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1. INTRODUCAQO




E conhecido que as células apresentam amplo grau de motilidade, como,
por exemplo, moverem através de substratos, emitir projecdes de membranas,
realizarem movimentos intracelulares, que na sua maioria sdo essénciais ao
desenvolvimento, crescimento € manutengdo celular; bem como de importancia
para o desempenho de fungdes especiais em organismos multicelulares.

Essa variedade de movimentos exige um complexo de proteinas
filamentosas (citoesqueleto) e a participacdo de diversas proteinas motoras
(motores moleculares). Proteinas motoras sdo caracterizadas por se ligarem a
filamentos de actina ou microtululos na auséncia de ATP e hidrolisa-lo
convertendo parte de sua energia quimica em forga motriz (Warrik € Spudich,
1987; Endow e Titus, 1992).

O conhecimento a respeito da estrutura, fungdo e regulagdo destas
proteinas motoras advém, principalmente, dos estudos de células animais ¢ de
organismos inferiores. Embora sejam detectados sistemas vegetais de alta
motilidade como, por exemplo, formagdo e crescimento do tubo polinico e
curvatura da gavinha, existe ainda pouca informagdo em relagdo a
caracterizagdo bioquimica ¢ ao papel molecular de motores moleculares nestes

sistemas.

1.1. O citoesqueleto

As células eucarioticas apresentam trés classes principais de fibras do

citoesqueleto: a) microtubulos, constituidos de o e [ tubulina; b)

microfilamentos que correspondem a F-actina e c) filamentos intermediarios.

Microtubulos sdo estruturas longas com cerca de 100 um, constituidos
de o e B tubulina em forma de tubos com didmetro interno e externo de 15 e 25
nm, respectivamente. Apresentam uma regido organizadora (microtubule

organinizing centers-MTOCs) constituida em parte por y-tubulina ¢ que
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caracteriza o ponto de inicio da formagdo da estrutura polimérica (extremidade
-), a extremidade oposta (distal) com a capacidade de incorporagdo de novos
monomeros (o € P-tubulina), gragas a hidrolise de GTP, ¢ denominada
extremidade mais [+] (Figura 01).

S30 essenciais na organizagdo intracelular, no transporte de vesiculas, de
granulos de pigmentos, no movimento de cilios ¢ flagelos e na segregagdo dos

cromossomos, durante processos de divisdo celular (Wallin e Stromberg,

1995).

FIGURA 01: Representagio esquematica da estrutura de um microtubulo
constituido de « e P tubulina ¢ centro de organizagdo (y-
tubulina).

Adaptagio Eckland Mandelkow (1995) in: Trends in Cell
Biology.

Microfilamentos possuem entre 6 a 7 nm sendo contituidos de
filamentos de actina arranjados um em torno do outro. A actina ¢ constituida

de uma Unica cadeia polipeptidica de 375 residuos de aminoacidos e é



abundante em células na forma despolimerizada (G-actina). Processos de
despolimerizagdo e de polimerizagdo de tais moléculas estdo intimamente

relacionados com modificagdes morfoldgicas e diviso celular (Figura 02).

FIGURA 02: Representagdo esquematica de filamentos de actina.
Adaptado de Lubert Stryer. Bioquimica. 3. Ed. Guanabara (1987).
Os filamentos intermediarios sdo classificados em cinco tipos. Os tipos I
e II sdo constituidos de queratina e encontrados em células epiteliais. O tipo III
constitui-se de vimentina, desmina, e outros, enquanto o tipo IV
(neurofilamentos) sdo filamentos tipicos de células neuronais. O ultimo, tipo V,

sdo representados pelas laminas (Steinert e Lein, 1990 Apud Patussi, 1996).

1.2. Motores moleculares

Existem trés familias de motores moleculares: Miosina, cinesina €
dineina citoplasmatica. As miosinas realizam movimentos ao longo de
filamentos de actina, enquanto cinesina e dineina utilizam microtubulos como
suporte (Endow e Titus, 1992; Cheney e Mooseker, 1992; Walter e Sheetz,
1993).

1.2.1. Miosina
As miosinas caracterizam-se pela habilidade de interagirem fortemente

com F-actina na auséncia de ATP e possuir atividade adenosina trifosfatase

(ATPasica) estimulada por esta, sob condigoes fisiologicas (Korn e Hammer,



1988; Cheney et al, 1993). Esta familia tem um dominio motor globular
amplamente conservado na regido N-terminal e ligado a este dominio tem-se
diferentes tipos de caudas, regido C-terminal.

A primeira proteina desta familia a ser estudada foi isolada de musculo
esquelético e designada de miosina Il ou miosina convencional. A miosina II €
constituida de duas cadeias polipeptideas de aproximadamente 200 kd cada.
Estas cadeias constituem-se em dois dominios motores globulares justapostos
na extremidade N-terminal, enquanto na por¢do C-terminal, as mesmas estao
unidas entre si produzindo uma estrutura filamentosa (Warrik e Spudich,
1987).

Posteriormente, outra proteina com caracteristica bioquimica similar a
miosina II (isolada de Acantamoeba) foi identificada. Embora houvesse
similaridade desta nova proteina a miosina II, sua constitui¢do era determinada
por uma unica cadeia polipeptidica pesada (tnico dominio motor) e
apresentava peso molecular inferior 4 extraida de musculo esquelético (Pollard
e Korn, 1973). Estudos posteriores determinaram a ocorréncia de uma proteina
similar em intestino de vertebrados (Collins ¢ Borysenso, 1984) ¢ em
Dictyostelium (Coté et al, 1985). Tal proteina foi denominada de miosina [ ou
miosina ndo convensional, em razdo da grande homologia encontrada nas
sequéncias de aminoacidos (regido N-terminal) com miosina II.

Ultimamente, vérias classes de proteinas foram incluidas nesta familia, o
que se concretizou basicamente pela identificagdo e dedugdo, através da
sequéncia de DNA e da estrutura primaria do dominio motor destas proteinas.
Sob este aspecto, tais proteinas puderam ser classificadas filogeneticamente e
representam classes que se estabeleceram em estagios evolutivos distintos.

Os membros desta familia desempenham inumeras fungdes de

importancia celular, dentre elas destacam-se: processos de contragao muscular,



divisdo celular e movimentos intracelulares, especialmente de vesiculas e

organelas (Espreafico et al, 1992).

1.2.2. Cinesina

A cinesina possui aproximadamente 360 kd e consiste de duas cadeias
pesadas entre 110 e 130 kd e duas cadeias leves de 60 €70 kd (Kuznetsov et
al, 1988; Bloom et al, 1988). A cadeia pesada ¢ segmentada e pode ser
dividida em trés dominios; um dominio globular (dominio motor) que apresenta
sitios ligantes de ATP e microtibulos. Esse dominio ¢ responsavel pela fungdo
mecanoquimica da molécula (Scholey et al, 1989). Um segundo dominio, que ¢
o responsavel pela dimerizagdo da molécula (Yang et al, 1989) apresenta-se
constituido de uma super hélice de a-hélice. O terceiro dominio € uma regido,
geralmente carregada positivamente (C-terminal), que contém sitios ligantes
para cadeias leves (Hirokana et al, 1989) e parece exercer um papel de
elemento de regulagio na atividade motora da molécula. Semelhante as
miosinas, a regido dominio motor da proteina ¢ amplamente conservada,
enquanto as regides nio motoras possuem baixa homologia nas sequéncias de
aminoacidos.

