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Resumo

A cardosina A e a cardosina B sdo proteinases asparticas isoladas a partir de flores de Cynara
cardunculus. Apesar da sua grande identidade, apresentam uma localizacdo diferencial em
flores de cardo, sendo a cardosina A acumulada no vacuolo e a cardosina B secretada. Por este
mesmo motivo, estas proteinases foram consideradas um bom modelo para o estudo do transito
intracelular de APs em plantas. A expressao heterdloga destas proteinas em Nicotiana tabacum
conduz ao enderecamento de ambas as cardosinas para o vacuolo, tornando-se o tabaco um
modelo bioldgico de interesse para responder a diferentes questdes sobre o transito intracelular
destas proteinas para o vacuolo. Até a data, estudos realizados em tabaco ndo conseguiram
esclarecer acerca da via, ou vias de transito, envolvidas no enderecamento das cardosinas para
0 vacuolo. As células Bright Yellow-2 (BY-2) constituem uma linha celular de tabaco
apresentando diversas vantagens em relacdo as células da planta de tabaco. Neste trabalho
foram utilizadas células BY-2 de modo a introduzir um novo modelo biolégico de estudo do
transito das cardosinas até o vacuolo, permitindo, ao mesmo tempo, a comparacao do seu
transito entre o sistema planta e células em cultura. Foi obtida uma construcéo viavel de
cardosina A com a proteina fluorescente mCherry, separadas por um /Jinker, construcao que
podera ser utilizada em estudos em epiderme foliar de tabaco e que foi utilizada, neste trabalho,
para transformar células BY-2. Foi demonstrada a importancia da presenca do /inker no correcto
enderecamento e processamento da cardosina A em células de tabaco e foram transformadas
células BY-2 com as cardosinas A e B em fusao com proteinas fluorescentes. Por analise das
linhas celulares transformadas verificou-se que a cardosina A em associacdo com GFP foi
expressa em células BY-2, tendo a cardosina A sido detectada na sua forma madura, por
imunodeteccao, e identificada no reticulo endoplasmatico e em estruturas pontuadas, por
microscopia confocal. Estas estruturas pontuadas apresentaram um comportamento tipico de
Golgi na presenca de Brefeldina A. Neste trabalho, sdo discutidas as possiveis situacdes que
levam a acumulacdo de GFP no Golgi e a auséncia de fluorecéncia no vacuolo. Para além disso,
sao também discutidas novas abordagens para a transformacao de células BY-2. Estudos futuros
deverdo centrar-se no transito das cardosinas A e B em associacdo com mCherry em células BY-

2.
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Abstract

Cardosin A and cardosin B are aspartic proteases isolated from the flowers of Cynara
cardunculus. Despite their high identity, these proteins have a different location in cardoon
flowers, cardosin A accumulates in vacuoles and cardosin B is secreted. Hence, these proteins
are considered a good model for the study of intracellular trafficking of plant APs. The
heterologous expression of these proteins in Nicotiana tabacum leads to the accumulation of
both cardosins in the vacuole, which makes tobacco an interesting biological model to answer
different questions about intracellular trafficking of cardosins to the vacuole. So far, studies using
tobacco did not clarify the trafficking pathway(s) involved in cardosins vacuolar targeting. Bright
Yelllow-2 cells (BY-2) constitute a tobacco cell line that shows several advantages in relation to
tobacco plant. In the present work, BY-2 cells were used to introduce a new biological model in
the study of cardosins trafficking to vacuole, allowing, at the same time, a comparison of their
trafficking in the plant system and in cell culture model. A viable construct was obtained with
cardosin A fused with the fluorescent protein mCherry, separated by a linker, which can be used
for studies in tobacco leaf epidermal cells and was also used to transform BY-2 cellsn in the
present work. The results here presented demonstrated the importance of the presence of the
linker for cardosin A correct targeting and processing in tobacco cells. Expression analysis of the
BY-2 transformed lines showed that cardosin A fused with GFP was expressed in BY-2 cells and
that the cardosin was detected in its mature form, by immunoblotting and was identified in the
endoplasmic reticulum and in dot-shaped structures, by confocal microscopy. These dot-shaped
structures showed a Golgi typical behavior in the presence of Brefeldin A. The implications which
of GFP accumulation in the Golgi apparatus and the absence of fluorescence in the vacuole are
herein discussed. Moreover, new approaches to the BY-2 cells transformation are discussed in
the present work. Future studies should be focused on cardosins A and B ftrafficking in

association with mCherry in BY-2 cells.
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Lista de Abreviaturas

