [16].

As flores de Annona cherimola sdao hermafroditas, sendo a sua polinizacdo
dificultada pelo fendmeno de dicogamia. Neste caso, este fendmeno é de protoginia,
ou seja, os estigmas desenvolvem-se primeiro do que as anteras. Este facto aumenta a
diversidade dentro das populagdes devido a polinizagdo cruzada. Os estigmas tornam-
se receptivos de manha, mas as anteras s6 amadurecem e largam o pdlen na noite do
dia seguinte [18], [19], [20].
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O fruto desta anona é um sincarpo em que cada carpelo contém geralmente
um o6vulo. O fruto muitas vezes apresenta uma forma assimétrica, semelhante a um
coragdo. Os frutos medem entre 7,5 e 12,5 centimetros e tém um peso que varia entre
as 200 e os 700 gramas. A sua superficie é lisa em algumas variedades, contudo em
outras apresenta-se coberta de pequenas protuberancias ao longo dos carpelos. A
casca do fruto é amarela esverdeada, quando madura, tem uma polpa branca e
numerosas sementes com 1,5 a 2,0 centimetros de comprimento [16], [21].

Nos frutos das anonas existem trés camadas diferentes, o epicarpo, o
mesocarpo e o endocarpo. O epicarpo é a camada mais externa, origindrio da
epiderme do carpelo, é conhecido vulgarmente por casca. Por sua vez o mesocarpo é a
camada intermédia, logo apds o epicarpo, tem origem no meséfilo carpelar e
armazena amido, como substancia de reserva. Por fim, o endocarpo é a camada que
envolve as sementes e provém da epiderme interna da folha carpelar [6].

A colheita do fruto é realizada a mado quando o fruto comec¢a a amadurecer,
sendo que nesta altura exala um odor distinto e caracteristico. Existe também uma
mudanca na tonalidade do verde da casca, apesar de esta ser subtil e muitas vezes de
dificil avaliacdo. Apds a colheita o fruto é muito perecivel, sendo a sua viabilidade de
apenas 3 a 4 dias, a uma temperatura de 20°C e com uma humidade relativa de 60%.
Por este facto, usualmente armazenam-se os frutos logo apds a colheita numa camara
frigorifica, de modo a poder conserva-los por mais algum tempo [22].

A Annona cherimola é uma cultura com muito interesse econémico no mundo,
devido as excelentes qualidades organolépticas do seu fruto. Contudo a sua elevada
perecibilidade e a sua colheita de apenas 2 meses limitam a sua comercializacdo [2],
[23].

2.2. Annona cherimola na Regiao Autonoma da Madeira

Na literatura de Sousa [6] afirma-se que a primeira referéncia documentada
acerca da Annona cherimola na Madeira aparece em 1897, no Journal of the Jamaica
Agricultural Society, por M. Grabham. A “Anona da Madeira” foi o primeiro produto na
Regido Auténoma da Madeira a ter denominacao de origem protegida, o que reflecte a
sua importancia em termos econémicos. De uma forma geral, a producdo deste fruto
tem vindo a aumentar, bem como o nimero e dimens3do das areas de cultivo. Este
aumento decorre das medidas de incentivo e numa aposta vincada das autoridades
regionais na sua produc¢do. Em termos de exportacdes, a anona ocupa o segundo lugar
em relacdo aos produtos mais vendidos para o mercado nacional e internacional, em
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especial para paises como Espanha e Franca, onde nos ultimos anos se tem assistido a
um aumento da procura por este fruto.

Na Regidao Auténoma da Madeira a cultura da anoneira é muito importante a
nivel econdmico. O fruto é alvo de muita procura no mercado regional, pois apresenta
elevada qualidade organoléptica. Esta qualidade baseia-se no equilibrio entre um
ligeiro sabor doce e uma leve acidez, apresentando por isso, um grande potencial em
relacdo ao mercado internacional [3].

Cerca de 80% da cultura encontra-se entre os 280 e os 550 metros de altitude,
a sudeste e nordeste da ilha da Madeira. Esta distribuicdo apresenta-se condicionada
pela orografia da ilha, j3 que a vertente norte estd mais exposta aos ventos
predominantes de Norte e Nordeste que afectam a ilha durante a maior parte do ano,
contrariamente ao sul que se encontra mais protegido. Assim sendo, as condi¢des
existentes nesta ilha para a produc¢ao do fruto sdo uma humidade relativa que varia
entre os 60 e os 80%, e temperaturas que variam entre 82C e 182C no Inverno e entre
os 182C e os 269C no Verdo. A época de producdo ocorre habitualmente nos meses de
Outubro e Novembro, sendo a época alta entre Janeiro e Fevereiro. Contudo existe
producdo do fruto até ao més de Junho [6].

2.3. Amadurecimento dos frutos

Os frutos sdo orgdos altamente especializados das plantas superiores, que
oferecem uma grande variedade de qualidades organolépticas (aroma, sabor
agradavel, cores exoticas, suculéncia e textura) [5].

O amadurecimento dos frutos pode ser classificado em dois grupos: os frutos
nao climatéricos e os frutos climatéricos. Nos frutos nao climatéricos, como os
morangos, uvas e citrinos, ndo é necessaria a presenca de etileno para que o
amadurecimento ocorra. Por isso o nivel de etileno é mantido em baixas
concentracdes, embora alguns citrinos possam responder ao etileno. Pelo contrario
nos frutos climatéricos como o tomate, a banana, o péssego, maca e a anona constata-
se um aumento nas taxas de respiracdo e biossintese de etileno durante o
amadurecimento. O etileno é essencial para a coordenacdo e execugdo do
amadurecimento de frutos climatéricos, estando presente em elevadas concentracées
durante o amadurecimento. Esta funcdo critica que o etileno desempenha no
amadurecimento dos frutos foi observada pela primeira vez a nivel molecular no
tomate, através da andlise do etileno induzivel, na expressao dos genes relacionados
com o amadurecimento [24].
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Todas as Anonas sdo frutos climatéricos, mas a Annona cherimola apresenta
dois picos de respiracdo, em vez de apenas um como em todos os outros frutos deste
grupo. O fruto da Annona cherimola também liberta mais etileno e apresenta uma taxa
metabdlica mais elevada, diminuindo desta forma o tempo médio de vida pds-colheita
[17]. A curva de respiragdo para a Annona cherimola apresenta dois picos de produgao
de diéxido de carbono, sendo que os frutos alcancam o estado comestivel perto do
segundo pico. Verificou-se que existe um pico de producdo de etileno entre os dois
picos respiratérios e constatou-se que o amaciamento dos frutos comeca a partir da
sintese do etileno. Por fim, os frutos estdao completamente maduros no pico do etileno
[25].

O etileno é uma fito-hormona que, em alguns minutos, consegue desencadear
uma série de eventos no metabolismo celular, incluindo a iniciacdo do
amadurecimento e a senescéncia do fruto, particularmente nos frutos climatéricos [5].

O etileno apresenta um papel importante na regulagdo da maturacao dos
frutos, as mudancas na textura da fruta podem ser categorizadas como etileno
dependente, parcialmente etileno dependente ou etileno independente. Os factores
de resposta do etileno sdao uma familia de factores de transcricdo (potenciais
reguladores da resposta do etileno) e ainda apoiam o importante papel na sinalizagao
do etileno ao longo do amolecimento da fruta [26], [27].

Existem dois sistemas de produzir etileno nas plantas. O sistema 1 funciona
durante o desenvolvimento, crescimento e na resposta ao stress, este sistema é auto
inibitério, pois a presenga de etileno exdgeno inibe a sua sintese e substancias
inibidoras do etileno podem estimular a producdo de etileno. Por outro lado, o sistema
2 funciona durante o amadurecimento e senescéncia dos frutos. Este sistema é
estimulado pela presenca de etileno e por isso autocatalitico, na presenca de
compostos inibidores do etileno interrompe a sintese de etileno. As vias de sinalizagdo
gue regulam o amadurecimento dos frutos permanecem muito pouco estudadas, com
a excepcdo do etileno. A biossintese de etileno é realizada através da metionina em
trés passos [28], [29]:

1- Conversdo da metionina em S-adenosil-L-metionina (SAM) catalisada pela
enzima SAM sintetase;

2- Formacdo do acido 1-carboxilico-1-aminociclopropano (ACC) a partir da SAM
através ACC sintase;

3- Conversdo da ACC em etileno pela ACC oxidase.

s

O tomate é o fruto climatérico mais estudado ao nivel do processo de
amadurecimento. No tomate ocorre uma mudanca de cor, um pico respiratdrio, um
aumento elevado na producdo de etileno, amolecimento da sua textura e uma
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diminuicdo dos acidos. O etileno funciona como um promotor da transcricdo e
traducdo de muitos genes envolvidos no amadurecimento do fruto [30], [31], [32].

Para a Annona cherimola, a producdo de etileno é um evento tardio, estando o
amadurecimento associado com um amolecimento da textura do fruto e um aumento
no conteudo dos sdlidos sollveis e na acidez titulavel [33]. Neste fruto, o etileno
funciona mais como coordenador do que como iniciador para muitas da modificagdes
que ocorrem no amadurecimento [34].

0O amadurecimento dos frutos é um fendmeno irreversivel, envolvendo uma
série de mudancas fisioldgicas, bioquimicas e organolépticas que levam ao
desenvolvimento de um fruto maduro, macio e comestivel. Existe uma grande
variedade de altera¢cdes bioquimicas, tais como: o aumento da respiracdo, a
degradacdo da clorofila, biossintese de carotendides, antocianinas, 6leos essenciais e
componentes do sabor e aroma e também um aumento transitério na producdo de
etileno [35], [36].

A mudanca de cor acontece devido a degradacdao da clorofila e ao
desmantelamento do aparelho fotossintético e sintese de varios tipos de antocianinas,
gue posteriormente sdo armazenadas nos vacuolos. Ocorre também a acumulacdo de
carotendides, como o B-caroteno, ésteres de xantofila, xantofila e licopeno. Ja o
aumento de sabor e aroma deve-se a producdao de um complexo de compostos
voldteis como o ocimeno e o mirceno e também a degradacdo de principios amargos
como por exemplo os flavondides. O desenvolvimento do gosto provém do aumento
geral da docgura, que resulta do aumento da gliconeogénese, hidrdlise dos
polissacarideos, especialmente o amido, decréscimo na acidez e armazenamento de
acUcares e acidos organicos [34], [36].

Na parede celular encontram-se varios polissacarideos tais como, pectinas,
celuloses, hemiceluloses, polissacarideos de reserva, entre os quais amido e
galactomananas. Também existem formadores de gel, por exemplo, gomas e
mucilagens e por fim transportadores de informacao fisioldgica como os antigénios. Ou
seja, existe um conjunto muito diverso de elementos que apresentam um papel
fundamental como elementos estruturais. Por esta razdo, a degradacdo destes
polissacarideos desempenha um papel muito importante durante o amolecimento da
textura, que se verifica no amadurecimento dos frutos. As mudancas na composicao
da parede celular ocorrem devido a acc¢do das carbohidrolases, que actuam nos
polimeros da parede celular, degradando-os. A maioria destas enzimas esta presente
de forma constitutiva, embora em baixas concentracées, ao longo do desenvolvimento
e amadurecimento dos frutos. Outra enzima importante é a poligalacturonase (PG),
gue despolimeriza a pectina, levando a uma progressiva perda da firmeza do tecido

[5].
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Os 4acidos organicos acumulam-se nas fases iniciais do desenvolvimento dos
frutos e sdo utilizados na respiracdo, como substractos, durante o seu
amadurecimento. Os dcidos organicos que sdao mais sintetizados sdo o acido citrico e o
acido malico. A concentragdao final dos dacidos organicos num fruto maduro é a
consequéncia do equilibrio que ocorre entre a biossintese dos acidos organicos, a sua
degradacdo e o seu armazenamento nos vacuolos celulares. A concentrac¢do dos acidos
é essencial para as caracteristicas organolépticas do fruto [37].

A sintese do d4cido madlico ocorre no citoplasma e ¢é catalizada pela
fosfoenolpiruvato carboxilase (PEPC) que produz o oxoloacetato e a MDH que
converte o oxoloacetato em malato, sendo este a forma ionizada do acido malico [37].
A actividade da PEPC é modelada por mudangas no valor de pH [38]. Por sua vez, se a
PEPC diminui a sua actividade, existe menos oxoloacetato, logo a actividade da MDH
também ird ser afectada [39].

A variacdo da acidez e dogura do anands dependem das condi¢cdes de
crescimento e maturacdo. A acidez aumenta ao longo do crescimento do fruto e a
medida que o fruto comeca a amadurecer a acidez comeca a diminuir. O acido citrico
demonstra grandes modificagdes durante o crescimento do fruto e atinge o seu pico
maximo mesmo antes do amadurecimento. Por sua vez, o acido madlico apresenta
poucas variagdes durante o desenvolvimento [40].

No meldo, o agucar e acidos organicos encontrados nas frutas maduras
produzem um equilibrio entre o sabor acido e doce que sdo essenciais para o paladar
do consumidor. O alto teor de acidos organicos reduz a qualidade da fruta, mas uma
moderada concentracdo destes acidos podem tornar o seu paladar mais apelativo para
os consumidores. O acido organico mais abundante neste fruto é o acido citrico [41].

Durante o processo de amadurecimento as concentracdes de acidos organicos
diminuem. Contudo, na Annona, observa-se um aumento da acidez tituldvel. Os
principais responsaveis sao o acido malico e o acido citrico [6].