Evidéncias indicam que cinesinas sdo ATPases motoras responsaveis
pelo transporte de organelas e vesiculas dirigidas para a extremidade (+) de
microtibulos, ou seja, transporte dirigido para as extremidades de
“crescimento” dos microtubulos. Estudos do transporte de vesiculas em
células, em extrato celular e em dispersdo de pigmentos, demonstram que ha
supressdo deste transporte especializado (para a extremidade +), quando estes
sistemas sdo tratados com anticorpos especificos para cinesina (Vale et al,

1985: Blady et al, 1990; Bomsei et al, 1990; Rodionov et al, 1991).



1.2.3. Dineina citoplasmatica

A dineina citoplasmatica foi identificada inicialmente em ovos de ourigo
do mar (Weisenberg e Taylor, 1963), ¢ apresenta-se amplamente distribuida na
natureza. A molécula possui aproximadamente 1200 kd, sendo formada por um
complexo de multisubunidades constituidas por duas cadeias em torno de 400
kd , duas a trés cadeias intermediarias entre 70 e 74 kd e um numero variavel
de cadeias leves entre 40 ¢ 60 kd (Paschal et al, 1987; Schroer et al, 1989). As
duas cadeias pesadas sdo semelhantes ¢ possuem um dominio globular e
extremidade amino terminal (Valle et al, 1988).

A dineina possui alta afinidade por microtibulos na auséncia de ATP ¢
possui atividade motora dirigida para a extremidade (-) de microtubulos.
Apesar da dineina possuir a capacidade de hidrolizar outros nucleotideos
trifosfatado, somente a hidrolise de ATP é estimulada por microtubulos e
suporta a realizagdo de for¢a motriz (Ley et al, 1987; Paschal et al, 1987).

Estudos revelam que a dineina citoplasmatica esta presente em vesiculas
sindpticas purificadas, ¢ que, ocorre um alto grau de especificidade entre
interagdo vesicula-dineina. Esta associagdo, ndo pode ser revertida pela
presenca de ATP, sugerindo que, a regido de interagdo com a vesicula nao
compreende o dominio motor.

A dineina citoplasmatica parece estar envolvida no transporte de
organelas dirigidas para a extremidade (-) em neurdnios e no transporte de

cromossomos de células em divisdo (Walker e Sheetz, 1993).



1.3. Motores moleculares e movimentos vegetais

O tubo polinico é uma estrutura que tem sua origem em um dos
constituintes bicelulares do gametofito masculino: a célula do tubo. O tubo
polinico exerce importante fun¢do na reprodugdo das fanerogamas (vegetais
superiores), uma vez que representa o elemento de condugdo dos nucleos
espermaticos até o gametofito feminino .

O tubo polinico possui tanto aparato citoesquelético constituido de
actina (Taylor, 1989) quanto de microtibulos (Heslop-Harrison, 1988); bem
como também motores moleculares que realizam movimentos ao longo de
proteinas do citoesqueleto (Tang 1989; Tiezze e Moscatelli, 1992). Anticorpos
especificos para miosina reconhecem, em Western Blotting, uma proteina
relacionada a esse motor molecular em tubo polinico de Nicotiana sp € estudos
de imunofluoréscencia sugerem que tal proteina esteja associada as superficies
de organelas e nucleos espermaticos (Tang, 1989). Recentemente, fo1 mostrado
que anticorpo especifico para cinesina reconhece dois polipeptideos (108/100
kd) de tubos polinicos de Nicotiana tabacum e técnica de imunofluoréscencia
mostra o acimulo de cinesina na regido apical do tubo polinico e superficies de
vesiculas (Tiezzi e Moscatelli, 1992).

A gavinha apresenta um movimento tipico de curvatura, que ¢ um
processo altamente dependente da hidrolise de ATP (Jafe e Galston, 1966 apud
Yong-Ze e Yen, 1989). Yong-Ze (1989) identificou actina € miosina em
gavinha de ervilha sugerindo que tais eventos de curvatura s3o dependente de

sistema actomiosina.



1.4. Descricao Botanica da Flor de algodao (Gossypium hirsutum).

A flor é o aparelho de reprodugdo sexuada dos vegetais superiores. Uma
flor completa ¢ formada por quatro conjuntos de pegas florais, bem distintos
(verticilios), estes conjuntos recebem as seguintes denominacdes: calice
(conjunto de sépalas), corola (conjunto de pétalas), androceu (aparelho
reprodutor masculino) e pistilo ou gineceu (aparelho reprodutor feminino).

No caso de Gossypium hirsutum, as flores sdo completas (apresentam
todos os quatro verticilios) e hermafroditas (tanto abrigam o aparelho
reprodutor feminino quanto masculino). O calice, o verticilio floral mais
externo € um orgdo reduzido e de protegdo, apresentando cinco sépalas unidas
e truncadas. A corola é formada por cinco pétalas separadas que apresentam
coloragdo variando de branco creme a amarelo. O androceu caracteriza-se por
constituir uma coluna estaminal que parte do ovario até a regido estigmatica
(estigma: parte superior do aparelho reprodutor feminino que recebe os graos
de pdlen). Os filetes (3 a 6 mm), ligados cada um a uma antera, estio alinhados
em cinco hinhas duplas, longitudinais e pouco nitidas. As anteras (estruturas
que resguardam os graos de polen) sdo providas de duas bolsas riniformes e se
prendem ao filete pela parte central (Kassab, 1986).

Os grdos de polen sdo bem caracteristicos, geralmente esféricos de
coloragdo amarelada com espiculas bem evidentes, tipicas da familia
Malvaceae. O pistilo compoe-se de um ovario, um estilete longo € um estigma

tripartido curto (Kassab, 1986).



FIGURA 03: Hior de Gos
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1.5. A gavinha.

A gavinha ¢ um apéndice geralmente curvo, fino e dindmico que
basicamente corresponde em arquitetura tecidual a estrutura foliar ou caulinar
(figura 04).

Esse apéndice fundamentalmente exerce a fungdo de elemento de

propagagdo vegetativa, uma vez que representa a entidade de elongamento e

fixagdo do vegetal aos mais diversos substratos.

FIGURA 04: ¢ :avinha de
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2. OBJETIVO

O presente trabalho tem como objetivo identificar e caracterizar parcialmente a
atividade ATPasica de grio de polen e tubo polinico de Gossypium hirsutum €
gavinha de Passiflora sp, como indicativo preliminar da presenga de motores
moleculares nestas estruturas. Também foi de nosso interesse o estudo inicial,
do ponto estrutural e morfologico, do grao de polen e tubo polinico de
Gossypium hirsutum.



3. METODOLOGIA

13
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3.1. Crescimento do tubo polinico.

Os graos de polen de Gossypium hirsutum foram depositados sobre
placas de vidro (130 cm?) (grios de polen de duas flores, para cada placa)
recobertas por celofane umidecido previamene com meio de germinagdo
(Sacarose 10%, Cloreto de Calcio 2,5 mM, Cloreto de Magnésio 2,5 mM, pH
6,8). Para a germinagdo, os graos de polen foram expostos, durante 1 hora a
luz (quatro lampadas fluorescentes) e colocados em camara timida por 60
minutos. A temperatura local variou de 27 °C a 30 °C.

Para a avaliagdo de crescimento de tubo polinico foi contado o
porcentual de formagdo em 50 pequenas areas de 0,14 cm’, o que corresponde
a 5% da area total da placa. Através destas amostragens foi deduzido a

porcentagem total de germinagdo para cada espécie.
3.2 . Coloracao e visualizagdo de grios de polen.
3.2.1. Microscopia Optica de Fluorescéncia.

