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1. INTRODUCAO

Em condigbes naturais, ou mesmo de cultivo in vitro, as plantas estao
constantemente expostas a adversidades que causam interferéncia em sua
homeostase. Situacdes que provoquem disturbios de ordem fisiolégica reduzem a
eficiéncia das plantas acarretando perdas de produtividade e reducdo na
producdo dos sistemas agricolas (Taiz e Zeiger, 2004). Os diferentes tipos de
estresses podem acarretar acimulo excessivo de espécies reativas de oxigénio
(EROs) nas células vegetais, dentre elas o peroxido de hidrogénio (H.O;) (Moller
et al. 2007). Para evitar danos oxidativos, a concentracdo das EROs é mantida
em niveis ndo toxicos, na maioria das vezes por meio de mecanismos
antioxidantes enzimaticos (Foyer e Noctor 2003; Moller et al. 2007). Dentre os
mecanismos enzimaticos envolvidos, destacamos as catalases (CATSs), como
agentes de importancia vegetal quando os espécimes estdo submetidos as
condicbes adversas de salinidade. Portanto, as catalases vegetais sao
importantes marcadores moleculares de estresse vegetal (Ferreira, 2008) e sua
deteccdo em determinado tecido vegetal indica que o mesmo esta sofrendo algum
tipo de estresse.

O arroz é terceira mercadoria mais produzida no mundo, sendo também o
segundo cereal em produtividade, totalizando mais de 722 milhdes de toneladas
em todo o mundo (FAOSTAT, 2015). Diante deste fato, o arroz assume uma
grande importancia social e econdmica, uma vez que segundo estimativas do
International Rice Research Institute (IRRI, 2015), cerca de metade da populacdo
mundial dependem do arroz para se alimentar.

A deteccdo de catalase em tecidos vegetais pode ser realizada por técnicas
que quantifiquem a expressao génica a nivel de mRNA (Sreenivasulu et al.,
2007). Porém, existe controle de expressdo génica a nivel pds-transcricional,
provocando diferencas entre os niveis de mRNA de um determinado gene e a
guantidade de proteina realmente expressa (Ferreira, 2008). Desta forma, a
deteccdo de catalase a nivel proteico resolve este problema. Para isso, existem
técnicas de elevado custo financeiro, tais como espectrometrias de massa, e
outras mais acessiveis, como deteccao imunoldgica da proteina por anticorpos
especificos em técnicas como Western blotting (WB) semi-quantitativo, Ensaio de
Imunoadsorcdo Enzimatica (ELISA) e Imunofluorescéncia (IFA). A abordagem de
deteccdo imunologica de proteinas expressas em tecidos vegetais carece de
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insumos tais como anticorpos especificos contra catalase de arroz. O objetivo
deste trabalho foi clonar um fragmento do gene que expressa catalase isoforma A
(CATA), obter a proteina recombinante correspondente e produzir anticorpos
policlonais capazes de reconhecer a proteina nativa em O. sativa, a fim de
detectar o estresse em diferentes condicoes.

2. METODOLOGIA

Analisando a sequéncia de aminoacidos de CATA de O. sativa cultivar
Japonica, foi selecionado um fragmento predito como hidrofilico, correspondente
aos aminoacidos 1003-1431. O fragmento de 510 pb foi amplificado por PCR e
clonado no vetor pAE de expressdo em Escherichia coli (pAE/CAT), segundo
protocolo ja estabelecido (SAMBROOK & RUSSEL, 2001). O vetor recombinante
foi submetido a sequenciamento para confirmar a construgcédo correta do mesmo.
O vetor recombinante foi inserido em E. coli BL21(DE3) Star™ por choque térmico
e em seguida, a cepa foi cultivada em 25 mL de LB liquido com ampicilina
(LB/AMP) por 16h, a 37°C sob agitacéo. Este cultivo foi utilizado para inocular 500
mL de LB/AMP e incubado nas mesmas condic¢des até atingir a fase exponencial,
guando a expressao da proteina recombinante foi induzida com 1 M de IPTG por
3 h. As células foram coletadas por centrifugacdo, solubilizadas em tampéao de
purificacdo de proteinas recombinantes e lisadas por sonicacdo. ApOs nova
centrifugacéo o pellet foi ressuspendido no mesmo tampéo, agora contendo uréia,
e hnovamente centrifugado. Ambos sobrenadantes foram avaliados em
eletroforese em gel de acrilamida (SDS-PAGE) para identificar a solubilidade da
proteina recombinante expressa. Catalase recombinante foi purificada por
cromatografia de afinidade ao niquel. As aliquotas da purificacdo foram
verificadas em SDS-PAGE e aquelas contendo proteina pura foram combinadas
para didlise contra tampéao fosfato-salino (PBS). rCAT purificada foi observada por
SDS-PAGE e Western blot (WB) utilizando anticorpo monoclonal anti-6xHis e
quantificada utilizando o método BCA por kit comercial (Pierce/Thermo Scient.).