O 4cido malico é o principal causador dessa acidez, devendo-se este facto a
presenca de grandes vacuolos na anona que actuam temporariamente como
reservatérios para armazenar o acido malico sintetizado. Apds a colheita verifica-se
gue o fruto da Annona cherimola apresenta o metabolismo do malato activo e um
valor de pH citoplasmatico baixo. Este facto demonstra que o sistema de
descarboxilagdo do malato tem um papel importante nesta fase do amadurecimento.
Durante o amadurecimento também existe um aumento na concentracdo da
poliaminas, que pode ser explicado pela necessidade de aumentar a basicidade do
citoplasma [11].

10
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O amadurecimento dos frutos também pode ser controlado através de factores
fisicos, nomeadamente a temperatura, a humidade, o controlo da atmosfera de
armazenamento e a irradiagao.

Uma baixa temperatura normalmente inibe o amadurecimento e senescéncia
do fruto. Isto acontece devido a inibicdo de varias enzimas envolvidas na iniciagado e
regulacdo do amadurecimento, incluindo as que estdo ligadas a sinalizagdo e
biossintese do etileno e muitas enzimas especificas do processo de maturagao dos
frutos. Se sujeitarmos os frutos a um tratamento por calor, este pode induzir
modificacGes na textura do fruto [42].

Os frutos guardados sob condi¢cées de humidade relativa (RH) baixa podem
perder facilmente dgua ou massa, que resulta no emurchecimento do fruto. Por outro
lado, também pode ser biossintetizado etileno relacionado com factores que
provocam stress, acelerando desta forma a maturagao dos frutos [43].

O controlo da atmosfera de armazenamento é realizado através da introdugao
de oxigénio e didxido de carbono, regulando-os de forma precisa dentro de uma
camara. Com a utilizacdo de um baixo nivel de oxigénio é possivel atrasar o processo
de amadurecimento de muitos frutos. Este controlo de atmosfera é muito utilizado
para tentar diminuir o rapido amadurecimento das anonas, apds a colheita [44].

A irradiagdo pode ser utilizada nos frutos de forma a desinfecta-los. Contudo,
este processo pode desencadear a ruptura de componentes celulares e mudancas nas
estruturas das mesmas, diminuindo a qualidade final do fruto [45].

O fruto da Annona cherimola é colhido comercialmente quando se encontra na
fase madura pré-climatérica, sendo depois conservado a baixas temperaturas. Desta
forma é possivel aumentar o seu tempo médio de vida [46].

No caso da banana, este fruto sofre muitas modificacdes fisico-quimicas
durante o amadurecimento. Estas modificacdes estdo dependentes da expressao de
genes especificos e a sintese de novo de muitas enzimas. Como por exemplo, a
expressdao dos genes das enzimas ACS e ACO, que produzem o etileno, genes
envolvidos no metabolismo dos hidratos de carbono e na sintese de compostos
volateis [47].

O fruto da Annona cherimola atinge a qualidade éptima no terceiro dia apds a
colheita. Quando o fruto se encontra demasiado maduro comecam a aparecer
manchas escuras na polpa, especialmente na zona do receptaculo, a polpa torna-se um
pouco translucida e o sabor exibe uma dogura excessiva. Isto ocorre devido a excessiva
degradacdo da parede celular e a degradacdao do amido [48].

11
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As mudangas metabdlicas mais importantes no amadurecimento da Annona
cherimola s3o a hidrdlise do amido, que leva a acumulacdo de glucose e frutose e a
degradagao da parede celular. Observagdes microestruturais do mesocarpo
evidenciam uma deterioragdo progressiva dos organelos e membranas na senescéncia
do fruto [49].

Apds estudos verificou-se que nos frutos conservados a 6 °C existe uma menor
taxa de respiracao do que nos frutos armazenados a 20 °C. Nos frutos a 20 °C verifica-
se uma maior acumulacdo de fosfato inorganico nos vacuolos e uma baixa quantidade
de fosfato inorganico no citoplasma. A colocacdo de tecidos do mesocarpo do fruto
num meio com fosfato revelou que nos frutos conservados a 6 °C ndo existe a
sequestracdo desse fosfato para o interior dos vacuolos. Pelo contrdrio, nos tecidos
dos frutos armazenados a 20 °C existe um aumento da acumulagdo de fosfato
inorgdnico. Levando a inferir que sera necessario utilizar as ATPases para colocar os
acidos organicos e outros compostos nos vacuolos, mantendo desta forma a regulacao
do pH citoplasmatico. [50].

Neste fruto também se observa que existe uma rapida degradacdo das
clorofilas, pela accdo das clorofilases. Tanto a clorofila a como a clorofila b
apresentaram uma clara degradac¢ao durante o processo de amadurecimento [6].

2.4. Malato desidrogenase

A MDH (L-2-hidroxi acido desidrogenase) é uma enzima ubiqua, isolada a partir
de vdrios organismos procariéticos e eucarioticos. Esta enzima catalisa a reacc¢do
reversivel do oxoloacetato a malato. As plantas apresentam isoenzimas de MDH com o
co-factor dinucleétido de nicotinamida e adenina (NAD) que sdo muito activas no
citosol, mitocondrias, microcorpos e plastideos [51], [52].

Tanto a malato como a lactato desidrogenases pertencem a classe homodloga de
2-ceto acido desidrogenases e apresentam estruturas tridimensionais praticamente
idénticas. Nalgumas espécies a sequéncia nucleotidica é muito semelhante [53].

Esta enzima estd presente em varios processos essenciais para a sobrevivéncia
das plantas, tais como o ciclo de Krebs, a fotorespiracao, troca de metabolitos e em
varias vias catabdlicas e anabdlicas [54]. O malato sintetizado pela MDH também pode
controlar a abertura dos estomatas, melhorar a nutricdo da planta e aumentar a
resisténcia a toxicidade provocada por metais pesados [55].

12
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Nas plantas a MDH, faculta malato ao metabolismo Cg4, equilibra o pH, intervém
na respiracdo e B-oxidacdo dos acidos gordos. Por esta razdo, a enzima apresenta
muitas isoformas em diversos organelos [56] .

Nas plantas existem vdrias formas moleculares que diferem na especificidade
da co-enzima. Existem 5 classes que sao [57]:

1- MDH dependente do NADP (NADP-MDH) cloroplastidial (EC 1.1.1.82) é
responsavel pela sintese do malato que é transportado para dentro dos
cloroplastos.

2- MDH dependente do NAD (NAD-MDH) mitocondrial faz parte do ciclo de
Krebs e também participa na fotorespiracao.

3- MDH dependente do NAD (NAD-MDH) dos microcorpos esta presente no
ciclo do glioxilato e no ciclo malato-aspartato, que é essencial para a
fotorespiragao.

4- MDH dependente do NAD (NAD-MDH) cloroplastidial.

5- MDH dependente do NAD (NAD-MDH) citosélica (EC 1.1.1.37) pertence a
varios ciclos que permitem troca de substratos e equivalentes de reducao
entre o citoplasma e organelos celulares.

Estas MDHs podem ser classificadas em duas subfamilias, a primeira subfamilia
compreende as NAPD-MDH cloroplastidial e as NAD-MDH citosdlica. Ja a outra
subfamilia é composta pelas MDHs das mitocondrias, microcorpos e NAD-MDH
cloroplastidiais [58].

Nas sequéncias de aminoacidos de MDHs existe uma divergéncia filogenética
nos dois principais grupos de enzimas, as MDHs mitocondriais e MDHs citoplasmaticas.
Na familia MDH, a enzima mitocondrial é mais parecida com o seu homélogo
procariota, do que com a MDH citoplasmatica. Este facto indica que existiu uma
divergéncia recente do ancestral comum [59].

As MDHs sdo dimeros estdveis, indicando uma correlacdo entre a estabilidade
da proteina e a sua actividade enzimatica. Cada subunidade contém dois dominios
distintos, estrutural e funcionalmente. O dominio de ligacdo NAD, ocupa a metade
amino terminal de cada molécula e apresenta uma estrutura paralela em folha B. A
estrutura de ligacdo ao NAD é composta por 4 folhas B e uma a hélice. Este dominio de
ligacdo ao NAD é conservado em alguma extensdo noutras desidrogenases. O dominio
carboxi-terminal contém o local de ligacdo ao substrato e aminodacidos que sdo
essenciais para a catalise. O sitio activo destas enzimas localiza-se no espaco entre os
dois dominios. Este sitio activo contém os locais de ligacdo para o substrato e para a
co-enzima [59].

13
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Yao [60] investigou o gene que codifica a MDH para a maca e descobriu que o
cDNA isolado apresentava um comprimento total de 1387 pares de bases (pb), com
149 pb na regido 5'nao traduzida (5'UTR), 239 pb na regido 3’ ndo traduzida (3'UTR) e
996 pb na zona codificante (ORF). O esquema desse gene encontra-se na figura 2.1.

Yao [60] também observou que este gene era expresso constitutivamente nas
raizes, caules e folhas e participava directamente na regulagdo da sintese do malato e
indirectamente modula o transporte do malato, a degradagao e o metabolismo no
ciclo de Krebs.

Promoter 5-UTR Intron 1 Intron 3 Intron 5
(809 bp) (149 Zﬁ:) (439 bp) (816 bp) (85bp) TAG
958 14 43 917 222 261 ,
Gl — - - s = § a3
-304 DH 64 2014‘” 2422{261
TATAAE-JI—S( Intron 2 Intron 4 Intron 6 3'-UTR
- 102 b (84 bp) (90 bp) (239 bp)
332 CAAT box (102 bp)

Figura 2.1 — Esquema do gene da MDH para a maca (retirado de Yao [60]).

Na Annona cherimola a expressao do gene da NAD-MDH citosdlica mostra uma
pequena redu¢dao do segundo para terceiro dia, seguindo-se uma ligeiro aumento
depois até ao quinto dia, sendo que a expressdo atinge o seu maximo nesse dia.
Revelando assim um ligeiro aumento ao longo do amadurecimento. A diminui¢cdo que
existe do segundo para o terceiro dia estd relacionada com a diminuicdo do
oxoloacetato, pois existe uma diminui¢cdo na actividade da PEPC até ao terceiro dia. Os
transcritos de MDH mantém-se elevado durante o amadurecimento. O que leva a
concluir que existe uma expressao continua da MDH no fruto durante o
amadurecimento [39].

2.5. H" ATPase vacuolar

O vacuolo é o organelo mais importante para a qualidade de um fruto, devido
ao seu tamanho grande e os compostos responsdveis pelo sabor do fruto se
encontrarem dentro do vactuolo em concentracées muito elevadas. Estes compostos
sdo acglcares, acidos organicos e metabolitos secundarios [61].

14
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A Vac H" ATPase esta localizada nas endomembranas das células eucaridticas,
ou seja, nos vacuolos, lisossomas, no reticulo endoplasmatico e no aparelho de Golgi.
Por este facto a Vac H" ATPase é considerada uma enzima ubiqua [62], [63], [64], [65].

Esta enzima é a principal proteina nos tonoplastos das plantas, representando
entre 6,5 e 35% das proteinas totais dos tonoplastos [66].

A Vac H" ATPase é uma bomba electrogénica, ou seja, promove uma diferenca
de potencial entre o interior do vacuolo e o citosol [9]. Devido a este facto é essencial
para varios processos, como por exemplo, o co-transporte e o desenvolvimento e
tolerancia ao stress ambiental. Através da acidificacdo do vacuolo, fornece energia
para o transporte de ides e metabdlitos, influenciando desta forma o turgor e a
expansao celular [9], [10].

A acidificacdo dos organelos intracelulares é importante para muitos processos
celulares. Como por exemplo, o transporte de proteinas para os locais onde sdo
necessdrias dentro da célula, endocitose mediada por um receptor, activacdo dos
precursores enzimaticos, armazenamento de nutrientes, homeostase idnica,
degradacdo de macromoléculas e acumulacdo de neurotransmissores nas vesiculas
secretodrias [67], [68].

Nas fibras de algoddo a enzima Vac H® ATPase promove a o alongamento
celular, através da regulacdo do turgor orientado permitindo a expansao da polaridade
de uma fibra celular Unica [69].

Nos tonoplastos das plantas, a forca motriz formada a partir da energia que
deriva da hidrdlise do ATP é utilizada para processos de transporte secundarios. Estes
processos contribuem para a osmorregulagao, homeostase idnica, armazenamento de
nutrientes, manutencao do pH intracelular, crescimento celular e também na defesa
contra o stress ambiental (salinidade, periodos de seca e solos com elevada
concentracdo de metais pesados) [9].

Segundo Wilkens [70] e Griiber [71], esta enzima apresenta um peso molecular
elevado, sendo constituida por dois dominios (ver figura 2.2), um integrado na
membrana do vacuolo Vy e o outro é periférico V;. Estes dois dominios estdo ligados
através de dominio conjunto que funciona como conexdo estrutural e funcional. O
dominio Vo permite o fluxo de protdes e apresenta 5 subunidades (a, ¢, ¢’, ¢’ e d). Jd o
dominio V; estd localizado no citoplasma, é hidrofilico e possibilita a hidrélise do ATP.
O V, é formado por 8 polipéptidos (A, B, C, D, E, F, G, e H), sendo que a subunidade A é
o sitio catalitico de ligacdo ao ATP e a subunidade H tem uma func¢do de regulacao.
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Figura 2.2 — Representacdo esquematica da Vac H" ATPase (retirado de Wilkens
[64]).

O mecanismo importante na regulacdo do actividade da Vac H* ATPase é a
dissociacao reversivel do complexo enzimatico nos seus dominios Vg e V3. A estrutura
do dominio V; isolado do Vg apresenta semelhangas com o complexo F1 da ATPase do
tipo F (F ATPase) [71].