Os grios de polen e tubos polinicos foram corados diretamente com
solugdo corante constituida de azul de anilina 0,1% e K2PO4 0,1 M. A solugéo
corante complexa-se, essencialmente com depositos de calose (depositada
sobre o grio de polen ou como parte de "plugues" citoplasmaticos, a nivel de
tubo polinico) produzindo intensa fluorescéncia quando esposta a luz
ultravioleta.

Para a coloracio in vivo, grios de polen e tubos polinicos presente em

pistilos (aparelho reprodutor feminino), foram fixados em alcool 70% (48

horas) e sofreram pré-tratameto, com NaOH 9 N, durante 15 minutos a 60 °C.
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Apds o pré-tratamento os pistilos foram lavados em dgua deionizada (para
retirada do NaOH) e submetidos a imersdo em solugdo corante.
A microscopia desenvolveu-se em microscopio de epifluorescéncia, com

iluminagdo em luz ultra-violeta com filtro na faixa de 450 nm (Martin, 1959).

3.2.2. Microscopia de Varredura.

Os grios de polen foram fixados “overnight” em solugdo fixadora
(glutaraldeido 2%, paraformaldeido 2%) tamponado com tampao C (cacodilato
de sédio 0,05 M, pH 7.2). Apés a fixagdo, foram lavados em tampao C.

Os grios de polen foram aderidos em pelicula poli-lisina 0,1% em TBS
(15 minutos) e novamente lavados em tampao C. Os grdos de pélen aderidos
foram pos-fixados em tetroxido de 6smio 1%, tamponado em tampao C, por
duas horas. Posteriormente, receberam nova lavagem em tampao C.

Os grios de polen (aderidos e lavados), foram desidratados
sucessivamente em bateria de acetona (1X 30%, 50%, 70%, 90% ¢ 2x
100%), por quinze minutos cada. Seguida a desidratagdo por acetona, 0s graos
de polens foram levados ao ponto critico. Ultimamente, receberam banho de
ouro puverizado (180 segundos).

A visualizagdo foi desenvolvida em microscopio Geol.

3.3. Coleta e obtencio do extrato de polen e tubo polinico.

Polens germinados e ndo germinados (de duas flores) de Gossypium
hirsutum foram coletados pela adi¢do, em cada placa, de 500 ul de tampdo TC
( Imidazol-HC1 50 mM pH 8.0, EDTA 10 mM, DTT 1 mM, Benzamidina
1mM, PMSF 0,3 mM). Sendo que o coletado foi homogeneizado em TC
acrescido de 5 mM de ATP, submetido a centrifugagdo 8.000 x g por 20



16

minutos & 4 °C. Posteriormente, tanto o sobrenadante quanto a fragdo
particulada resultantes da centrifugagdo foram submetidas a dialise contra
tampdo TD (Imidazol-HC1 20 mM pH 8.0, DTT 0,1mM e EDTA 0,1 mM)
para retirada de ATP (Esquema 01).

3.4. Preparacio de Sobrenadante de Gavinha de Passiflora sp.

As gavinhas foram coletadas em solugdo salina a temperatura de 2 °C.
Em seguida, foram homogeneizadas em tampao de extragdo T. E. (Imidazol-
HCI 50 mM pH 7.2, EDTA 10 mM, B-mercaptoetanol 1 mM e PMSF 0,3
mM); na propor¢ao de 2 ml de Tampao para cada grama de gavinha.

O homogeneizado foi filtrado em gaze e posteriormente sofreu
centrifugagio a 38.900 x g durante 40 minutos, a 4 °C. Ao sobrenadante (S1)
acrescenta-se sulfato de amonio a 30% de saturacao, sob agitagao em banho de
gelo, seguido de nova centrifugacio a 34.000 x g por 20 minutos, 4 °C.

O sobrenadante resultante (S2) foi submetido a novo tratamento, sob as
mesmas condigdes, com sal a 50% de saturagdo e centrifugado a 34.000 x g
durante 20 minutos, 4 °C. O sobrenadante (S3) foi coletado e mantido a 4 °C

(Esquema 02).
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ESQUEMA 01: Preparaciio de sobrenadante de extrato de Polen e Tubo
polinico de Gossypinum hirsutum.

®
* EXTRATO DE ] POLEN
ETUBO POLINICO
Homogeneizacdo do extrato em
- tampéo C (Imidazol 50 mM pH
PLACA DE 130 Cm
8.0, EDTA 10 mM, DTT | mM,
Benzamidina 1mM, PMSF 0,3
mM), acrescido de ATP 5 mM.
HOMOGENEIZADO
Centrifuga¢do a 8000 x g,
durante 20 minutos , 4 ~C.
Sobrenadante {S) Precipitado (P)

* Polens germinados e ndo germinados foram coletados pela adigdo de 500 ul de tampao C.
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ESQUEMA 02: Preparacio e Fracionamento de Sobrenadante de gavinha de
Passiflora sp.

GAVINHA DE Passiflora sp.

Homogeneizagdo em tampdo de
extra¢do T.E (Imidazol-HCL 50mM,
pH 72, EDTA 10 mM, B-
mercaptoetanol 1mM e PMSF 0,3
mM), na proporgdo de 2ml de
tampdo para cada grama de
gavinha,4 °C.

HOMOGENEIZADO

38.900 g x 40 minutos (4 °C).

P1

(NH,4)>80,4 30% de saturagdo
34.000 g x 20 minutos (4 °C).

|

P2

(NH4),SO4 50% de saturagdo
34.000 g x 20 minutos, (4 °C).
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3.5. Fracionamento de S3 de Gavinha em Coluna de DEAE-Sepharose.

A Cromatografia em coluna de DEAE-Sepharose desenvolveu-se em
camara fria, a uma temperatura média de 6 °C e o perfil cromatografico foi
acompanhado através da absorbancia a 280 nm.

A coluna (10 ml de resina) foi previamente equilibrada com 10 volumes
de tampdo de equilibrio (Imidazol-HC1 10 mM pH 8.0, EDTA 0,1 mM eDTT
0,1mM). O sobrenadante S3 (25 ml) foi aplicado em DEAE-Sepharose com
fluxo de 10 gotas por minutos. Posteriormente a aplicagdo, a coluna foi lavada
com o proprio tampdo de equilibrio.

Proteinas retidas foram eluidas em tampao Imidazol-HCI 10 mM pH 7.2,
EDTA 0,1 mM e DTT 0,1 mM, em gradiente de 0-300 mM de NaCl, seguida
de eluigdo com 600 mM de NaCl.

3.6. SDS-PAGE

Os perfis de polipeptideos, obtido a partir de gavinha ou de extrato do
pélen e tubo polinicos, foi analisado em eletroforese em gel de poliacrilamida
com dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) usando o sistema com tampao
descontinuo descrito por Laemmli (1970) e sistemas de placas empregado por
Studier (1973).

O gel de separagio foi preparado com Tris-HCI 375 mM pH 8.8, dodecil
sulfato de sodio (SDS) 0,1 %, EDTA 2 mM, acrilamida: bisacrilamida (30:8)
TEMED 0.05% e persulfato de aménio 0,35%. O volume de
acrilamida:bisacrilamida utilizada foi determinada pela concentragdo desejada
do gel (12%). O gel de empilhamento foi preparado com Tris-HCI 125 mM pH
6.8, EDTA 2mM, SDS 0,1%, acrilamida:bisacrilamida 5%, TEMED 0,12% ¢

persulfato de amonio 0,12%.
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O tampdo eletrodo inferior utilizado contém: Tris-HCI 100 mM pH 8.3,
EDTA 7.8 mM, SDS 0,3% e o superior além dos constituintes citados ainda
apresenta glicma 0,77 M

A 100 pl de amostra foi adicionado 50 ul de solugdo STOP (Tris-HCl
62,5 mM pH 6.8, SDS 1%, azul de bromofenol 0,25% ¢ glicerol 10%).
Posteriormente, a mistura recebeu 10 ul de B-mercaptoetanol € foi aquecida
em agua fervente por dois minutos. A “corrida” desenvolveu-se a 20 mA. Os

geis foram corados com Coomassie Blue (R-250).
3.7. Dosagem de Proteinas

As proteinas foram dosadas pelo método de Bradford. Para a conversao
da absorbancia em concentrag¢do de proteina foi utilizada uma curva padréo de
soro albumina bovina (Bradford, 1976).