Dois ratos Wistar fémeas (Rattus norvegicus) de 4-6 semanas foram
utilizados para obtenc¢ao do anticorpo policlonal contra CATA. Foram realizadas
trés imunizacles, por injecdes via intraperitoneal, com intervalo de 3 semanas
entre a primeira imunizagéo e primeira dose de reforgco, e duas semanas entre a
primeira e segunda dose de reforco. Cada dose era composta de 50 pg da
proteina recombinante diluida para 300 ul de PBS e emulsificada com o0 mesmo
volume de adjuvante de Freund completo na primeira dose e incompleto nas 2
doses refor¢o. Por fim, os animais foram eutanasiados por aprofundamento de
anestesia por isofurano, seguido de exsanguinacdo cardiaca. O sangue foi
centrifugado a 5000xg, 10 min, 4 °C, e o soro contendo anticorpos contra rCATA
foi separado, aliquotado e armazenado a -20 °C. O soro foi avaliado por WB
guanto a sensibilidade e especificidade de deteccdo de rCATA. Para isso,
diferentes concentragbes da proteina recombinante foram separadas em SDS-
PAGE (1,5-100 ng/linha), juntamente com controle negativo composto de extrato
bruto de E. coli. Ap6s SDS-PAGE as proteinas foram eletrotransferidas para uma
membrana de nitrocelulose. O bloqueio das ligacdes inespecificas foi realizado
pela incubacdo em leite em pd 5% por 16h a 4 °C, sob agitacdo. Em seguida, o
anticorpo policlonal foi diluido 1:3000 em solucdo de bloqueio e adicionado a
membrana, com incubacgdo a temperatura ambiente, por 1 h sob agitacdo. Apos 3
lavagens com PBS-T (PBS + 0.05% de Tween 20), uma nova incubacédo nas
mesmas condi¢cdes foi realizada, desta vez com anticorpo antilgG de rato
conjugado com peroxidase na diluicdo 1:3000. A reacao foi desenvolvida pela
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adicdo de peréxido de hidrogénio e diaminobenzidina. Os procedimentos com
animais foram aprovados pelo Conselho de Etica em Experimentagdo Animal
(CEEA) da UFPel, processo n°® 1972-2016.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A sequéncia codificadora da rCAT foi eficientemente clonado no vetor pAE,
conforme demonstrado no sequenciamento do vetor recombinante. Depois da
inducdo com IPTG, as células de E.coli BL21(DE3) Star expressaram uma
proteina recombinante de aproximadamente 19 kDa, correspondente ao
fragmento de rCAT (Fig 1A). O fragmento proteico foi purificado por cromatografia
de afinidade ao niquel (Fig. 1A) e reconhecida pelo WB utilizando anticorpo anti-
6xHis (Fig. 1B). A obtencao do soro advindo dos ratos foi realizada com sucesso.
No Western blotting, (Fig.2) o anticorpo policlonal anti-calatase recombinate (pAb
anti-rCAT) foi capaz de reagir com a proteina na sua forma recombinante,
reconhecendo a banda com peso molecular de 19kDa, revelando assim a
eficiencia na producdo e reconhecimento de tais anticorpos ate a quantidade de
6,25 ng de proteina. Apesar de ter conter uma banda mais abaixo a catalase, esta
nao deve vir a interferir no prosseguimento da pesquisa, uma vez que pode se
caracaterizar como alguma proteina de E. Coli advinda da purificacéo
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Figura 1

Figural: Caracaterezacdo geral da proteina recombinate A.Eletroforese em gel de
policrilamida 12% mostrando a rCAT apoés processo de cromatrofgrafia e liofilizacdo da
proteina. 1.rCAT purificada com aproximadamentel9kDa. 2. Proteina de peso molecular
conhecido 16kDa B: Western blotting utilizando anticorpo anti-6xHis, com intencéo de se
confirmar a expressdo da proteina recombinante. 1. Marcador de peso molecular
(Rainbow protein marker full range — BioRad) 2. Indicacdo dos fragmento recombiante
apresentando-se com 19kDa 3. Proteina de peso molecular conhecido 16kDa.

Figura 2
Figura 2: Western blotting para a caracterizacdo do pAbs anti-rCat. 1:Marcador de peso
molecular (Rainbow protein marker full range — BioRad) 2: 100ng de rCAT; 3: 50ng de
rCAT; 4: 25ng de rCAT; 5: 12,5ng de rCAT; 6: 6,25ng de rCAT; 7:3.125 ng de rCAT; 8:
1,56ng de rCAT.
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4. CONCLUSOES

Os pAbs anti-rCAT produzidos foram capazes de reconhecer o fragmento
proteico recombinante da catalase. Nossos préximos avancos, incluem a
realizacdo da prote6mica e desta forma a confirmacdo que o anticorpo reconhece
a proteina nativa. Esses pAbs podem ser utilizados em pesquisas visando a
deteccdo de plantas de arroz que se mostrem resisténtes ou tolerantes ao
estresse causado quando submetidas a condicbes adversas, uma vez que
superexpressao tal proteina.
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