A enzima Vac H" ATPase pertence a familia das bombas iénicas que hidrolisam
o ATP. A familia destas bombas idnicas é dividida em trés subfamilias [70]:

e F ATPases, que funcionam geralmente como sintetases de ATP;

e ATPases eucaridticas vacuolares, que funcionam somente na hidrélise do ATP

e ATPases do tipo A, das Archaea, que podem realizar tanto a sintese como a
hidrdlise do ATP.

O padrdo de expressdo da Vac H" ATPase é consistente com os padrdes de
armazenamento dos acidos organicos, isto sugere que a Vac H* ATPase decide a acidez
dos frutos [61].

Para a Annona cherimola, observa-se um aumento gradual na expressdao do
gene da Vac H" ATPase durante o amadurecimento. A sua expressdo mantém a
homeostase do fruto, pois armazena os acidos organicos produzidos no vacuolo. Este
armazenamento ocorre devido a criacdo de um gradiente de protdes que impulsiona a
malato e o citrato através do tonoplastos [39].
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2.6. Poliadenilacao

O processo de poliadenilacdo faz parte da producdo de acido ribonucleico
mensageiro (MRNA) para a posterior traducdo. Este ocorre apds terminar a
transcrigdo, contendo uma clivagem e posterior adicao de adeninas na extremidade 3’
do mRNA recém-formado [72].

A poliadenilagdo tem como fungdo proteger o mRNA das ribonucleases e
também estd envolvido no processo de transporte do mRNA do nucleo para o
citoplasma [73].

Existem elementos de regulagdo cis (Cis-acting) que codificam sinais para que a
poliadenilacdo ocorra. Nas plantas os sinais que motivam o corte e a poliadenilagdo do
MRNA encontram-se, normalmente, entre 10 a 30 nucledtidos 3’ do motivo AAUAAA
ou AUUAAAA [74].

Para que a poliadenilacdo seja executada de forma correcta sdo necessarios
factores proteicos. O factor de especifico de clivagem e poliadenilacdo apresenta
varias subunidades e reconhece o sinal de poliadenilacio (AAUAAA), sendo necessario
tanto na clivagem como na poliadenilagdo. Por outro lado, o factor estimulatério da
clivagem intervém na clivagem e estabiliza a interaccdo entre o sinal de poliadenilagdo
e o factor especifico de clivagem e poliadenilacdo, através de interac¢des proteina-
proteina e proteina-RNA [75].
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3.1. Desenho dos primers

Os primers foram desenhados a partir de pequenos fragmentos de DNA (DNA
molde), que a Professora Doutora Manuela Gouveia ja tinha obtido em trabalhos
anteriores. Para a MDH esse fragmento continha 388 pares de bases (pb), enquanto
para a Vac H" ATPase eram de 327 pb. Esses fragmentos encontram-se nos Anexos.

Utilizando o software de livre acesso, Oligo Explorer 1.2 e Oligo Analyzer 1.2, foi
possivel encontrar nos fragmentos as sequéncias de pb que mais se adequavam para
actuar como primers durante a técnica RACE.

Na escolha dos primers foram tidos em consideragdo varios parametros, como
o comprimento, que deveria estar entre 18 e os 24 pb; a percentagem de guaninas e
citosinas, que deveriam estar situadas entre os 40 e os 60 %, a ndo formacdo de
“loops” e as cadeias de DNA ndo serem auto-complementares entre si.

Apds o desenho dos primers realizou-se uma estimativa, com o recurso as
bases de dados do NCBI e do EMBL, relativamente ao tamanho que os fragmentos
iriam ter apds a realizacdo da RACE. Para tal alinhou-se o DNA molde da Annona
cherimola com os genes ja conhecidos de MDH e Vac H ATPase de outras espécies. O
tamanho esperado para as extremidades amplificadas por RACE, com os primers
especificos, para a MDH e Vac H" ATPase encontram-se descritos na tabela 3.1.

Tabela 3.1 — Tamanho esperado para as extremidades amplificadas por RACE para a
MDH e Vac H' ATPase.

MDH Vac H® ATPase
+ +
SP2 581+26pb | 464%93pb | o, o
sP3 377+26pb | 344+93pb
+ +
SP5 1084 £ 94 pb 705 £ 95 pb 3' RACE
SPn 834 + 94 pb -

3.2. Extrac¢ao de RNA

O fruto de Annona cherimola utilizado para a extraccdo de RNA foi colhido
durante o més de Abril de 2010, na zona do Faial (Costa Nordeste da ilha da Madeira).
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Congelou-se a amostra de Annona cherimola com o auxilio de azoto liquido e
de seguida macerou-se o material até ficar em pé. Adicionou-se num tubo 2 mL de
tampao de extracgao (200 mM acetato de sédio pH 5,2; 10 mM EDTA pH 8.0; 1% SDS),
2 mL de fenol e 0,9 g de material previamente macerado, que se aqueceu durante 5
minutos a 65°C. De seguida vortexou-se durante 5 minutos e posteriormente
adicionou-se 2 mL de cloroférmio: dlcool isoamilico (24:1). Em seguida vortexou-se
novamente durante 5 minutos. Depois centrifugou-se durante 10 minutos, a 13000
rom e com uma temperatura de 4°C. Reextraiu-se a fase aquosa com igual volume de
cloroférmio: alcool isoamilico (24:1), ao que se seguiu uma centrifugacdo com as
mesmas condi¢cdes da anterior. Recolheu-se a fase aquosa e colocou-se 0,7 mL de
cloreto de litio (8M), que se deixou a repousar a 4°C durante a noite. Posteriormente,
procedeu-se a centrifugacdo durante 10 minutos, a 4°C e a 13000 rpm, ao que se
seguiu uma lavagem do precipitado com cloreto de litio (2M) e uma nova
centrifugacdo nas condicdes anteriores. Procedeu-se a uma lavagem com acetato de
soédio (pH 5,5 e 3M), centrifugou-se e efectuou-se 2 lavagens com etanol a 70 % (na 12
lavagem 1 mL de etanol e na 22 0,5 mL, com uma centrifugacdo entre cada lavagem).
Por fim deixou-se o precipitado secar e dissolveu-se em agua mQ esterilizada duas
vezes.

Analisou-se a qualidade e quantidade de RNA através da realizacdo de uma
electroforese, num gel de agarose a 1% contendo brometo de etidio (0,5 pg/mL),
visualizou-se o gel num transiluminador de UV. Verificou-se que o RNA foi
apresentava-se com bandas bem definidas e com uma grande intensidade.

3.3. Amplificacao rapida das extremidades do cDNA

A técnica RACE permite obter o DNA complementar (cDNA) para as
extremidades 5’ e 3’, ou seja, é possivel descobrir a sequéncia completa do cDNA. O 5’
RACE é utilizado para amplificar ou isolar uma parte parcial do cDNA transcrito a partir
de uma sequéncia de mRNA. Na figura 3.1 encontram-se esquematizados os passos
necessarios para executar esta técnica. Tal como o 5'RACE, o 3’ RACE é empregue na
amplificacdo ou isolamento de uma porcao cDNA na extremidade 3’. Na figura 3.2
encontra-se esquema do seu procedimento [76].
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mRMNA 5 (A3 synthesis of first strand
— cDNA with primer SP 1
SP1
|
(A)n-3
cDNA 3 degradation of the mRNA
template by the RNase H
Purify cDNA with activity of Transcriptor
High Pure PCR Product Purification Kit Reverse Transcriptase
L 2
3-(ARAAAA tailing of the purified cDNA
with dATP and TdT
4
Oligo dT-Anchor primer amplifying of the tailed cDNA
» TV by PCR using the Oligo (dT)-
[%"AAM anchor primer and a nested
: P SP 2 primer
SP2
PCR Anchor
primer
—_—
—
SP3 second PCR with the
PCR anchor primer and
a SP 3 primer
PCR product ready for:
agarose gel electrophoresis
analysis by hybridisation or cloning
V=ACorG

Figura 3.1 — Representacao esquematica da amplificacdo da extremidade 5/,
utilizando a técnica RACE (retirado do kit 5’/3’ RACE Kit, 2nd Generation, Roche).
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mRNA 5 AAAAAAA cDNA synthesis
+—VTTTT using the oligio (dT)-
\ anchor primer

cDNA degradation of the
3 1T mRNA by the RNase H
_\ activity of Transcriptor
Reverse Transcriptase
Sps ’by PCR using a gene-specific amplifying of the cDNA
primer SP 5 and the PCR
-— anchor primer
PCR anchor
primer
PCR product ready for:

agarose gel electropharesis or
cloning procedures

V=ACorG

Figura 3.2 — Representacdo esquematica da amplificacdo da extremidade 3’,
utilizando a técnica RACE (retirado do kit 5’/3’ RACE Kit, 2nd Generation, Roche).

Realizou-se a amplificacdo rapida das extremidades do cDNA (RACE) seguindo o
protocolo do kit 5'/3" RACE Kit, 2nd Generation (Roche) e utilizaram-se os primers
especificos, que se encontram na tabela 3.2.

Tabela 3.2 — Primers especificos utilizados para o RACE da MDH e da Vac H* ATPase.

MDH Vac H* ATPase

SP1 5' CACTGACTTGCACATTTAGCC 3' | 5' CCCACGATAAGGCCATAAAGT 3'
SP2 5' GTGATCCAACCGTGTCAAGC 3' 5' CAAGACCGCAAGCAAGACCC 3' | 5'RACE
SP3 5' CCTTGGGAACCCACCAACCA 3' | 5' ACACACCGGCCATAACGACTG 3'
SP5 5'GTTGAGGCATGCACTGGTG 3' 5' AGGCCTGAGCTCGTGATGAA 3'
SPn | 5' CATGCTTGACACGGTTGGATC 3' -

3' RACE

Os componentes e as condig¢des utilizadas no PCRs para a primeira amplificacao
da extremidade 5 RACE foram: 34,3 pL de agua mQ; 0,5 uL de uma mistura de
desoxirribonucleotideos fosfatados (dNTP’s) com uma concentracdo de 10 mM; 3 ulL
de MgCl, com uma concentracao de 25 mM; 5 plL tampdo de reacgdo de PCR (10x) com
(NH4),SO4 (Fermentas); 0,2 uL de Tag polimerase (5 U/ pL) (Fermentas); 1 L do vial 8
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(primer oligo dT-adaptador); 1 pL de SP2 (MDH 5’ ou Vac 5’%) com uma concentracdo
de 12,5 uM; 5 uL cDNA 5 com cauda de poliadeninas, num volume final de 50 pL.
Introduziram-se os tubos num termociclador e estes foram submetidos as condi¢des
descritas nas tabelas 3.3 e 3.4.

Tabela 3.3 - Condigdes utilizadas no PCR para a primeira amplificagdo do MDH 5’.

Temperatura| Tempo | N2 de ciclos
Desnaturacao inicial 94 °C 2 min 1
Desnaturagao inicial 94 °C 30s
Emparelhamento 59 °C 30s 35
Extensao 72°C 60 s
Extensao final 72°C 7 min 1

Tabela 3.4 - CondicGes utilizadas no PCR para a primeira amplificacdo do Vac 5.

Temperatura| Tempo | N2 de ciclos
Desnaturacao inicial 94 °C 2 min 1
Desnaturagao inicial 94 °C 30s
Emparelhamento 64 °C 30s 35
Extensao 72°C 30s
Extensao final 72°C 7 min 1

Para a segunda amplificacdo da 5 RACE foram utilizadas as seguintes
condi¢bes: 37,5 puL de dgua mQ; 1 uL de uma mistura de desoxirribonucleotideos
fosfatados (dNTP’s) com uma concentracdo de 10 mM; 3 uL de MgCl, com uma
concentracdo de 25 mM; 5 pL tampao de reac¢do de PCR (10x) com (NH,4),SO4 (Roche);
0,5 pL de Expand High Fidelity (3,5 U/ pL) (Roche); 1 uL do vial 9 (primer adaptador); 1
pL de SP3 (MDH 5’ ou Vac 5’) com uma concentracao de 12,5 uM; 1 uL produto do PCR
da primeira amplificacdo diluido (1:20), num volume final de 50 pL. Introduziram-se os
tubos num termociclador e estes foram submetidos as condi¢des descritas nas tabelas
3.5e3.6.

! Fragmento de DNA proveniente da amplificacdo da extremidade 5’ da malato desidrogenase.
2 Fragmento de DNA proveniente da amplificacdo da extremidade 5’ da H* ATPase vacuolar.
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Tabela 3.5 - Condigdes utilizadas no PCR para a segunda amplificagdo do MDH 5’.

Temperatura| Tempo | N2 de ciclos
Desnaturacao inicial 94 °C 2 min 1
Desnaturagao inicial 94 °C 30s
Emparelhamento 62 °C 30s 35
Extensao 72 °C 30s
Extensao final 72 °C 7 min 1

Tabela 3.6 - Condic¢Ges utilizadas no PCR para a segunda amplificacdo do Vac 5’.

Temperatura| Tempo | N2 de ciclos
Desnaturacao inicial 94 °C 2 min 1
Desnaturacao inicial 94 °C 30s
Emparelhamento 64 °C 30s 35
Extensao 72°C 30s
Extensao final 72 °C 7 min 1

Na amplificacdo da extremidade 3’ RACE utilizaram-se o0s seguintes
componentes para a reac¢do: 35,5 uL de dgua mQ; 1 pL de uma mistura de
desoxirribonucleotideos fosfatados (dNTP’s) com uma concentragao de 10 mM; 5 plL
de MgCl, com uma concentrag¢ao de 25 mM, 5 pL tampdo de reaccdo de PCR (10x) com
(NH4),SO4 (Roche); 0,5 uL de Expand High Fidelity (3,5 U/ uL) (Roche); 1 uL do vial 9
(primer adaptador); 1 pL de SP5 (MDH 3”* ou Vac 3’*) com uma concentracgo de 12,5
MM; 1 pL cDNA 3’, num volume final de 50 pL. Introduziram-se os tubos num
termociclador e estes foram submetidos as condi¢cGes descritas na tabela 3.7 e 3.8.