As dosagens foram feitas em duplicatas ¢ em cada experimento

confeccionou-se nova curva padrdo (BSA).
3.8. Dosagem da atividade ATPasica

A atividade ATPasica foi determinada por meio da medida do fosfato
inorganico (Pi) liberado da hidrolise de ATP, através da dosagem colorimétrica
desenvolvida por Heinonen e Lahtti (1981).

A reagdo foi iniciada com ATP 1 mM, sob incubagio de 15 a 30 minutos
a 37 °C. A reagédo foi finalizada com a propria solugdo de dosagem (dois
volumes de acetona PA, um de molibidato de aménia 10 mM e um de acido
sulfirico 5 N), seguido de adigdo de 200 ul de acido citrico 1 M (quinze
segundos apdés ao acrescimo da solugdo de dosagem). O acido citrico

adicionado tem a fun¢do de complexar com o molibidato livre.
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As determinagdes foram feitas em duplicatas para cada experimento e foi

utilizado a média de cinco melhores dosagens como resultado.

Atividade MgCl, CaCl, KCl KCl EDTA
ATPasica SmM 3,2 mM 60 mM 600 mM 2 mM
Mg™ X
Ca™" X
' K-EDTA X X
A K-EDTA X X

O meio de reacio para Mg -ATPase e Ca"-ATPase contém Imidazol-

HC1 25 mM pH 7.0, EDTA 1 mM, KCI 60 mM, DTT 1 mM e MgCl, §
mM ou CaCl; 3,2 mM. A K/EDTA-ATPase foi desenvolvida em meio de
reacio contendo Imidazol 25 mM pH 8.0, EDTA 0,5 mM, DTT 0,2 mM.



4. RESULTADOS

22



4.1. Dosagem de proteina e da atividade ATPasica

Para a conversdo da absorbidncia em concentragdo de proteina ou
concentracdo de fosfato, foram confeccionadas curvas de concentragdes
conhecidas destes compostos conforme descrito em material e métodos; € as
respectivas absorbancias foram acompanhadas a 595 nm e 355 nm (Figuras 5 e
6).

AbsorbAncia 995 nmm

Proteina {pg/ml)

FIGURA 05: Curva de Soro Albumina Bovina (BSA).
Curva confeccionada com soro albumina bovina, utilizada para
conversdo da absorbancia (595nm) em concentragdo de proteina.
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Absorbancia 355 nm

ﬁmules de P1 ﬂ

FIGURA 06: Curva padrio de fosfate inorganico.
Curva confeccionada com KH,PO, (2 mM) e utilizada para
determinag¢do da quantidade de fosfato liberado na hidrélise do ATP.
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4.2. Germinacio e morfologia de grios de pélen de Gossypium hirsutum

No sentido de otimizarmos as condi¢des ideais para a formagdo e
crescimento de tubo polinico de grios de polen de Gossypium hirsutum
(algoddo), realizamos uma série de ensaios. Esses nos possibilitaram a
descoberta de um sistema simples para a germinagdo, onde a utilizagdo de
placas de vidro recobertas com celofane, previamente umidecidas com solugao
de germinagdo, produziram, sob nossas condigdes, um porcentual de
germinagdo superior a 60% para esta espécie (figura 07).

Ainda, como a necessidade de se reconhecer grio de polen e tubo
polinico, do ponto de vista morfologico e estrutural , realizamos ensaios de
visualizagdo tanto a nivel de microscopia Optica como eletronica. Os estudos
de microscopia de fluorescéncia nos revelaram grdos de pélen e tubos
polinicos exuberantes, especialmente aqueles germinados in vivo (Figura 09).
A microscopia eletrénica de Varrredura do grio de polen revela um polen
grande, com didmetro médio de aproximadamente 80 pm, com exina
ornamentada por multiplas espiculas de comprimento variando entre 9-13 um,

sob bases dilatas (figura 10).

4.3. Perfil eletroforético da fracdo sobrenadante e precipitado de extrato

de grios de pélen e tubo polinico de Gossypium hirsutum

Na analise eletroforética da fragdo sobrenadante (S) e precipitado (P) do
polen de Gossypium hirsutum observa-se um predominio de peptideos na
fragdo S quando comparado a fragdo P. Essencialmente, os peptideos
pertencentes a essas fragdes ndo apresentam o peso molecular superior a 97 kd

(Figura 11).
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Porcentagem de germinagac

Passiflora sp Gossypium sp

FIGURA 07: Porcentagem de germinaciio de griaos de polen de
Gossypinm hirsutum e Passiflora sp.
Os graos de polen foram germinados em meio de germinagdo:
Sacarose 10%, Cloreto de Calcio 2,5 mM, Cloreto de Magnésio 2,5
mM, pH 6.8; colocados em camara (imida e expostos a luz por 1 hora
(quatro lampadas fluorescentes). A temperatura local média foi de 29°
C.



FIGURA 08: Flor ¢ foihas de Gos
Flor de Gossypium hirsutum em arbusto.
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FIGURA 10: . sicrosee

Didmetro médio de aproximadamente 80 um. Espiculas
comprimento variando entre 9-13 um. Ampliaciao 1956 X.
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FIGURA 11: SDS-PAGE do sobrenadante e precipitadeo obtidas de
extrato de polen e tubo polinico de Gossypium hirsutum.

A cada 100 ul da fragdo sobrenadante e particulada foi acrescentado
50 ul de solugdo STOP. Apos aquecimento por dois minutos, em agua
em ebuli¢do, acrescentou-se 10 pl de B-mercaptoetanol. 10 pl das
fragdes foram aplicadas em gel de poliacrilamida (12%) e os
polipeptideos foram separados eletroforeticamente usando corrente de
20 mA.
M- Padrio de peso molecular (SDS-6H).
S- Fragdo sobrenadante.
P- Fracdo Particulada.



4.4. Efeito de alta forca idmica na atividade Mg ™ -ATPasica do

sobrenadante de extrato de pélen e tubo polinico de Gossypium hirsutum .

O sobrenadante de extrato de polen e tubo polinico de Gossypium
hirsutum, quando em presenga de alta for¢a i6nica apresenta um estimulo da
atividade Mg™-ATPase. Na dosagem em presenga de NaCl 300 mM a
atividade Mg™"-ATPase é cerca 60 % estimulada. Ja com o acréscimo KCI 300

mM, tal atividade ¢ estimulada em aproximadamente 50 % (figura 12).

4.5. Efeito de ions cilcio e calmodulina na atividade Mg -ATPasica do

sobrenadante de extrato de pélen e tubo polinico de Gossypium hirsutum .

Na presenga de calcio e calmodulina a atividade Mg "-ATPasica do
sobrenadante de extrato de polen e tubo polinico de Gossypium hirsutum,
sofre supressdo. Tanto na presenga de calcio e calcio/calmodulina ocorre uma
reducio da atividade Mg -ATPasica (atividade basal) em niveis aproximados
de 50%. A atividade suprimida por célcio (Mg"™/Ca™ ATPasica), ainda sofre
modesta estimulagio na presenga de calmodulina. A utilizagdo de
trifluorperazina (antagonista de calmodulina), na presenga de célcio e auséncia
de calmodulina, restaura parte da atividadade basal (em torno de 10-15%
quando comparada com a atividade Mg"™/Ca™-ATP4sica).