Tabela 3.7 - Condic¢es utilizadas no PCR para a primeira amplificagdo do MDH 3’.

Temperatura| Tempo | N2 de ciclos
Desnaturagao inicial 94 °C 2 min 1
Desnaturacao inicial 94 °C 30s
Emparelhamento 58 °C 90s 35
Extensao 72°C 2 min
Extensao final 72°C 7 min 1

3 Fragmento de DNA proveniente da amplificacdo da extremidade 3’ da malato desidrogenase.
4 Fragmento de DNA proveniente da amplificacdo da extremidade 3’ da H* ATPase vacuolar.
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Tabela 3.8 - Condigdes utilizadas no PCR para a amplificagao do Vac 3'.

Temperatura| Tempo | N2 de ciclos
Desnaturacao inicial 94 °C 2 min 1
Desnaturacao inicial 94 °C 30s
Emparelhamento 56 °C 30s 35
Extensao 72 °C 90s
Extensao final 72°C 7 min 1

Foi necessario realizar uma segunda amplificacdo da extremidade 3’ RACE para
a MDH, para tal utilizaram-se os seguintes componentes: 35,5 uL de d4gua mQ; 1 uL de
uma mistura de desoxirribonucleotideos fosfatados (dNTP’s) com uma concentragao
de 10 mM; 5 pL de MgCl, com uma concentragdao de 25 mM, 5 pL tampao de reacgao
de PCR (10x) com (NH4),SO; (Roche); 0,5 puL de Expand High Fidelity (3,5 U/ uL)
(Roche); 1 pL do vial 9 (primer adaptador); 1 pL de SPn com uma concentragdo de 12,5
puM; 1 ul produto do PCR da primeira amplificagao diluido (1:20), num volume final de
50 pL. Introduziu-se o tubo num termociclador e foi submetido as condi¢des descritas
na tabela 3.9.

Tabela 3.9 - Condi¢Ges utilizadas no PCR para a segunda amplificacdo na MDH 3’.

Temperatura | Tempo | N2 de ciclos
Desnaturagao inicial 94 °C 2 min 1
Desnaturacao inicial 94 °C 30s
Emparelhamento 58 °C 30s 35
Extensao 72°C 90s
Extensao final 72 °C 7 min 1

Apds estas amplificacdes, os fragmentos de cDNA foram purificados e extraidos
de um gel de agarose a 1,5% com o auxilio do kit QlAquick® Spin Handbook (QlAquick),
protocolo QlAquick Gel Extraction Kit Protocol. Apds a extraccdo procedeu-se a uma
electroforese em gel de agarose de forma a confirmar a correcta purificacdo dos
fragmentos pretendidos. De seguida procedeu-se a clonagem desses fragmentos.
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3.4. Electroforese em gel de agarose

Os produtos do PCR do RACE foram submetidos a uma electroforese, em gel de
agarose a 1,5% contendo brometo de etidio (0,5 pg/mL), em tampao TAE 1x (0,04 Tris-
acetato, 0,001 EDTA) num aparelho de electroforese Horizon 11.14 (Invitrogene)
durante vinte e cinco minutos a 98V. Antes da electroforese adicionou-se 2 uL de
tampao de amostra a 10 uL da amostra. Utilizou-se um marcador de peso molecular de
100 pb ladder (Invitrogen), nas electroforeses com os produtos RACE e DNA gendmico
lambda (A) para a extracgado dos plasmideos recombinantes. Os géis foram visualizados
num transiluminador de UV e fotografador.

3.5. Clonagem

Procedeu-se a insercdo dos fragmentos obtidos por PCR no vector
pJET1.2/blunt utilizando o kit CloneJET™ PCR Cloning Kit (Fermentas). De seguida
utilizando células competentes de E. coli da estirpe DH5a, procedeu-se a clonagem dos
vectores com os fragmentos de cDNA da MDH e Vac H* ATPase, através da utiliza¢do
do kit TransformAid™ Bacterial Transformation Kit (Fermentas).

Apds a incubacdo durante a noite a 37 °C procedeu-se ao isolamento e
confirmacdo das coldnias transformadas. Esta confirmacdo foi efectuada através da
realizacdo de um PCR. Os componentes necessarios para se proceder ao PCR foram:
13,9 uL de agua mQ; 2 pL de uma mistura de desoxirribonucleotideos fosfatados
(dNTP’s) com uma concentra¢dao de 2 mM; 1,2 uL de MgCl, com uma concentrac¢do de
25 mM; 2 plL tampdo de reacgdo de PCR (10x); 0,1 pL de Tag Polimerase (5 U/ pl)
(Fermentas); 1 yL de pJET 1.2 F com uma concentracdo de 10 uM; 1 pL de pJET 1.2 R
com uma concentracdo de 10 pM, num volume final de 20 pL. Introduziram-se os
tubos num termociclador e estes foram submetidos as condi¢des descritas na tabela
3.10. Depois da reacgdao do PCR terminar, analisaram-se os produtos procedendo-se a
uma electroforese em gel de agarose a 1% e visualizou-se o gel num transiluminador
de UV. Simultaneamente, procedeu-se a uma nova incubacdo das coldnias desejadas
através de um riscado numa placa de Petri contendo meio LB com ampicilina.
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Tabela 3.10 - Condigdes utilizadas para o PCR de confirmagao da clonagem.

Temperatura| Tempo | N2 de ciclos
Desnaturacao inicial 95 °C 3 min 1
Desnaturacao inicial 94 °C 30s
Emparelhamento 60 °C 30s 35
Extensao 72°C 1min

Apds a verificacdo da correcta insercdo dos fragmentos, procedeu-se a
extrac¢do do plasmideo recombinante das células clonadas. Para tal utilizou-se o
procedimento descrito no kit Gene JET™ Plamid Miniprep (Fermentas).

3.6. Sequenciagao

Apds a extraccdo dos plasmideos recombinantes, procedeu-se a uma diluicdo
do DNA para uma concentracdo de 100 ng /uL, e foram enviadas as amostras para a
MacroGen, uma empresa especializada que realizou o processo de sequencia¢ao das
amostras.
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4.1. Optimizacao do RACE

Foi necessdrio realizar varias reaccdes de RACE até conseguir encontrar as
condi¢Bes ideais. Como tal utilizaram-se diversas concentracdes de magnésio (Mg”"),
até encontrar a concentragao ideal. Se a concentragdo de Mg2+ fosse demasiado baixa,
influenciaria o rendimento do PCR, formando menos produtos. Mas se existir uma
elevada concentracdo de Mg®* podem ocorrer produtos de PCR n3o especificos.

No caso das amplificagdes 5° RACE a concentragdo do MgCl, foi de 1,5 mM,
enguanto para a 3’ RACE foi de 2,5 mM.

Outro factor tido em consideragao foi a temperatura de emparelhamento (Ta),
qgue levou a utilizacdo de varias temperaturas diferentes. Esta temperatura vai
depender das temperaturas de fusdo (Tm) dos primers utilizados, tanto os primers
especificos como os primers adaptador e oligo dT-adaptador. Estas temperaturas
encontram-se na tabela 4.1.

Tabela 4.1 — Temperaturas de fusdao empiricas para os primers utilizados durante o
RACE.

Vac H*

Pr MDH ATPase
oligo dT-adaptador (vial 8) 102 °C
adaptador (vial 9) 70 °C
SP1 62 °C 62 °C
SP2 52°C 57 °C
SP3 59 °C 57 °C
SP5 55 °C 62 °C
SPn 64 °C -

Para a MDH 3’ realizou-se um PCR adicional, pois o fragmento com a SP5 era
bastante grande e este facto poderia influenciar a qualidade da sequenciacdo. Por esta
razao realizou-se um nested PCR utilizando o SPn.

Apds a realizacdo dos RACE’s contatou-se que a MDH 5’ apresentava um
fragmento com cerca de 600 pb, na primeira amplificacdo e 500 pb na segunda
amplificacdo. Isto pode ser comprovado com a figura 4.1. J4 a MDH 3’ apresentou um
fragmento com aproximadamente 1000 pb para a primeira amplificacdo e 800 pb na
segunda amplificacdo, como é demonstrado na figura 4.2.
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Figura 4.1 — Amplificagdo da MDH 5’ A- primeira amplificagdo,1 - fragmento de
600 pb e o marcador de 100 pb. B - segunda amplificagdo, 1 - 500 pb e o marcador de
100 pb.

Figura 4.2 — Amplificacdo da MDH 3’ A- primeira amplificacdo, 1 - fragmento de
1000 pb e o marcador de 100 pb. B - segunda amplificacao, 1 - fragmento de 800 pb e
o marcador de 100 pb.

Para a Vac 5’ o fragmento tinha entre 200 e 300 pb, na primeira amplificacao e
100 e 200 pb na segunda amplificacdo. Isto pode ser observado na figura 4.3. No caso
da Vac 3’, o fragmento apresentava um comprimento de 700 pb, sendo isso é
evidenciado na figura 4.4, embora a banda seja muito ténue.

Figura 4.3 — Amplificacdo da Vac 5’. A- primeira amplificacdo, 1 - fragmento
entre 200 e 300 pb e marcador de 100 pb. B - segunda amplificacdo, 1 - fragmento
entre 100 e 200 pb e marcador de 100 pb.
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Figura 4.4 — Amplificacdo da Vac 3’, 1 - fragmento de 700 pb e o marcador de
100 pb.

Realizou-se a purificagcdo e extrac¢ao dos produtos obtidos por RACE, num gel
de agarose, para a MDH 3’, MDH 5’ e Vac 3’. Foi necessdria esta purificagdo porque as
bandas que se encontraram ndo apareciam bem definidas no gel, mas sim um pouco
esborratadas.

4.2. Clonagem

Realizou-se a inversdo dos fragmentos no vector pJET1.2/blunt, seguindo-se a
clonagem nas células competentes. De seguida semearam-se as células competentes
em placas de Petri, obtendo-se 4 placas (MDH 3’, MDH 5’, Vac 3’ e Vac 5’). Estas placas
foram incubadas durante a noite a 37 °C. No dia seguinte procedeu-se ao isolamento
de algumas coldnias das placas iniciais, numa nova placa.

Apds o processo de incubacao das células DH5a, durante uma noite, verificou-
se o0 aparecimento de contaminantes nas placas de Petri. Este aparecimento ocorreu
mesmo utilizando todas as precaucdes exigidas, ou seja, utilizou-se somente material
esterilizado e ligou-se a luz ultra-violeta 20 min antes da sua utilizacdo.

Por causa dos contaminantes ndo foi possivel utilizar as coldnias da placa de
Petri com os fragmentos da Vac 3’, na primeira tentativa de clonagem. Contudo foi
possivel isolar os fragmentos da MDH 3’, da MDH 5’ e da Vac 5’, numa nova placa de
Petri. Nas figuras 4.5, 4.6 e 4.7 encontram-se o esquema da placa de Petri onde foram
isoladas algumas coldnias dos fragmentos desejados e a fotografia dos géis dos PCRs
onde foram confirmados a correcta clonagem dos fragmentos desejados.
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Figura 4.5 — Esquema da placa de Petri onde foram isoladas as coldnias para a
MDH 3’, MDH 5’ e Vac 5'.

Figura 4.6 — PCR de confirmacdo da correcta inser¢cdo e clonagem dos
fragmentos. Com marcador de 100 pb, de 1-3 — MDH 3’ e de 4-7 — MDH 5’.

Figura 4.7 — PCR de confirmacdo da correcta insercdo e clonagem dos
fragmentos. Com marcador de 100 pb, de 8 — MDH 5’ e de 9-13 —Vac 5'.
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Verificou-se através da andlise do gel, que paraa MDH 5’ e Vac 5’ a clonagem e
isolamento tinham sido efectuadas com sucesso. Mas na MDH 3’ ndo existiu a insercdo
correta do fragmento no vector. Por esta razao realizou-se uma segunda clonagem
para a MDH 3’. Para a Vac 3’ também foi necessario proceder-se a uma nova
clonagem.

Na segunda tentativa de clonagem, redobraram-se os cuidados para evitar
contaminantes, sendo que todo o material utilizado foi esterilizado no dia anterior. O
facto de a contaminacdo ter permanecido pode indicar que os contaminantes eram
provenientes das células DH5a. Os resultados para a segunda tentativa de isolamento
dos fragmentos da MDH 3’ e Vac 3’ encontram-se nas imagens 4.8 e 4.9.
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Figura 4.8 — Esquema da placa de Petri onde foram isoladas as coldnias para a
MDH 3’ e Vac 3’, segunda tentativa.

Figura 4.9 — PCR de confirmagao da correcta insercdo e clonagem dos
fragmentos, segunda tentativa. A- MDH 3’; B- Vac 3.
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Foi necessario proceder-se a uma nova clonagem para a MDH 3’, pois sé
apresentava uma colénia com o fragmento de 800 pb.

Também foi necessdrio proceder a uma novo isolamento para a Vac 3’, pois a
placa de Petri onde foram isoladas as células que apresentavam os fragmentos ficou
muito contaminada. Por esta razdao, nao foi possivel realizar a extrac¢do dos
plasmideos.

A nova tentativa de isolamento foi realizada utilizando 2 coldnias diferentes
tanto para a MDH 3’, como para a Vac 3’, pois eram as Unicas coldnias da placa original
gue ainda se encontravam em condi¢bes. O esquema da placa de isolamento e o
resultado do PCR de confirmagdo encontram-se nas figuras 4.10 e 4.11.
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Figura 4.10 — Esquema da placa de Petri onde foram isoladas as coldnias para a
MDH 3’ e Vac 3’, terceira tentativa.