Nesta fragdo, a atividade Ca™"-ATPase ¢ bem inferior a atividade Mg"'-

ATPase (figura 13).



Atividade ATPasica (Porcentagem).

FIGURA 12: Efeito de alta forca ionica na atividade ;’\yig%-:&"vi'ﬂ?:isécu da
fracio S de Gossypium hirsutum.

20 wl de S foi incubada a 37 °C por 30 minutos em meio de reagdo I
(Imidazol-HCl1 25 mM, KCl 60 mM, EDTA 1 mM e DTT 1 mM)
contendo MgCl, 5mM e concentragdo de sal conforme indicado. A
reagdo foi iniciada com ATP 1mM (concentragdo final) ¢
interrompida com a propria solugdo de dosagem. A atividade Mg"-
ATPésica (49,0 nmoles Pi/ ml /min) foi considerada 100%.
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Atividade ATPasica (Porcentagem)

FIGURA 13: Efeito de calcio e calmodulina, na atividade E\'IgH-ATP{lSiCH
da fracdo sobrenadante de Gossyvpium hirsutum.

20 pl de S foi incubada a 37 °C por 30 minutos em meio de reagdo I
(Imidazol-HC1 25 mM, KC1 60 mM, EDTA 1 mM e DTT 1 mM) com
ou sem MgCl, 5SmM, e onde indicado CaCl, 3,2 mM, Calmodulina
(CaM) 9,17 pg/ml e Trifluorperazina (TFP) 500 uM. A reagdo foi
iniciada com ATP 1mM (concentragdo final) e interrompida com a
propria solugdo de dosagem. A atividade Mg -ATPasica (49,0 nmoles
Pi/ml/min) foi considerada 100%.
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4.6. Efeito de ortovanadato de sodio na atividade Mg -ATPasica do

sobrenadante de extrato de polen e tubo polinico de Gossypium hirsutum .

O ortovanadato de sodio é um oxianion, que apresenta semelhanca em
forma, tamanho e carga com ion fosfato. Por estas caracteriticas € responsavel
pelo bloqueio da atividade enzimatica de algumas ATPases (liga-se firmemente
a0 sitio catalitico da enzima). O sobrenadante de extrato de polen e tubo
polinico de Gossypium hirsutum foi testado frente a diferentes concentragoes
deste fator. A utilizagdo de 50 uM deste efetor reduz a atividade Mg"-
ATPasica em aproximadamente 25 %. Na presenga de 200 uM de vanadato
esta fracdo sofre supressdo de cerca de 45 %, enquanto com concentragao de 1
mM de vanadato ¢ suficiente para inibir a Mg -ATPase para niveis de 16 %

(Figura 14).

4.7. Efeito de ions aluminio e fluoreto de aluminio na atividade Mg
ATPasica do sobrenadante de extrato de pélen e tubo polinico de

Gossypium hirsutum.

O aluminio ¢ considerado um elemento altamente toxico em sistemas
vegetais por diminuir a proliferagdo celular, reduzir o crescimento tecidual,
ligar-se fortemente a histonas, inativar biologicamente a calmodulina [Os sitios
ligantes de Ca™" tém 10 vezes mais afinidade a ions aluminio que ao proprio
calcio], alterar a permeabilidade da membrana plasmatica a ions divalentes,
inibir a despolimerizagio de microtubulos ativada por calcio, ligar-se
fortemente ao ATP ao invés de Mg, etc.

A atividade Mg™-ATPasica presente no sobrenadante de extrato de
polen € tubo polinico de Gossypium hirsutum apresenta redugdo em torno de

20 %, quando testada frente a ion aluminio e, tal atividade, ¢ suprimida a



valores inferiores a 10 % na presenga de fluoreto de aluminio. Na dosagem da
atividade, onde o magnésio € substituido por aluminio, observa-se uma

atividade ATPasica correspondendo a 35 % da atividade basal (figura 15).

4.8. Atividade (K/EDTA-ATPasica) de sobrenadante de extrato de polen e

tubo polinico de Gossypium hirsutum.

A atividade ATPasica na auséncia de cations divalentes ¢ na presenga de
alto potassio (K/EDTA - ATPase) ¢ tipica de algumas miosinas.

O sobrenadante de extrato de polen e tubo polinico de Gossypium
hirsutum, ndo apresenta diferenga significativa entre atividades, na auséncia de
Mg e com baixo e alto sal (KCl 60 mM e 600 mM), no entanto as atividades

em baixo e alto sal ndo sdo similares em valores (tabela 01).
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FIGURA 14: Lfeito de ortovanadato de sodio (Van) na atividade ';’\ig4 s
ATPasica de fraciao S de Gossypium hirsutum.

20 pl de S foi incubada a 37 OC por 30 minutos em meio de reagdo I
(Imidazol-HCl 25 mM, KCl 60 mM, EDTA 1 mM e DTT 1 mM)
contendo MgCl, 5mM e ortovanadato de sodio (NaVO3) conforme
indicado. A reagdo foi iniciada com ATP 1mM (concentragéo final)
e interrompida com a propria solugdo de dosagem. A atividade
Mg™-ATPasica (49,0 nmoles Pi/ ml /min) foi considerada 100%.
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FIGURA 15: Efeito de ions aluminio e fluoreto de aluminio na atividade
Mg - ATPasica de fracao S de Gossypium hirsutum.

20 pl de S foi incubada a 37 OC por 30 minutos em meio de reagdo I
(Imidazol-HC1 25 mM, KCI 60 mM, EDTA 1 mM e DTT 1 mM) e
onde indicado MgCl, 5mM, cloreto de aluminio 2,5 mM e/ou
Fluoreto de sodio 2.5 mM. Para o efeito de Fluoreto de aluminio
utilizou-se cloreto de aluminio 2,5 mM mais Fluoreto de sodio 2,5
mM. A reagdo foi iniciada com ATP ImM (concentragdo final) e
interrompida com a propria solugdo de dosagem. A atividade Mg" -
ATPasica (49,0 nmoles Pi/ ml /min) foi considerada 100%.
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Fator % Estimulacio
Mg 100,0
K-EDTA (60 mM) ** 95,8
K-EDTA ( 600 mM) ** 120,8

TABELA 01: Atividade Mg -ATPase da fracio S de Gossypium
hirsutum.

A fragdo S de Gossypium hirsutum foi incubada a 37°C por 15
minutos em meio de reagdo I (Imidazol-HCI 25 mM, KC1 60 mM,
EDTA 1,0 mM e DTT 1,0 mM) contendo MgCl, 5 mM. A atividade
K/EDTA-ATPasica (**) foi determinada em meio de reagdo II
(Imidazol-HC1 25 mM pH 8.0, EDTA 0,5 mM, DTT 0,2 mM) em
baixo e alto KCl conforme indicado. A reagdo foi iniciada com ATP
1mM (concentragdo final) e interrompida com a propria solugdo de
dosagem. A atividade Mg -ATPasica (49,0 nmoles Pi/ ml /min) foi
considerada 100%.
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Além dos trabalhos desenvolvidos com extrato de polen e tubo polinico,
utilizamos a gavinha como outro "modelo” para nossos estudos. O estudo deste
tecido advém do nosso interesse em explorar ATPases motoras em outros
tecidos vegetais ¢ da existencia de um periodo de escassez de flores de

Gossypium hirsutum durante alguns meses do ano.