Figura 4.11 — PCR de confirmacdo da correcta insercdo e clonagem dos
fragmentos, segunda tentativa. Ae B-MDH3 eCe D-Vac3'.
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Apds a andlise do gel, observa-se que foi possivel obter para a MDH 3’ o
fragmento de 800 pb na colénia B, ja para a Vac 3’ a colénia C apresentou uma
correcta clonagem do fragmento de 700 pb.

Com todas a extremidades correctamente clonadas foi possivel proceder-se a
extraccdo dos respectivos plasmideos recombinantes. O resultado da confirmagdao da
extracgdo estd na figura 4.12. Pela analise do gel constata-se que a extracgdo do vector
para a Vac 5’ nao foi bem-sucedida. Por este motivo foi necessdrio realizar uma nova
extraccdo. Utilizou-se o mesmo procedimento, mas foram utilizadas coldnias isoladas
diferentes. Na figura 4.13 encontra-se o resultado da confirmag¢do da extrac¢do para a
Vac5'.

Figura 4.12 — PCR de confirmacdo da correcta extraccdo dos plasmideos
recombinantes.1e2-MDH3’,Be4—-MDH5,9e11-Vac5 eC-Vac3'.

Figura 4.13 — PCR de confirmagdao da correcta extracgao dos plasmideos
recombinantes, segunda extrac¢do para a Vac5'.

Com todos os vectores correctamente extraidos procedeu-se a diluicdo da
mistura dos plasmideos recombinantes para 100 ng /uL.
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4.3. Sequenciac¢ao

A sequenciagao foi realizada pela empresa MacroGen, tendo sido enviados dois
clones de MDH 5’ e de MDH 3’. Contudo para a Vac 5’ foram enviados 3 clones, pois
uma das coldnias apresentava um fragmento que continha mais pares de bases do que
os esperados (aproximadamente 500 pb). No caso da Vac 3’, apenas uma coldnia se
apresentava em boas condicbes, pelo que se procedeu a sequenciacdo no sentido
forward e no sentido reverse.

Apds a entrega dos resultados da sequenciacdo foi necessario, em primeiro
lugar, encontrar as sequéncias laterais ao local de clonagem do vector. Depois
identificou-se os primers utilizados para cada clone dentro da sequéncia nucleotidica
que se encontrava entre as sequéncias laterais ao local de clonagem do vector.

De seguida conferiram-se os cromatogramas, de modo a confirmar que a
sequéncia nucleotidica ndao apresentava erros. Este passo de confirmagdo foi
extremamente importante, pois existiam alguns picos nos cromatogramas que nao
estavam bem definidos. Estes picos mal definidos causam erros na sequéncia
nucleotidica através da troca de um nucleétido por outro.

No clone de Vac 5 que apresentava cerca de 500 pb apds a andlise da
sequéncia verificou-se que durante a clonagem ocorreu uma duplicacdo genética.

Depois procedeu-se ao alinhamento dos dois clones de cada extremidade, por
exemplo, para a MDH 5’ alinharam-se os dois clones e verificou-se que, como era
esperado, que o seu alinhamento era perfeito. No caso em que o alinhamento
apresentava algum nucleétido mal alinhado, observou-se novamente o cromatograma
para verificar se existia algum nucledtido indevidamente identificado.

Ja com as sequéncias conferidas e livres de erros procedeu-se ao alinhamento
da extremidade 5 RACE com a extremidade 3" RACE e com o DNA molde, obtendo-se
assim a sequéncia de cDNA completa.

4.4. Analise das sequéncias de cDNA

O primeiro passo para analisar as sequéncias nucleotidicas foi realizar um Blast
na base de dados NCBI (The National Center for Biotechnology Information), para
confirmar se os fragmentos obtidos apresentavam homologias com as enzimas em
estudo.
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Depois identificaram-se as regidoes 5" UTR, ORF e 3’ UTR e se existem sinais de
poliadenilagdo na sequéncia.

Utilizou-se o programa BLAST da base de dados NCBI para encontrar as
espécies que apresentavam uma maior similaridade com as sequéncias das enzimas
MDH e Vac H* ATPase sequenciadas. Também colocou-se a sequéncia nucleétida da
ORF no programa Search for Conserved Domain da NCBI, de forma a confirmar se as
sequéncias apresentavam os dominios das enzimas em estudo.

4.4.1. Analise da MDH

A sequéncia de NAD-MDH citosdlica sequenciada apresenta 1364 nucledtidos,
com um ORF de 996 nucledtidos, que codifica uma proteina com 332 aminodcidos.
Também contém uma zona 5’ UTR com 84 nucledtidos e uma zona 3’ UTR com 284
nucledtidos. NA 3’ UTR encontra-se o coddo de terminacdo, que é a sequéncia TAA, um
sinal de poliadenilagdo (AATAAA) e uma cauda de adeninas com 15 nucledtidos. Isto
pode ser observado na figura 4.14.

A sequéncia da NAD-MDH citosélica foi caracterizada para o trigo, obtendo
também o mesmo sinal de poliadenilagdao. Na ORF também foi localizado o sitio activo
da enzima e também o local de ligacao ao co-factor NAD, tendo por base as sequéncias
conservadas destes locais [77].

De seguida procedeu-se ao Blast no NCBI, analisando os resultados verifica-se
gue esta sequéncia apresenta muita similaridade com as sequéncias que codificam
para a MDH citosélica nas espécies Corylus heterophylla (JF428130.1), Populus
trichocarpa (XM_002332708.1), Lupinus angustifolius (HQ690187.1) e Catharanthus
roseus (HQ380175.1).

Efectou-se um alinhamento multiplo utilizando a sequéncia amplificada por
RACE na Annona cherimola e as espécies descritas anteriormente. Este alinhamento foi
realizado utilizando o programa TCOFFEE disponivel na base de dados ExPASy, os
resultados deste alinhamento encontram-se nos Anexos. Observou-se que existe uma
grande quantidade de nucleétidos conservados.
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1 GGCCACAGCTGCGTTTTCTGCTCTCGTCTTTTCCTCTCCCTTTGTAGGGTTTTGATTCCT
1 M A K E P V R V L V T G
61 GCGAACTCTCTTCATCCTCCATCAATGGCGAAAGAACCAGTTCGAGTTCTCGTTACAGGA
13A A G 0 I G Y AalL Vv P M I A R G V M L G
121 GCCGCTGGACAAATTGGGTATGCTCTTGTTCCAATGATTGCAAGAGGTGTGATGCTGGGT
33 b ¢ P V I L H M L D I A P A A E A L N
181 CCTGACCAGCCTGTAATTTTACACATGCTTGACATTGCACCAGCTGCTGAGGCCCTGAAT
5366 v KX M E L vV D A A F P L L K G V V A T
241 GGAGTAAAAATGGAGTTGGTTGATGCTGCATTTCCTCTTCTTAAAGGTGTGGTTGCTACA
73T Db V. VvV E A C T G V N I A V M V G G F P
301 ACTGACGTTGTTGAGGCATGCACTGGTGTCAATATTGCTGTTATGGTTGGTGGGTTCCCA
93 R K E G M E R K DV M S KN V S I Y K S
361 AGGAAAGAAGGTATGGAAAGAAAAGATGTGATGTCCAAAAATGTCTCTATCTACAAGTCT
1130 A S A L E K H A A A N C K V L V V A N
421 CAGGCATCTGCATTAGAGAAGCATGCAGCTGCAAACTGCAAGGTTCTTGTTGTTGCTAAT
133 P AN T N A L I L K E F A P S I P E K N
481 CCAGCTAACACTAATGCATTGATTTTGAAAGAGTTTGCTCCATCCATTCCTGAGAAAAAT
153 r T ¢ L T R L D H N R A L G Q I S E R L
541 ATAACATGCTTGACACGGTTGGATCACAATAGGGCACTTGGTCAGATCTCAGAGAGGCTA
173 N V Qg vV s D V K N V I I W G N H S S T 0O
601 AATGTGCAAGTCAGTGATGTGAAAAATGTTATCATTTGGGGAAATCATTCTTCAACACAG
193y P D V N H A T L K T P N G E K S V K E
661 TATCCTGATGTCAACCATGCCACTCTCAAAACACCCAATGGCGAAAAGTCTGTTAAGGAG
213 . I A D D E W L K G E F I T T V Q Q R G
721 CTCATTGCTGATGATGAATGGTTGAAAGGAGAATTCATTACAACTGTCCAACAACGAGGT
233 A A I I K A R K L s s A L S A A S S A C
781 GCTGCAATAATAAAGGCACGTAAGCTCTCAAGTGCTTTGTCTGCTGCAAGTTCTGCTTGC
23D H I R D W V L G T P E G T W V S M G V
841 GACCATATTCGTGATTGGGTGCTGGGAACCCCTGAGGGCACTTGGGTCTCCATGGGTGTG
273y s b G S Y N V P A G L I Y S F P V T C
901 TACTCTGATGGTTCTTACAATGTACCTGCTGGACTAATATATTCTTTCCCAGTCACATGC
293 ¢ s G E W T I VvV 0 G L s I D E F S R N K
961 TGCAGTGGAGAATGGACTATCGTCCAAGGACTTTCAATTGATGAATTTTCGAGGAATAAA
31 3. b AT A A E L T E E K A L A Y S C L S
1021 CTGGATGCAACTGCAGCGGAGCTGACCGAGGAAAAGGCCTTAGCTTATTCATGCCTTTCT
333 *
1081 TAAACTCCCATACCATTTGGCCACTATGCCCGAGTGAATTTTCATGCATACAAGGTACAG

1141 AGATCTATGGTTTCCAAAATAAAGCTATCGACTTGTCTGGATAGCCGTGGAGGAGCCTTC
1201 ATTGCTCATCTTTGTCAATCTGTCGTGATTTTATTCTCGTATCTTTTTACCTATGGCCAC
1261 TTTACATAGGAGATTTTGTTTTGACGTTTTTGAACCTTTATTGCCTATGAAGTTATACTA
1321 AGACCACTTATATGGGAGGTTTTGTTTTGAAAAAAAAAAAAAAA

Figura 4.14 — Sequéncia nucleotidica de cDNA e sequéncia aminoacidica
deduzida para a NAD-MDH citosdlica da Annona cherimola. As letras a azul
representam aminodacidos, os coddes de iniciacdo e terminacdo estdo sublinhados e o
sinal de poliadenilacdo estd realcado com a cor cinzenta, os nucleétidos que estdo a
vermelho s3o os que codificam o sitio activo da enzima e os nucleétidos que estdo a
verde codificam os aminoacidos que se ligam ao NAD.
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Para confirmar que realmente foi amplificada a MDH citosdlica procedeu-se a
analise da ORF, de forma a encontrar os dominios, para tal utilizou-se o programa
Search for Conserved Domain da NCBI. Apds a andlise dos resultados verificou-se que,
como esperado, a ORF da sequéncia amplificada apresenta os dominios da MDH
citosdlica. Este resultado pode ser comprovado pela observagao da figura 4.15. Como
tal podemos inferir que concretizou-se o objectivo de amplificar a MDH citosélica da
Annona cherimola.

1 125 =0 75 500 625 i 85 95
[l | [l
(+) RF 81 EEe— N
NAD birding site A N N \ m i § i
malate binding site § 4 1 bd k L&
diner interface j b kL bbbk
Specific hits MDH_cytoplasmic_cytosolic
Superfanilies LDH_MDH_like superfamily
Hulti-domains PLNOO135

Figura 4.15 — Resultado da colocagdao da ORF da MDH da Annona cherimola no
programa Search for Conserved Domain da NCBI.

Yao [54] observou que para a mac¢a o gene da MDH citosdlica era expresso
constitutivamente nas raizes, caules e folhas. Ding [77] caracterizou a NAD-MDH
citosdlica para o trigo. Verificando através de uma analise por Northern Blot, que
existia mRNA nas folhas, caules e raizes. Por isso, na Annona cherimola o gene da MDH
também deve ser expresso constitutivamente em varios tecidos celulares diferentes.

A ORF da sequéncia de cDNA da Annona cherimola codifica uma proteina com
um ponto isoeléctrico de 5,92 e uma massa molecular de 35535,92. Estes valores
foram calculados utilizando o programa Compute pl/Mw, que estd localizado na base
de dados ExPASy (http://web.expasy.org/compute_pi/). Os valores obtidos sdo da
mesma ordem de grandeza da NAD-MDH citosdlica do trigo. No caso do trigo, a
enzima NAD-MDH apresenta um ponto isoeléctrico de 5,9 e uma massa molecular
relativa de 35500 [77].

4.4.2. Analise da Vac H" ATPase.

A sequéncia de cDNA para a Vac H" ATPase contém 799 nucleétidos, dos quais
498 nucleétidos fazem parte do ORF, codificando uma proteina com 166 aminoacidos.
Também apresenta uma zona 5" UTR com 36 nucledtidos e uma zona 3’ UTR com 265
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nucledtidos. O codao de terminagao é a sequéncia TGA e contem uma cauda de
adeninas com 15 nucledtidos. Isto pode ser verificado na figura 4.16.

Apesar de existir uma cauda de adeninas nao foi possivel encontrar um sinal de
poliadenilagdo. Foram analisadas varias sequéncias que habitualmente sdo
consideradas sinais de poliadenilagdo. Como por exemplo, AATAAA [78], AATGAA [79],
AATAAT [80], AATGAT [81] e ATTAAATAAT [82].

Com o Blast realizado no NCBI verificou-se que a sequéncia amplificada para a
Annona cherimola da Vac H" ATPase apresentava maior similaridade com a subunidade
C. Com muitos clones de Vitis vinifera.

Efectou-se um alinhamento multiplo utilizando a sequéncia amplificada por
RACE na Annona cherimola e as espécies M. crystallinum (X94999.1), Ricinus communis
(XM_002510440.1), Plantago  major  (AM111326.1) e  Popullus  trichocarpa
(XM_002307663.1). Este alinhamento foi realizado utilizando o programa TCOFFEE
disponivel na base de dados ExPASy, os resultados deste alinhamento encontram-se
nos Anexos. Observou-se que existe uma grande quantidade de nucledtidos
conservados.

1 M s S A G F S S
1 CTCTATTTCGATTCCTTCAAACCTAATCCCGCAGAAATGTCTTCTGCTGGCTTCAGCAGC
8 Db E T A P F F G F L G A A A A L V F S C
61 GATGAAACTGCTCCGTTCTTCGGATTCCTTGGCGCTGCTGCTGCCCTCGTCTTCTCCTGC
28M G A A Y G T A K S G V G V A S M G V M
121 ATGGGGGCTGCGTACGGGACTGCCAAGAGCGGGGTCGGTGTTGCCTCCATGGGAGTTATG
48 R P E L. VvV M K s I v P V V M A G V L G I
181 AGGCCTGAGCTCGTGATGAAGTCAATCGTCCCAGTCGTTATGGCCGGTGTGTTAGGTATT
68Y G L I I A Vv I I S T G I N P R A K S Y
241 TATGGTTTGATCATAGCTGTGATTATCAGTACTGGAATTAATCCTAGGGCGAAGTCCTAC
88y L ¥ D G Y A H L S s G L A C G L A G L
301 TATCTCTTTGATGGGTATGCCCACCTCTCGTCGGGTCTTGCTTGCGGTCTTGCTGGGCTG
108s A G M A I G I V G D A G V R A N A QO O
361 TCTGCTGGAATGGCAATTGGAATCGTCGGAGATGCTGGCGTTAGAGCCAATGCTCAGCAG
128 p K L. ¥ v 6 M I L I L I F A E A L A L Y
421 CCAAAACTTTTTGTTGGGATGATCCTCATTCTCATCTTTGCTGAAGCACTGGCACTTTAT
148 6 L. 1 v 6 I I L L F R A G Q S R A D *
481 GGCCTTATCGTGGGCATCATCTTACTATTCCGAGCTGGTCAATCTCGGGCAGACTGAGAA
541 ATCACGCCTCAAGGCATTTTGGGAACGCTTTGTGTGCCTGCATAGAACATTGATTGTAAC
601 CGAATTAGCTGCTACTATGTTTATGATGGTTCAAGGAGCTGCTCTCTGTGGAGTTCCTTG
661 AGATTTTTATTCCCCTTCTCTCTTTCCACAACAGTTGCGCTCAATTTCTTCTTCGGCATC
721 TCTCCATTGGAGAGATGTTATGAACAATGTAAGCTCGTATATGGAGTATCTATATTCTTT
781 GCCCAAAAAAAAAAAAARAA

Figura 4.16 — Sequéncia nucleotidica de cDNA e sequéncia aminoacidica
deduzida para a Vac H" ATPase da Annona cherimola. As letras a azul representam
aminodacidos, os coddes de iniciacdo e terminacdo estdo sublinhados.
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Depois analisou-se a ORF, encontrando os dominios, para tal utilizou-se o
programa Search for Conserved Domain da NCBI. Apds a andlise dos resultados
verificou-se que o ORF da sequéncia amplifica apresenta os dominios para a familia das
ATPases, este resultado pode ser comprovado pela observagao da figura 4.17. Como
tal podemos inferir que concretizou-se o objectivo de amplificar a Vac H" ATPase da
Annona cherimola, neste caso foi amplificada o cDNA da subunidade C.

1 75 150 15 300 KTH] 451 S0l
| |
Ry e e i —

Superfanilies ( ATP-synt_C superfanily D
Y ATP-synt_C superfanily )

Figura 4.17 — Resultado da colocagdo da ORF da Vac H® ATPase da Annona
cherimola no programa Search for Conserved Domain da NCBI.

Foram calculados o ponto isoeléctrico e a massa molecular relativa utilizando o
programa Compute pl/Mw, da ExPASy. Verificou-se que a subunidade C da Vac H*
ATPase apresenta um ponto isoeléctrico de 9,58 e uma massa molecular de 12233,79.

A subunidade C da Vac H* ATPase tem uma func¢do importante na inibi¢do da
actividade desta enzima. Jd que se verificou através de estudos, utilizando a
microscopia electrdnica, que esta subunidade é essencial para a nova montagem dos
complexos V1 e Vp, apds o seu dissociamento [83], [84].

A glucose estimula a actividade da Vac H* ATPase, quando existe pouca glucose
é induzida a dissocia¢dao dos dominios V; e Vg A subunidade C é a Unica que consegue
sair reversivelmente da enzima apds a diminuicdo da glucose, isso leva a separacdo do
dominio V; do dominio Vo. Por outro lado, a subunidade C consegue detectar
mudancas na concentracdo de ATP e induzir a regulacdo da dissociacdo da enzima [83],
[(84].

Para a subunidade C da Vac H® ATPase da cevada (Hordeum vulgare), os
transcritos de mRNA s3do expressos tanto nas folhas como nas raizes [85]. Uma vez que
esta enzima é ubiqua, na Annona cherimola também deverd ser expresso em varias
partes da planta.
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5. Conclusées

Pretendeu-se sequenciar e caracterizar a MDH e a Vac H* ATPase, que sao
expressas no processo de amadurecimento do fruto da Annona cherimola. Neste
trabalho foram amplificados os cDNAs que codificam a MDH e a Vac H" ATPase,
utilizando a técnica RACE. Esta técnica revelou-se adequada para o objectivo proposto,
uma vez que foram obtidas as extremidades 5’ e 3’ para os dois genes estudados.

Apds a sequenciagao procedeu-se a unido do 5° RACE com a 3’ RACE para cada
um dos genes. Verificou-se que a sequéncia de cDNA para MDH a sequéncia
nucleotidica apresentou 1364 nucleédtidos, enquanto para a Vac H* ATPase foram 799
nucledtidos.

Apds a andlise do cDNA da MDH e verificou-se que este contém uma zona 5’
UTR com 84 nucleétidos, uma zona 3’ UTR com 284 nucleétidos, que apresenta um
sinal de poliadenilagdo com a sequéncia AATAAA. A ORF apresenta 996 nucleétidos,
codificando uma proteina com 332 aminodcidos.

Pela realizagcdo do Blast e da localizagdo dos dominios da ORF pode-se inferir
que o objectivo de amplificar a NAD-MDH citosélica foi bem-sucedido.

Para a Vac H" ATPase a 5" UTR continha 36 nucleétidos, a 3’ UTR apresentava
265 e a ORF contém 498 nucledtidos, codificando uma proteina com 166 aminodcidos.
O coddo de terminacdo é a sequéncia TGA e contem uma cauda de adeninas com 15
nucledtidos.

Através do Blast e do conhecimento dos dominios codificados pelo ORF do
cDNA verifica-se que foi amplificada a subunidade C da Vac H® ATPase. Estd
subunidade apresenta um papel muito importante na dissociacdo reversivel dos
dominios V1 e V.

Este trabalho deve ser encarado como mais um passo para compreender
melhor a expressio da MDH e da Vac H® ATPase durante o amadurecimento na
Annona cherimola. Contudo, existem algumas sugestdes de melhoramento que
gostaria de referir:

- Confirmar se estes genes apenas se encontram no fruto, ou também estdo
presentes nas raizes, caule e folhas da arvore e se existem isoformas ao longo nos
diferentes tecidos. Ainda iria permitir identificar a existéncia de isoformas.

- Tentar amplificar as outras subunidades da Vac H" ATPase, de forma a poder
compreender melhor a sua estrutura.
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A sequéncia nucleotidica da MDH com 388 pb obtida Professora Doutora
Manuela Gouveia, DNA molde para o RACE.

5’ATTTCCTCTTCTTAAAGGTGTGGTTGCTACAACTGACGTTGTTGAGGCATGCACTGGTGTCA
ATATTGCTGTTATGGTTGGTGGGTTCCCAAGGAAAGAAGGTATGGAAAGAAAAGATGTGATG
TCCAAAAATGTCTCTATCTACAAGTCTCAGGCATCTGCATTAGAGAAGCATGCAGCTGCAAACT
GCAAGGTTCTTGTTGTTGCTAATCCAGCTAACACTAATGCATTGATTTTGAAAGAGTTTGCTCC
ATCCATTCCTGAGAAAAATATAACATGCTTGACACGGTTGGATCACAATAGGGCACTTGGTCA
GATCTCAGAGAGGCTAAATGTGCAAGTCAGTGATGTGAAAAATGTTATCATTTGGGGAAATC
ATTCTTCAACA ¥

A sequéncia nucleotidica da H" ATPase vacuolar com 327 pb obtida pela
Professora Doutora Manuela Gouveia, DNA molde para o RACE.

5’ATGAGGCCTGAGCTCGTGATGAAGTCAATCGTCCCAGTCGTTATGGCCGGTGTGTTAGGTA
TTTATGGTTTGATCATAGCTGTGATTATCAGTACTGGAATTAATCCTAGGGCGAAGTCCTACTA
TCTCTTTGATGGGTATGCCCACCTCTCGTCGGGTCTTGCTTGCGGTCTTGCTGGGCTGTCTGCT
GGAATGGCAATTGGAATCGTCGGAGATGCTGGCGTTAGAGCCAATGCTCAGCAGCCAAAACT
TTTTGTTGGGATGATCCTCATTCTCATCTTTGCTGAAGCACTGGCACTTTATGGCCTTATCGTGG
GCATCATCTTA 3’

Resultado do BLAST efectuado no NCBI, para a sequéncia de cDNA da MDH citosdlica
da Annona cherimola.

Accession Description | s%e ‘ ﬁ s ‘_ L%ue ‘ i%t Links
JF428130.1 Corylus heterophylla malate dehydrogenase mRNA, complete cds 926 926 100% 0.0 84%
XM 002332708.1  Populus trichocarpa predicted protein, mRNA 835 835 98% 0.0 82% [U G|
HQ690187.1 Lupinus angustifolius cytosolic malate dehydrogenase (MDH2) mRNA, 804 804 100% 0.0 81%
XM _002312547.1 Populus trichocarpa predicted protein, mRNA 771 771 100% 0.0 81% U G|
EF144526.1 Populus trichocarpa clone PX0019_P12 unknown mRNA 71 771 100% 0.0 81% Em
HO380175.1] Catharanthus roseus Cr611 mRNA, complete cds 780 760 999, 0.0 81%
XM _002467034.1 | Sorghum bicolor hypothetical protein, mRNA 897 597 99% 0.0 80% U G
HO697601.1 Zea mays malate dehydrogenase (MDH) mRNA, complete cds 91 691 99% 0.0 79%
MM 001153688.1 Zea mays malate dehydrogenase, cytoplasmic (LOC100280767), mRN 891 691 99% 0.0 79% U G
C€T841990.1 Oryza rufipogon (W1943) cDNA clone: ORW1943C107101, full insert s 875 675 99% 0.0 79%
NM_001071395.1 Oryza sativa Japonica Group Os10g0478200 (0s10g0478200) mRNA, ¢ 675 575 29% 0.0 79% U G
AKDE6396.1 Oryza sativa Japonica Group cDNA clone:1013064D20, full insert sequ 675 675 99% 0.0 79% =6
EF122494.1 Oryza sativa (japonica cultivar-group) clone KCS227A11 malate dehy 669 669 99% 0.0 79% =
CT832776.1 Oryza sativa (indica cultivar-group) cDNA clone:OSIGCRA117E21, full 863 669 99% 0.0 79% m
AF353203.1 Oryza sativa cytoplasmic malate dehydrogenase mRNA, complete cds 689 669 99% 0.0 79% m
AK353127.1 Thellungiella halophila mRMA, complete cds, clone: RTFLO1-10-022 04 604 100% 3e-169 78%
C£T028615.1 Poplar cDNA sequences 542 542 58% 2e-150 84%
XM _003526647.1 Medicago truncatula Malate dehydrogenase (MTR_8g005280) mRNA, 529 529 95% 2e-146 7% E
CT028614.1 Poplar cDNA sequences 510 510 51% Ge-141 85%
XM 003542284.1 PREDICTED: Glycine max malate dehydrogenase, cytoplasmic-like (LO 494 494 86% 6e-136 7% |G
BT099226.1 Soybean clone JCVI-FLGM-23B10 unknown mRNA 488 488 88% 3e-134 7% m
XM _002533416.1 Ricinus communis malate dehydrogenase, putative, mRNA 305 305 37% 3e-79 81% E
AC182655.2 Populus trichocarpa clone Popl-12105, complete sequence 207 207 18% 9e-50 87%
EF576153.1 Oryza sativa (indica cultivar-group) clone VI-C2 malate dehydrogena 196 196 36% 2e-46 7% m
AC182815.52 Medicago truncatula chromosome 8 clone mth2-177e24, complete se 180 180 22% 2e-41 82%
AC037425.7 Oryza sativa chromosome 10 BAC OSINBaO055P24 genomic sequence 87.9 87.9 9% le-13 84%
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Alinhamento multiplo realizado para a MDH, utilizando o programa T-COFFEE

localizado

na

base de dados ExPASy

bin/Tcoffee/tcoffee_cgi/index.cgi?stagel=1&daction=TCOFFEE::Regular).