4.9. Fracionamento de sobrenadante de gavinha em coluna DEAE -

Sepharose.

O sobrenadante foi obtido conforme descrito em Material ¢ Métodos. A
fragdo sobrenadante (S3) apresenta uma aparéncia limpida e coloragdo verde-
amarelada.

A atividade Mg™-ATPé4sica méaxima cluida ¢ encontrada antes do
segundo pico proteico (0-300 mM de NaCl), que é acompanhada por
absorbancia a 280 nm. As fracdes 18-30 pertencentes ao pico de atividade

constituem a fragdo denominada "Pool DEAE" (figura 16).
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FIGURA 16: Fracionamento de 83 em coluna de DEAE-Sepharose.

A coluna foi previamente equilibrada em tampdo de equilibrio
(Imizadol-HCI 10 mM, EDTA 0,1 mM, DTT 0,1 mM) pH 8.0; sendo
posteriormente lavada em mesmo tampdo. Proteinas retidas foram
cluidas em gradiente continuo de NaCl 0-300 mM e, posteriormente,
NaCl 600 mM; pH 7,2. A linha azul indica o inicio da eluigdo com
600 mM de NaCl. Para a atividade ATP4sica, 20 ul de cada fra¢do da
DEAE-Sepharose foi incubada a 37 °C por 15 minutos em meio de
reagdo I (Imidazol-HC1 25 mM, KC1 60 mM, EDTA 1,0 mM e DTT)
pH 7.2, contendo MgCl, 5 mM. A reagdo foi iniciada com ATP ImM
(concentragdo final) e interrompida com a propria solugdo de
dosagem.
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FIGURA 17: SDS-PAGE das fra¢oes eluidas da DEAL-Sepharose.
A cada 100 ul de cada fragdo adicionou-se 50 ul de solugdo STOP. 10
ul das fragdes foram aplicadas em gel de poliacrilamida 12% e os
polipeptideos foram separados eletroforeticamente usando corrente de
20 mA. Ap6s eletroforese o gel foi corado com Coomassie.
A Fragdes de maior atividade.
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4.10. Efeito de alta forca idnica na atividade Mg -ATPasica do "Pool"
DEAL.

Diferente de ATPases obtidas de extrato de grdo de polen ¢ tubo
polinico de Gossypium hirsutum, a fragdo "Pool" DEAE sofre inibigdo de
cerca de 70% quando tratado com NaCl ou KC1 300 mM.

A utilizagdo de KI permite uma inibigdo da atividade Mg -ATPasica

pouco menos efetiva quando comparada ao NaCl e KCI (Figura 18).

4.11. Efeito de ions Calcio na atividade Mg"-ATPasica do "Pool" DEAE.

A atividade do "Pool" DEAE distinta da atividade isolada anteriormente,
sofre uma acentuada estimulagdo quanto em presenga de ions calcio. Tal
atividade, praticamente, corresponde ao dobro da atividade basal (Mg"'-
ATPsasica). O acréscimo de Trifluorperazina (antagonista de calmodulina)
reduz a atividade estimulada por calcio em torno de 40%. A fracdo "Pool"
DEAE, apresenta uma atividade Ca™ -ATPasica (cerca de 50%) inferior a

considerada basal (Mg -ATPase) (Figura 19).
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FIGURA 18: Efeito de alta for¢a ibnica na atividade Mg -ATPase do

“pool” DEAE-Sepharose (Fracoes 18-30).
20 ul do “pool” DEAE-Sepharose foi incubada a 37 °c por 15
minutos em meio de reacdo I (Imidazol-HC1 25 mM, KCI 60 mM,
EDTA 1,0 mM e DTT) contendo MgCl, 5 mM com ou sem 0,3 M
do sal indicado. A reagdo foi iniciada com ATP 1mM (concentragdo
final) e interrompida com a propria solu¢do de dosagem. A atividade
Mg -ATPase (148,4 nmoles Pi / ml / min) foi considerada 100 %.
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FIGURA 19: Efeito de ions Calcio na atividade Mg -ATPasica do “pool”
DEALE-Sepharose.
20 ul do “pool” DEAE-Sepharose foi incubada a 37°C por 15
i minutos em meio de reacdo I (Imidazol-HCl 25 mM, KCl 60 mM,
} EDTA 1.0 mM e DTT) com ou sem MgCl, 5 mM e onde indicado
cloreto de calcio 3,2 mM, trifluorperazina 500 uM. A reagdo fo1
iniciada com ATP 1mM (concentragdo final) ¢ interrompida com a
propria solugio de dosagem. A atividade Mg™-ATPase (1484
nmoles Pi / ml / min) foi considerada 100 %.
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4.12. Efeito de ions aluminio na atividade Mg -ATPasica do "Pool"

DEAE.

Diferente da atividade obtida a partir de extrato de pdlen e tubo polinico
de Gossypium hirsutum, a Mg~ -ATPase do "Pool" DEAE ¢ estimulada pela
presenga de ions aluminio no meio de reagdo. Esta estimulagdo nesta fragdo
atinge o dobro da atividade Mg *-ATPase. A presenga de Trifluorperazina em
meio de reagdo contendo magnésio e aluminio inibe a atividade estimulada por
aluminio em torno de 25%.

E de maneira distinta da atividade de polen descrita anteriormente, esta
ndo apresenta valores significantes, quando os ions magnésio sdo substituidos

por aluminio em meio de reagéo (Figura 20).
4.13. Caracterizacdo da atividade ATPisica do "Pool" DEAE-Sepharose.

Varios efetores como, calcio, calmodulina, vanadato, azida, fluoretos,
alta concentracdo de sal e outros, tém sido utilizados para a caracterizagdo de
ATPases. Atividade do "Pool DEAE" foi testada frentes a alguns destes
efetores (tabela 02). A atividade ATPasica presente neste "Pool" apresenta
uma inibigdo por vanadato de aproximadamente 15%, sendo que em ambas as
concentragdes de vanadato (0,05mM e 0,2 mM) esta caracteristica se mantém.

Azida um inibidor classico de F1-ATPase mitocondrial, praticamente
ndo afeta a atividade presente nesta fragéo.

Os ensaios com fluoreto, demonstram uma inibigdo de cerca de 30%,
quando o "Pool" é testado frente a fluoreto de sodio. Ja, a combinagdo com
cloreto de aluminio ¢ fluoreto de sodio (para formagéo de fluoreto de aluminio)
suprime esta atividade em aproximadamente 50%.

A atividade Ca"*-ATPésica desta fragdo ¢ inferior a Mg™'-ATPasica e
praticamente inexiste a atividade K-EDTA (Tabela 02).
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FIGURA 20- Efeito de ions aluminio na atividade Mg -ATPasica do
“pool” DEAE-sepharose.

20 ul do “pool” DEAE-Sepharose foi incubada a 37 °C por 15
minutos em meio de reagdo I (Imidazol-HClI 25 mM, KCl 60 mM,
EDTA 1,0 mM e DTT) com ou sem MgCh 5 mM e conforme
indicado cloreto de aluminio 2,5 mM e trifuorperazina 500 uM . A
reagdo foi iniciada com ATP 1mM (concentragao final) e interrompida
com a propria solugio de dosagem. A atividade Mg™-ATPase (148,4
nmoles Pi / ml / min) foi considerada 100 %.
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Fator % Estimulac¢io

Mg 100,0

Vanadato ( 50 p M) 88.4
Vanadato (200 p M) 85,3

Azida (1,0 mM) 92.4

Fluoreto de sédio (2,5 mM) 70,0

Fluoreto de aluminio (2,5 mM) 46,8

Cloreto de calcio ** 58,7
K-EDTA (60 mM) ** 0.1
K-EDTA (600 mM) ** 0,1

TABELA 02: Caracterizacido da atividade ATPasica do “poel” DEAE-
Sepharose

20 ul do “pool” DEAE-Sepharose fo1 incubada a 37 °C por 15 minutos
em meio de reagdo I (Imidazol-HCI 25 mM, KCI 60 mM, EDTA 1,0
mM e DTT) contendo MgCl, 5 mM com ou sem efetor. (**) Na Ca"™-
ATPasica o Mg™ foi substituido por cloreto de calcio 3,2 mM ¢ a (**)
atividade K/EDTA-ATPase foi desenvolvida em meio de reagio II
(Imidazol 25 mM, EDTA 0,5 mM, DTT 0,2 mM, pH 8,0) em baixo ¢
alto K conforme indicado. A reagdo foi iniciada com ATP ImM
(concentragio final) e interrompida com a propria solugdo de dosagem.
A atividade Mg -ATPase (148,4 nmoles Pi / ml / min) foi considerada
100 %.
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Sob nossas condi¢des, ou seja, sob condigdes que ndo apresentam um
sistema apurado para o controle de fatores ambientais (como por exemplo:
temperatura, umidade) obtivemos com graos de polen de Gossypium hirsutum
reposta de germinagao superior a 60 % (Figura 07).

Para estudos e visualizagdo da germinagdo de graos de polen in vivo,
foram dissecados pistilos de Gossypium hirsutum ¢ observados em
microscopia de epifluorescéncia (figura 09). Tais resultados nos deram ideia de
como ¢ constituida a estrutura ¢ morfologia de graos de polen e tubo polinico.

Partindo, entdio, de percentuais de germinagdo superiores a 60% foram
iniciados os ensaios bioquimicos visando a identificagdo, a nivel de
sobrenadante de extrato de podlen ¢ tubo polinico, de ATPases que
apresentassem caracteristicas bioquimicas tipicas de algumas proteinas
motoras conhecidas.

Semelhante & ATPase citosolica isolada de cérebro de rato (Coelho, et
al, 1988) e distinta da isolada a partir de testiculo de coelho (Patussi, 1996) a
atividade detectada em sobrenadante de extrato de grio de podlen e tubo
polinico de Gossypium hirsutum ¢ estimulada em presenga de alta forga 16nica
(KCl e NaCl 300 mM), sendo que esta atividade € cerca de 50-60% superior a
atividade Mg™"-ATPase considerada basal (Figura 12). Parte do estimulo por
KCl pode ter como causa a estimulagdo de H'-ATPases presente no
sobrenadante (Serrano, 1983).

Ainda quanto ao efeito da alta forga i6nica, foi observado que a
utilizagdo de KI 300 mM é inviavel neste ensaio. O KI complexa-se com
compostos ricos em carboidratos, especialmente microgranulos de amido e
hemiceluloses, oriundos tanto do citoplasma como da intina; e produz uma
coloragdo azul palida que se intensifica com o tempo. Esta coloragao reflete
um comprimento de onda que interfere na leitura da absorbdncia a 355 nm

(ensaio de atividade ATPasica).
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Quanto a resposta a calcio e calmodulina, o sobrenadante de polen e
tubo polinico comporta-se de maneira distinta a alguns motores moleculares,
respondendo com uma redugdo dos niveis de atividade quando exposto a calcio
e calmodulina. Uma das possibilidades deste comportamento € a competi¢ao
entre fons Mg™ e Ca™, nos sitios ligantes de ATP (na forma de Mg™-ATP).
Estes parametros ndo foram avaliados em termos de cinética enzimatica em
fungdo de se tratar de uma fragdo ndo pura, ou seja, constituida de varias
ATPases (Figura 13).

Ja, no que se refere ao efeito de TFP na atividade Mg -ATPase
suprimida por célcio, ainda ¢ alvo de investigagdo mais apurada, uma vez que,
a concentrag¢do de TFP utilizada nestes ensaios (500 uM) superam em muito a
dosagem convencional (50 pM) para bloqueio da atividade biologica de
calmodulina (Figura 13). Ainda cabe ressaltar que tal fator (TFP) ndo ¢
especifico para a inibigdo de tal proteina (calmodulina).

A utilizagio de ortovanadato de sodio em sistemas que envolvem
miosinas tém demonstrado um bloqueio em 50% da atividade ATPasica em
concentragdes em torno de 400 uM de vanadato (Goodno, C. C., 1982) e que
em concentragdes proximas a 5 uM ocorre inibigdo completa da motilidade
ciliar ¢ flagelar, representando um potente inibidor de proteinas motoras da
familia das dineinas (Gibbons, I. R. et al, 1978 ¢ 1987). E conhecido, também
que cinesinas sdo inibidas cerca de 50-60% quando tratadas em presenca de 60
uM deste fator (Valle e Sheptner, 1990). No sobrenadante de pdlen ¢ tubo
polinico observa-se uma inibigdo crescente com a concentragdo de
ortovanadato de sodio. Assim, a inibigio documentada com 0,05 mM (50 pM)

com este efetor, possivelmente represente uma inibigao de familias de dineinas,
enquanto aquelas determinadas em valores superiores a 0,2 mM (200 uM)

sejam pertencentes a proteinas com caracteristicas bioquimicas de cinesina, ou
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mesmo outras, como por exemplo miosinas. (figura 14). Outro fator que nos
chama a ateng¢do ¢ a atividade residual, determinada apos o tratamento com
1 mM de vanadato (figura 14). Tal atividade (cerca de 16%), sera futuramente

avaliada na presenca de efetores de miosina (como por exemplo, actina) ja que

resiste a valores superiores a 400 uM (figura 14).

O sobrenadante de extrato de polen e tubo polinico também foi avaliado
quanto ao efeito de fluoreto de aluminio, que parece estar envolvido no
bloqueio do transporte de vesiculas (Melangon et al, 1987; Orci et al, 1989). O
tratamento com fluoreto de aluminio, semelhante ao identificado em
ATP/GTPase isolada de testiculo de coelho (Patussi, 1996) reduz
sensivelmente os valores da atividade ATPasica (figura 15).

Quando testado com aluminio (AICl; 2,5 mM), o sobrenadante sofre
uma inibicdo na atividlade Mg -ATPasica comportando-se de maneira
semelhante a outras ATPases reportadas na literatura, como ATPases de
membrana plasmaticas, H'-ATPases, etc (Shu-I, ¢ Broquillete, 1886; Yon, e
Nelson, 1991; Kochian, 1995). Nestes ensaios observa-se o elevado nivel de
atividade (35%) alcangado em meio de reagdo desprovido de Mg™ e com
AICl: 2.5 mM (figura 15). Este fato pode ter como causa duas possibilidades:
1) reconhecimento "enganoso" nos sitios ligantes de ATP, que ora possam
estar ocupados com Al™"-ATP ao invés de Mg~ -ATP (Kochian, 1995); 2) a
presenca de uma Al""-ATPase neste sobrenadante. Na literatura ndo existe
relato da presenga de uma Al"™"-ATPase ou mesmo de uma Mg~ -ATPase
estimulada por tal ion.

O sobrenadante foi avaliado quanto a presenga de atividade K/EDTA-
ATPase (atividade tipica de miosinas da classe II) e neste ensaio foi observado
uma leve estimulagdo da atividade por KC1 600 mM; tal estimulagdo pode ter
como possivel explicagdo o resultado enzimatico de uma pequena

concentragdo de miosina II. Tal estimulagdo (por K) ndo ¢ contribuigdo de uma



H*-ATPase, ja que esta necessita de um complexo Mg™/ATP no sitio catalitico
(Serrano, 1983), 0 que ¢ inexistente no sistema constituido por EDTA. Esses
resultados ainda serdo objeto de investigagdes mais apuradas, onde serd
incluido a utilizac¢do de F-actina (Tabela O1).