O HMnmO O " a (SN EL VIR (S EL VI @ R QH='wa he Q P w0 b O HMnma
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ATGGCGAAAGAACCAGTTCGAGTTCTCGTTACAGGAGCCGCTGGACAAAT
ATGGCGAAAGAACCAGTTCGCATTCTCGTTACTGGAGCTGCAGGACAAAT
ATGGCAAAGGAACCCGCTCGCGTTCTCGTTACTGGAGCTGCAGGACAAAT
ATGGCCAAAGACCCAGTTCGTGTTCTTGTCACTGGTGCTGCAGGACAAAT
ATGGCAAAAGAGCCCGTTCGTGTTCTCGTCACCGGTGCCGCAGGGCAAAT

kAhkkkhkk kk kk kk k Kk Kk *kAhkKhkKhk kk kk kk kk kk kk kA KkKh Kk

TGGGTATGCTCTTGTTCCAATGATTGCAAGAGGTGTGATGCTGGGTCCTG
TGGATATGCTCTTGTCCCCATGATTGCTAGGGGAGTGGTGTTGGGTGCTG
TGGATATGCTCTTGTCCCCATGATTGCTAGGGGAGTGATGCTTGGTCCTG
CGGGTATGCTCTTGTCCCGATGATTGCTAGGGGAGTGATGCTGGGTGCTG
CGGTTATGCTCTCGTTCCCATGATTGCCAGGGGAGTTATGTTGGGTGCTG

Kk kkhkkhkkkhkkhkkk kk kk kkhkkkkhkhkkk kk kK k% *k kK kkk Kkk*k

ACCAGCCTGTAATTTTACACATGCTTGACATTGCACCAGCTGCTGAGGCC
ACCAGCCTGTGATCCTCCACATGCTTGATATCGCTCCTGCTGCAGAGGCT
ACCAGCCTGTGATCCTCCACATGCTAGATATCCCACCTGCAGCCGAGGCA
ACCAGCCCGTCATCCTCCACTTGCTTGACATTCCACCTGCAGCAGAGTCA
ATCAACCTGTTATCCTCCACATGCTAGATATTCCTCCTGCTGCAGAGGCA

* kk kk Kkk kK * kkk kAkkKk kk kK * kk kk Kkk kkk Kk

CTGAATGGAGTAAAAATGGAGTTGGTTGATGCTGCATTTCCTCTTCTTAA
TTGAATGGGGTGAAAATGGAGTTGGTGGATGCTGCATTCCCTCTTCTCAA
TTGAATGGTGTGAAGATGGAGTTGGTAGATGCTGCATTTCCTCTTCTTAA
CTGAATGGTGTTAAAATGGAGTTGGTGGATGCTGCATTCCCTCTTCTTAA
TTGAATGGGGTTAAGATGGAATTGGTTGATGCTGCTTTTCCTCTACTTAA

kkkhkkkkhkk Khk hkk hkhkkhkkhkk khkkhkkhkk khkkhkhkkkhkikk kk Kkkkkkk kk K%k

AGGTGTGGTTGCTACAACTGACGTTGTTGAGGCATGCACTGGTGTCAATA
AGGTGTCATTGCTACAACTGACGTTGTTGAGGCATGCACCGGGGTTAACA
AGGTGTTGTTGCTACAACTGATGTTGTGGAGGCCTGCACCGGGGTTAACA
AGGTGTTGTTGCTACAACTGATGTGGTTGAGGCATGCACTGGTGTCAATA
AGGTGTTGTCGCTACAACTGATGTTGCTGAGGCTTGTGCTGGTGTTAACA

* ok Kk ok kK * kkkkkAkkhkAkkhkk Kk K *kkhkkkk KKk * kk kk Kkk K

TTGCTGTTATGGTTGGTGGGTTCCCAAGGAAAGAAGGTATGGAAAGAAAA
TTGCAATCATGGTTGGTGGGTTCCCAAGGAAAGAAGGCATGGAAAGGAAA
TTGCAGTAATGGTTGGTGGCTTCCCAAGGAAGGAAGGAATGGAGAGAAAA
TTGCTGTATTGGTTGGTGGATTCCCTAGAAAAGAAGGTATGGAGAGGAAA
TTGCTGTGATGGTTGGTGGGTTCCCAAGGAAAGAGGGAATGGAGCGGAAA

* Kk Kk Kk * khkkhkhkkhkkhkhkkhkhkk Kkhkkhkkk *k *k *k *k khkkkKk *  kk Kk

GATGTGATGTCCAAAAATGTCTCTATCTACAAGTCTCAGGCATCTGCATT
GACGTGATGTCGAAAAATGTGTCAATTTATAAGTCTCAGGCTTCTGCACT
GATGTGATGTCTAAAAATGTGTCAATTTACAAGTCACAGGCTTCTGCTCT
GATGTGATGTCTAAAAATGTCTCTATTTACAAGTCCCAGGCTTCTGCTCT
GATGTAATGTCAAAGAATGTATCTATTTACAAGTCCCAAGCTTCTGCACT

*k kk khkkkhkk kk kkhkhkkkhk kk kk kk khkkkhkk kk kk Kk kkk *

AGAGAAGCATGCAGCTGCAAACTGCAAGGTTCTTGTTGTTGCTAATCCAG
TGAGAAGCATGCAGCAGCAAACTGCAAGGTTGTGGTTGTAGCTAACCCAG
TGAGAAGCATGCAGCTGCAAACTGCAAGGTTTTGGTTGTTGCTAACCCAG
TGAAAAGCATGCTGCTGCTAACTGCAAGGTTCTGGTTGTTGCTAACCCAG

TGAGCAATATGCTGCCCCTAACTGCAAGGTTTTGTTTGTTGCTAACCCAG
kx ok kokkok kk Kk kkkkkkkkkkkk k  kkkk kkkkk kkkok

(http://tcoffee.vital-it.ch/cgi-
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CTAACACTAATGCATTGATTTTGAAAGAGTTTGCTCCATCCATTCCTGAG
CAAACACTAATGCATTGATCTTGAAGGAATTTGCACCTTCTATCCCAGAG
CAAACACCAATGCATTGATTTTAAAGGAATTTGCACCATCTATTCCTGAG
CAAACACCAATGCATTGATCCTGAAGGAATTTGCTCCATCTATTCCAGAG
CCAACACCAATGCATTGATTCTGAAGGAATTTGCACCATCTATTCCTGCA

* khkkkhk khkAkkhkhkkhkkkk * kk kk khkkkk kk kk kk kK Kk

AAAAATATAACATGCTTGACACGGTTGGATCACAATAGGGCACTTGGTCA
AAAAACATTACTTGTTTGACAAGACTGGATCATAACAGAGCTTTGGGCCA
AAAAACATTACTTGTTTGACAAGACTGGACCATAACAGGGCACTTGGTCA
AAAAACATTTCTTGTTTGACTAGACTGGATCATAACAGGGCACTGGGCCA
AAAAATGTTACTTGTTTGACAAGATTGGACCACAACAGGGCCCTTGGTCA

* Kk Kk kK * * kk kkkkk * *kkkk Kk Kk Kkk kK * kk kK

GATCTCAGAGAGGCTAAATGTGCAAGTCAGTGATGTGAAAAATGTTATCA
GATTTCTGAGAGACTAAATGTTCAAGTTTGTGATGTTAAAAATGTTATTA
AATTTCAGAGAGGTTGAATGTCCAAGTCTCTGATGTTAAAAATGTGATTA
AATTTCTGAAAGACTGAACGTTCAAGTTTCTGATGTAAAAAATGTTATAA
AATCTCAGAGAGATTGAACGTTCCAGTTTCTGAGGTTAAAAATGTCATAA

*k kk kK K%k * kk kk Kk kK% *kkk kk Kkkhkkkkhkkkk kK K

TTTGGGGAAATCATTCTTCAACACAGTATCCTGATGTCAACCATGCCACT
TCTGGGGTAATCATTCATCGACCCAGTATCCTGATGTCAGCCATGCAACC
TTTGGGGGAATCACTCATCTACTCAGTACCCTGATGTCAACCATGCTACT
TCTGGGGTAACCATTCATCAACTCAGTATCCTGATGCCAACCATGCAACT
TTTGGGGAAATCACTCCTCAACACAATATCCTGATGTCAACCATGCCACT

Kk kkkkk kk kk kk kk kk kk kk khkkhkAkhk kk khkAkkhkk KKk

CTCAAAACACCCAATGGCGAAAAGTCTGTTAAGGAGCTCATTGCTGATGA
GTGAAAACACCATCTGGAGAGAAGCCTGTCCCTGCGCTTGTTGCTGATGA
GTTAAGACTCCAGCTGGGGAGAAACCCGTGCGGGAGCTTGTTAAGGATGA
GCTACAACTCCAGCTGGGGAAAAGCCTGTCCGTGAACTTGTTGCTGATGA
GTTAAAACATCAGCTGGAGAAAAGCCTGTGCGGGAGCTAGTTAAAGATGA

* * * * *k Kk kk k% * kK * * * * * * Kk Kk kK

TGAATGGTTGAAAGGAGAATTCATTACAACTGTCCAACAACGAGGTGCTG
TGCATGGTTGAAGGGAGAATTCATTTCTACTGTTCAACAACGTGGTGCTG
TGCATGGTTGAATGCAGAGTTCATCACTACTGTTCAACAACGTGGTGCTG
TGCCTGGTTGAATTCAGAATTCATAGCTACTGTCCAGCAACGTGGTGCTG
TGAATGGTTGAATGGGGAGTTCATAACTACTGTCCAGCAACGTGGTGCTG

* K * ok Kk kkkkk *k kA k Kk Kk * kkkkk kk khkkKhkk kAkkhkAkkKk

CAATAATAAAGGCACGTAAGCTCTCAAGTGCTTTGTCTGCTGCAAGTTCT
CAATTATCAAAGCTAGAAAGCTGTCAAGTGCATTGTCTGCTGCTAGCTCT
CAATCATTAAAGCACGAAAGCTTTCAAGTGCATTATCTGCTGCTAGCTCT
CAATTATTAAAGCTAGAAAGCTTTCAAGTGCACTATCTGCTGCTAGTGCT

CAATTATTAAAGCCAGGAAGCTTTCTAGTGCACTTTCTGCTGCTAGTGCT
kkkk kk kk Kk Kk kkkkk Kk krkkkx  k kkkkkkkk Kkk K%k

GCTTGCGACCATATTCGTGATTGGGTGCTGGGAACCCCTGAGGGCACTTG
GCTTGTGACCACATTCGTGACTGGGTCCTTGGAACCCCAGAGGGCACTTG
GCTTGTGACCACATTCATGATTGGGTTCTTGGAACTCCTGAGGGCACCTG
GCCTGTGACCACATCCGAGACTGGGTTCTTGGAACTCCTGAGGGCACCTG
GCATGTGACCACATTCGTGACTGGGTCCTTGGAACTCCTGAGGGCACTTG

Kk kk kkkkk kK X *k kkkkhkk kk khkkkkhk kk kkkhkkkhkkk kx
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GGTCTCCATGGGTGTGTACTCTGATGGTTCTTACAATGTACCTGCTGGAC
GGTATCCATGGGGGTATACTCTGATGGTTCATACAATGTACCAGCTGGAC
GGTTTCCATGGGGGTGTACTCTGATGGCTCGTACAATGTACCAGCTGGTC
GGTATCAATGGGAGTATATTCTGATGGTTCATACGATGTACCAGCTGGAC
GGTCTCCATGGGTGTATACTCAGATGGCTCCTACAATGTCCCTGCTGGTC

khkk hAk hAkhkkk kk kk kk kAkhkkk kk khkk khkkk kk o khkkkk K

TAATATATTCTTTCCCAGTCACATGCTGCAGTGGAGAATGGACTATCGTC
TCATTTATTCCTTCCCTGTCACTTGTCGCAATGGAGAGTGGAAGATAGTT
TAATTTATTCCTTCCCTGTTACTTGTCAGAATGGAGAGTGGAAAATTGTT
TGATCTATTCATTCCCTGTCACCGCTGCCAATGGTGAATGGAAAATAGTT
TTATTTACTCCTTCCCAGTTACATGTAAAAATGGAGAATGGACTGTTGTT

* kk kk kk kkkkk kK KKk * kkk Kk kKKK * kK

CAAGGACTTTCAATTGATGAATTTTCGAGGAATAAACTGGATGCAACTGC
CAAGGACTTTCAATTGATGAGTTCTCGAGGAAGAAGTTGGACTTGACAGC
CAAGGTCTTAGCATTGATGAATTCTCAAGGAAAAAGTTGGATTTGACAGC
CAAGGACTTCCAATTGATGAGTTCTCAAGGAAAAAGTTGGACTTGACAGC
CAAGGACTTCCAATTGACGAGTTATCAAGAAAGAAGATGGACTCAACAGC

*kkkhkkk kKK kkkhkkk Kk Kk kk *kk *k*k k% * Kk Kk Kk * Kk kK

AGCGGAGCTGACCGAGGAAAAGGCCTTAGCTTATTCATGCCTTTC---T
AGAGGAGCTGACTGAGGAGAAGGCCTTGGCTTACTCATGCCTCTCTTAG
AGATGAGCTTTCTGAGGAGAAGGCTCTTGCTTACTCGTGTCTCACTTAG
ACAAGAGCTTTCTGAGGAAAAGGCTTTAGCTCACTCTTGCCTCTCTTAG
TGAAGAACTCTCTGAGGAAAAGGCTTTGGCATACTCATGTCTTACTTAA

* Kk kK * kkkkKk khkkkk * Kk k * Kkk Kkk kK *
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Resultado do BLAST efectuado no NCBI, para a sequéncia de cDNA da Vac H* ATPase
da Annona cherimola.

XM _002275044.2 PREDICTED: Vitis vinifera V-type proton ATPase 16 kDa proteolipid st 483 483 95% 7e-133 85%

FQ394638.1 Vitis vinifera clone SS0AFA1Y)24 483 483 95% 7e-133 85%

FO388646.1 Vitis vinifera clone SSOAEB22YG14 483 483 95% 7e-133 85%

FQ387847.1 Vitis vinifera clone SSOAEB25YC17 483 483 95% 7e-133 85%

£Q379695.1 Vitis vinifera clone SSOAEA1YK22 483 483 95% 7e-133 85%

£Q379363.1 Vitis vinifera clone SSOAEB10YK16 483 483 95% 7e-133 85%

FQ391164.1 Vitis vinifera clone SSOAEB15Y103 483 483 95% 7e-133 85%

E 767, Vitis vinifera clone SSOAEB31YD10 483 483 95% 7e-133 85%

FQ378401.3 Vitis vinifera clone SSOAEB13YK20 483 483 95% 7e-133 85%

£Q378295.1 Vitis vinifera clone SSOAEB13YP17 483 483 95% 7e-133 85%

EQ378214.1 Vitis vinifera clone SSOAEB14YEOS 483 483 95% 7e-133 85%

FO385112.1 Vitis vinifera clone SSOAEB3YF11 483 483 95% 7e-133 85%

£Q389963.1 Vitis vinifera clone SSOAEB19YC20 483 483 95% 7e-133 85%

£Q383073.1 Vitis vinifera clone SSOAEB3YH11 479 479 95% 9e-132 85%

£Q394459.1 Vitis vinifera clone SSOAFA20YK17 477 477 95% 3e-131 85%

FQ397764.1 Vitis vinifera clone SSOAEBSYMO7 477 477 95% 3e-131 85%

FQ397734.1 Vitis vinifera clone SSOAEBSYN21 477 477 95% 3e-131 85%

£Q387294.1 Vitis vinifera clone SSOAEB27YBO1 477 477 95% 3e-131 85%

£Q386681.1 Vitis vinifera clone SSOAEB29YB19 477 477 95% 3e-131 85%

EQ378673.1 Vitis vinifera clone SSOAEB12YN16 477 477 95% 3e-131 85%

FQ350688.1 Vitis vinifera clone SSOAEB16YP21 477 477 95% 3e-131 85%

FQ390672.1 Vitis vinifera clone SSOAEB17YA1S 477 477 95% 3e-131 85%

£Q378278.1 Vitis vinifera clone SSOAEB14YA14 47 477 95% 3e-131 85%

£Q396455.1 Vitis vinifera clone SSOAEBIYN18 472 472 95% le-129 85%

X94999.1 M.crystallinum mRNA for V-type ATPase c subunit 468 468 95% 2e-128 84%

FQ389388.1 Vitis vinifera clone SSOAEB1YP24 466 466 95% 7e-128 84%

FQ397085.1 Vitis vinifera clone SSOAEB7YQ05 462 462 95% 9e-127 84%
XM_002510440.1 Ricinus communis vacuolar ATP synthase proteolipid subunit 1, 2, 3, § 436 436 94% Se-119 83%
CU223876.1 Populus EST from leave 436 436 93% Se-119 84%

AM111326.1 Plantago major mRNA for vacuolar H+-ATPase, subunit C 2 (VATPC2 ¢ 429 429 98% Se-117 83%

FQ387790. Vitis vinifera clone SSOAEB25YF09 425 425 93% le-115 83%

EQ386866.1 Vitis vinifera clone SSOAEB28YH20 425 425 93% le-115 83%

XM _002307663.1 Populus trichocarpa predicted protein, mRNA 425 425 93% le-115 83%
XM 0693.1 Populus trichocarpa predicted protein, mRNA 425 425 94% 1e-115 83% U G}
EF147761.1 Populus trichocarpa clone WS0124_N14 unknown mRNA 425 425 93% 1e-115 83%
EF145225.1 Populus trichocarpa clone WS01121_P07 unknown mRNA 425 425 94% le-115 83%
£Q397763.1 Vitis vinifera clone SSOAEBSYMO0S 420 420 93% Se-114 83%

EF145350.1 Populus trichocarpa clone WS01123_L06 unknown mRNA 420 420 94% Se-114 83% (U M|
NM_106215.3 Arabidopsis thaliana V-type proton ATPase proteolipid subunit c4 (AV 411 411 98% 3e-111 82% U E G M|
AY098985.1 Arabidopsis thaliana At1g75630/F10A5_17 mRNA, complete cds 4 411 98% 3e-111 82%
AF424574.1 Arabidopsis thaliana At1975630/F10AS_17 mRNA, complete cds a11 411 98% 3e-111 82%
Ladsga.y bidopsis thaliana vacuolar H+-pumping ATPase 16 kD proteolipid (i 411 an 98% 3e-111 s2% [EED
AK321452.1 Solanum lycopersicum cDNA, clone: LEFL1024DF03, HTC in leaf 405 405 93% 2e-109 82% m
AK246547,1 Solanum lycopersicum cDNA, clone: FC14BE07, HTC in fruit 405 405 93% 2e-109 82% (U M|
AK321734. Solanum lycopersicum cDNA, clone: LEFL1029AE04, HTC in leaf 399 399 93% 7e-108 82% m
BT012782.1 Lycopersicon esculentum clone 113772R, mRNA sequence 399 399 93% 7e-108 82% (U M|
£Q388185.1 Vitis vinifera clone SS0AEB23YP11 390 3%0 84% 4e-105 83%

NM _001198475.1 Arabidopsis thaliana V-type proton ATPase proteolipid subunit c4 (AV 331 331 73% 3e-87 83% UGM
CP002684.1 Arabidopsis thali chi 1, compl 248 248 57% 3e-62 82%

AC006434.5 Genomic sequence for Arabidopsis thaliana BAC F10AS, complete seq 248 248 57% 3e-62 82% E]
AF 7 Arabidopsis thaliana vacuolar H+-pumping ATPase 16 kDa subunit ¢ ig 237 237 57% 6e-59 82%
AM434100.1 Vitis vinifera, whole genome shotgun sequence, contig VV78X249052 148 148 24% 3e-32 89%

AM430559.2 Vitis vinifera contig VV78X111633.6, whole genome shotgun sequenc 130 130 22% le-26 87%

AC245332.3 Solanum lycopersicum strain Heinz 1706 chromosome 10 clone sle-51 108 216 24% Se-20 83%

AC244781.4 Solanum lycopersicum strain Heinz 1706 chromosome 10 clone hba-5: 108 216 24% Se-20 83%

AC244737.2 Solanum lycopersicum strain Heinz 1706 chromosome 10 clone hba-6¢ 108 216 24% Se-20 83%
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Alinhamento multiplo realizado para a Vac H" ATPase, utilizando o programa T-COFFEE

localizado na
bin/Tcoffee/tcoffee_cgi/index.cgi?stagel=1&daction=TCOFFEE::Regular).
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base de

dados ExPASy

ATGTCTTCTGCTGGCTTCAGCAGCGATGAAACTGCTCCGTTCTTCGGATT
ATGTCAACCGT---CTTCAATGGCGATGAAACGGCGCCGTTCTTCGGCTT
ATGGCTCCGGC---ATTTAGCGGCGATGAGACTGCTCCTTTCTTTGGGTT
ATGTCTTCTAC---CTTCAGCGGCGATGAAACTGCTCCTTTCTTCGGCTT
ATGTCTTCAAC---ATTCAGTGGAGATGAAACTGCGCCGTTCTTCGGATT

* Kk Kk K * * Kk Kk * khkkkk kk kk kk khkKkkhkk Ak kK

CCTTGGCGCTGCTGCTGCCCTCGTCTTCTCCTGCATGGGGGCTGCGTACG
CCTCGGCGCCGCTGCCGCTCTCGTCTTCTCCTGTATGGGAGCTGCGTATG
CCTTGGCGCTGCTGCTGCTCTCGTTTTCTCCTGCATGGGAGCTGCTTATG
CCTGGGAGCCGCTGCTGCCCTCGTCTTCTCCTGCATGGGTGCAGCCTACG
CCTTGGCGCTGCTGCCGCCCTCGTTTTCTCCTGCATGGGAGCTGCTTACG

kkk Kk kk kkhkkkk kk Kkkhkkkhkk KAhkkkhkkhkhkkhkk Ahkkkikk Kkk kk Kkk K

GGACTGCCAAGAGCGGGGTCGGTGTTGCCTCCATGGGAGTTATGAGGCCT
GAACGGCGAAGAGTGGTGTTGGAGTGGCATCAATGGGAGTGATGAGGCCT
GAACAGCCAAGAGCGGGGTTGGTGTGGCATCAATGGGTGTGATGAGACCG
GAACGGCGAAGAGTGGTGTTGGAGTGGCGTCGATGGGAGTCATGAGGCCT
GTACCGCGAAGAGTGGAGTTGGCGTTGCATCAATGGGTGTGATGCGACCA

* kk kk kkkkk kk kk kk kk kk kk kkkhkAk kA kAKX kA kK

GAGCTCGTGATGAAGTCAATCGTCCCAGTCGTTATGGCCGGTGTGTTAGG
GAGCTTGTGATGAAGTCAATTGTCCCAGTTGTTATGGCTGGTGTTTTGGG
GAGCTAGTGATGAAATCTATTGTTCCGGTGGTTATGGCAGGAGTTTTAGG
GAGCTGGTGATGAAGTCGATTGTTCCAGTGGTTATGGCTGGTGTGTTGGG
GAGCTCGTGATGAAATCCATAGTCCCGGTCGTTATGGCTGGAGTTTTGGG

kkkhkkhkk Kkkhkkhkhkkhkkhkkk kk kk kk kk kk KkAkkkkAkkkk kk ¥k K*Kk k%

TATTTATGGTTTGATCATAGCTGTGATTATCAGTACTGGAATTAATCCTA
TATTTATGGGTTGATTATTGCTGTGATTATCAGTACTGGGATTAACCCTA
TATATACGGTTTGATTATTGCTGTGATCATTAGTACAGGAATTAATCCCA
TATCTATGGTTTGATTATTGCTGTGATTATCAGCACTGGCATTAACCCCA
TATATACGGTCTGATTATTGCCGTGATTATCAGTACTGGTATTAACCCGA

*kk kk k%K khkkk kk kk kkkkk kk kk kk kk kAkkkkAk Ak KX

GGGCGAAGTCCTACTATCTCTTTGATGGGTATGCCCACCTCTCGTCGGGT
AGGCTAAATCTTACTATCTATTTGATGGTTATGCCCATCTCTCTTCTGGT
AGGCTAAATCCTATTATCTCTTCGACGGATACGCTCACCTCTCTTCTGGT
AGGCCAAGTCTTACTACCTTTTCGATGGGTATGCTCATCTCTCTTCCGGT

AGGCAAAATCCTATTATCTGTTCGATGGATATGCTCATCTTTCTTCTGGT
kxk kx kk kk kk kk Kk Kkk Kk Kkk kk kk Kk kk Kk Kkkk

CTTGCTTGCGGTCTTGCTGGGCTGTCTGCTGGAATGGCAATTGGAATCGT
CTTGCTTGTGGTCTTGCTGGTTTGTCTGCTGGTATGGCTATTGGTATTGT
CTCGCTTGTGGTCTCGCTGGTCTTTCTGCTGGTATGGCCATTGGCGTCGT
CTTGCTTGTGGATTGGCTGGTCTTGCTGCTGGGATGGCTATTGGGATCGT
CTCGCCTGTGGCCTCGCTGGTCTCTCTGCTGGTATGGCTATTGGCATCGT

* Kk Ak kkx k% *  kk Kk kk * *hkkhkhkhkhk khkkkk Kkhkkkx * kX%

CGGAGATGCTGGCGTTAGAGCCAATGCTCAGCAGCCAAAACTTTTTGTTG
TGGTGATGCTGGTGTTAGAGCCAATGCTCAGCAGCCAAAACTTTTCGTGG
TGGGGATGCTGGTGTTAGAGCTAATGCACAGCAGCCAAAGCTTTTTGTTG
TGGAGATGCCGGTGTCAGGGCTAATGCACAACAGCCAAAGCTTTTTGTTG

TGGTGATGCTGGTGTTAGAGCTAATGCCCAGCAACCAAAGCTTTTTGTTG
kk kkkokk kk kk kk kk kkkkk kk kk kkkkk kkkkk kk K

(http://tcoffee.vital-it.ch/cgi-
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GGATGATCCTCATTCTCATCTTTGCTGAAGCACTGGCACTTTATGGCCTT
GAATGATTCTTATTCTCATCTTTGCTGAAGCGCTTGCTCTCTACGGTCTC
GGATGATCCTCATTCTCATCTTTGCCGAAGCCTTGGCTCTCTATGGCCTT
GCATGATCCTTATCCTCATTTTCGCTGAAGCGTTGGCACTTTACGGTCTT
GTATGATCCTCATTCTCATCTTTGCTGAAGCACTGGCCCTTTACGGTCTC

* khkkkk khk kk khkkkk kk kk kA Kkh Kk * kk kk kk kk kK

ATCGTGGGCATCATCTTACTATTCCGAGCTGGTCAATCTCGGGCAG---A
ATTGTCGGTATCATCTTGTCTTCCCGAGCTGGACAGTCAAGGGCAGATTA
ATTGTTGGGATCATACTTTCGTCCCGAGCTGGTCAGTCAAGAGCTGAGTA
ATCGTCGGGATCATTCTGTCTTCACGAGCTGGCCAATCTAGAGCTGATTA
ATTGTTGGCATCATTCTCTCCTCCCGAGCTGGTCAATCGAGAGCTGAGTA

*k kk kK KkkkkKk * * kkkkhkhkkkikk Kkk kK * kk K *

e e
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