Também foi de nosso interesse o estudo de ATPases presentes em
gavinha Passiflora sp. Neste "modelo”, identificamos uma fragdo soluvel que
apresenta atividade ATPasica sensivel a alta for¢a ionica. Nesta fragdo
("Pool"- DEAE) a utilizagdo de alto sal suprime cerca de 70% da atividade
ATP4sica basal (Mg "-ATPase). Dentre o sais utilizados, o iodeto de potassio
é o que apresenta menor grau de inibigdo (66%) e ndo ocorre a formagdo de
coloragdo azul evidenciada em preparagdes de polen (figura 18).

Quando analisada a atividade Mg "-ATPasica em resposta a adigdo de
calcio, a fragdo responde bioquimicamente de maneira semelhante a miosina de
classe V. com uma estimulag¢do (figura 19). Ja, quando analisada em meio
contendo somente calcio, a ATPase responde com atividade reduzida,
indicando ndo se tratar de uma Ca -ATPase (Figura 19). A presenga de
trifluorperazina (500 uM) produz uma inibigdo timida nos valores da atividade
ATPiasica desta fracdo (figura 19). Posteriormente, pretendemos explorar tal
atividade na presenga de calmodulina e actina.

Na fragdo, obtida a partir de gavinha de Passiflora sp ("Pool" DEAE) o
jon aluminio (AICl; 0,5 mM) comporta-se de forma semelhante ao observado
com a adi¢io de calcio, estimulando a atividade ATPasica em valores
superiores ao dobro da atividade inicial (figura 19 e 20). Tal estimulagdo, ainda
é alvo de estudos mais elaborados ¢ estamos estudando possivel participa¢do
de calmodulina neste evento. Qutra perspectiva ¢ analisarmos se esta ATPase ¢
resultante de um mecanismo bioquimico de tolerancia a aluminio, uma vez que

a nossa populagdo estudada esta estabelecida em solo mesotrofico, acido e rico



em aluminio. Semelhante ao que se observa em ensaio com calcio, a a¢do da
trifluorperazina é modesta (figura 19).

Quanto a utilizagdo de fluoreto de aluminio, semelhante ao observado
em sobrenadante de grdos de polen e tubo polinico de Gossypium hirsutum,
detecta-se uma inibig¢do na atividade ATPasica (cerca de 55%). A utilizagdo de
fluoreto de sodio previne a atividade Mg -ATPase em aproximadamente 30%
(Tabela 02).

Nesta fragdo, diferente do observado na atividade de extrato de pdlen e
tubo polinico de Gossypium hirsutum, a reagdo em meio sem Mg~ e com
AlCl; 0,5 mM, praticamente ndo exibe atividade ATPasica (figura 20).

Um indicativo que a fragdo isolada de gavinha nido é uma F1-ATPase
mitocondrial € que, esta, quando submetida a ensaio em meio de reagdo
contendo 1 mM de azida, ndo sofre inibigdo significativa (tabela 02). Outro
ponto relevante ¢ que ensaios com ortovanadato em até 200 uM, ou seja, em
concentragdes insuficientes para suprimir sensivelmente a atividade ATPasica
de miosinas, ndo ocorre a redugdo drastica nos niveis da atividade original da
fracdo de Passiflora sp (tabela 02). No entanto, esta fragdo ndo apresenta
atividade ATPasica estimulada por 600 mM de potassio na presenga de EDTA,

0 que € caracteristico de algumas miosinas (tabela 02).
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RESUMO

Motores moleculares sio enzimas mecanotransdutoras que hidrolizam a
molécula de ATP, convertendo parte desta energia mecanica em forga motriz.
Tais proteinas estdo divididas em trés familias: miosinas, cinesina e dineina. As
miosina realizam movimentos ao longo de filamentos de actina, enquanto os
outros dois grupos utilizam microtibulos como suporte.

Particularmente em tecidos vegetais, dois sistemas altamente dindmicos sao
reconhecidos: a- o crescimento do tubo polinico ¢ b- movimento de curvatura em
gavinhas. O tubo polinico tem origem em um dos constituintes do grao de polen
(a célula do tubo) e é de fundamental importancia na reprodugdo de vegetais
superiores por representar o elemento de condugio dos nucleos espermaticos até
0 saco embrionario (oosfera). Pressupdem-se que esses eventos de migragdo
citoplasmatica e transporte de organelas so sdo possiveis gragas a presenga de um
citoesqueleto organizado ¢ ATPases motoras associadas. No que se refere a
gavinha, seu movimento coordenado ao redor de um substrato ¢ altamente
dependente da hidrolise de ATP, e tal atividade bioldgica sugere a presenga de
proteinas motoras associadas. Neste trabalho caracterizamos a atividade
ATPasica presente na fragdo soliivel obtida de extrato de polen e tubo polinico de
Gossypium hirsutum e de gavinha de Passiflora sp. 1) Os graos de pdlen foram
germinados em Sacarose 10 %, Cloreto de célcio 2,5 mM, Cloreto de magnésio
2.5 mM, pH 6.8 ¢ homogeneizados em tampéao de coleta (Imidazol-HC1 50 mM
pH 8.0, EDTA 10 mM, DTT 1 mM, Benzamidina 1 mM e PMSF 0,3 mM). Ao
homogeneizado foi acrescentado ATP 5 mM, seguido de centrifugacdo 8.000 x g
por 20 minutos & 4 OC. Posteriormente, a fragdo sobrenadante foi dialisada em
tampdo: Imidazol-HCI 20 mM, pH 8.0, DTT 0,1 mM e EDTA 0,1 mM. 2). Ja a
gavinha foi coletada em solugdo salina a 2 °C seguida de homogeneizagdo em
tampdo de extragdo T.E (Imidazol-HCl 50 mM, pH 7,2, EDTA 10 mM ¢ B-
mercaptoetanol 1 mM ¢ PMSF 0,3 mM. Homogeneizado foi submetido a



tratamento de Sulfato de Aménio 30-50% de saturagdo e centrifugado a 34.000 x
g por 20 mmutos. O sobrenadante resultante desta centrifugacgio foi aplicado em
coluna de DEAE-Sepharose e as proteinas retidas foram eluidas em tampdo
(Imidazol-HC1 10 mM, pH 7,2, EDTA 0,1 mM e DTT 0,1 mM) em gradiente de
0 a 300 mM de NaCl seguido de 600 mM deste sal. A atividade Mg-ATPase
isolada do sobrenadante de extrato de pdlen e tubo polinico de Gossypium
hirsutum ¢é estimulada cerca de 60 % por alta forga i6nica (KCl e NaCl 300 mM)
e € suprimida por calcio. Essa atividade apresenta sensibilidade crescente ao
ortovanadato de sodio. A Atividade tipica de miosina (K/EDTA-ATPase) ndo foi
detectada neste sobrenadante. A atividade isolada de gavinha de Passiflora sp,
diferente da atividade citada anteriormente, é inibida em presenga de alta for¢a
16nica e responde com uma estimulagdo quando o célcio é incorporado no meio
de reagdo. A atividade Mg-ATPasica desta fragdo também ¢ estimulada em
presenga de aluminio. A utilizagdo de ortovanadato de sodio produz timida
inibigdo da atividade ATPasica. Nesta ainda, observa-se uma sensibilidade de
55% na presenga de fluoreto de aluminio. A atividade tipica de miosina também

ndo ¢ detectada nesta fragdo.