AP - Proteinase aspartica (do inglés: Aspartic Proteinase)

BFA - Brefeldina A (do inglés: Brefeldin A)

bp - Pares de bases (do inglés: base pairs)

BSA - Albumina bovina sérica (do inglés: Bovine Sorum Albumin)

BY-2 - Bright Yellow-2

CaMV - Virus do mosaico da couve flor (do inglés: Cauliflower Mosaic Virus)

CCV - Vesiculas revestidas de clatrina (o inglés: Chlatrin Coated Vesicles)

cDNA - DNA complementar (do inglés: complementary DNA)

CLSM - Microscépio confocal de varrimento a laser (do inglés: Confocal Laser Scanning
Microscopy)

COP - complexo de proteinas de revestimento (do inglés: Coat Protein Complex)
ctVSS - do inglés: C-terminal Vacular Sorting Signal

DIC - Contraste de interferéncia diferencial (do inglés: Differential Interfence Contrasi)
DMSO - Dimetilsulfoxido

DNA - Acido desoxirribonucleico (do inglés: Desoxiribonucleic Acid)

DO - Densidade o6ptica

dNTPs - Desoxirribonuclectidos trifosfato

DSG - Motivo catalitico Asp-Ser-Gly

DTG - Motivo catalitico Asp-Thr-Gly

DV - Vesiculas densas (do inglés: Dense Vesicles)

EC - Do inglés: £nzyme Classification Number

EDTA - Tetra-acetato de etilenodiamina dissddico (£thylenediamine tetraacetic acia)
EE - Endossoma precose (do inglés: £arly Endossome)

ER - Reticulo endoplasmatico (do inglés: Endoplasmic Reticulum)

ERES - Locais de exportacdo do reticulo endoplasmatico (do inglés: Endoplasmic Reticulum
Export Sites)

EtBr - Brometo de etideo (do inglés: Ethidium Bromide)

FP - Proteina fluorescente (do inglés: Fluorescent Protein)

GFP - Proteina verde fluorescente (do inglés: Green Fluorescent Protein)

HDEL - Sequéncia His-Asp-Glu-Leu
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Kb - Quilobase

kDa - Kilodaltons

LE - Endossoma tardio (do inglés: Late Endossome)

LV - Vacuolo litico (do inglés: Lytic Vacuole)

mRNA - RNA memsageiro (do inglés: messenger RFNA)

MSB - do inglés: Microtubule-stabilizing buffer

MVB - Corpo multivesicular (do inglés: Multivesular Boa))

PAC - Vesiculas acumuladoras de precursores (do ingés: Precursor-Accumulating Vesicles)
PAGE - Do inglés: Polyacrylamide Gel Electrophoresis

PBS - Tampao fosfato salino (do inglés: Phosphate Buifered Saline)

PCR - Reacao em cadeia da polimerase (do inglés: Polimerase Chain Reaction)
PCV - Volume empacotado de células (do inglés: Packed Cell Volume)

PSI - Do inglés: Plant Specific Insert

PSV - Vacuolo de armazenamento proteico (do inglés: Protein Storage Vacuoles)
psVSS - Do inglés: physical structure Vacular Sorting Signal

PVC - Compartimento pré-vacuolar ou pré-vacuolo (do inglés: Prevacuolar Compartment)
RGD - Sequéncia de aminoacidos Arg-Gly-Asp

RE - Endossoma de reciclagem (do inglés: Recycling Endossome)

RNA - Acido ribonucleico (do inglés: Ribonucleic Acid)

rpm - rotacdes por minuto

rRNA - RNA ribossomico (do inglés: ribosomal RNA)

RT-PCR - Do inglés: Reverse Transcriptase-Polymerase Chain Reaction
SAPLIP - Do inglés: Saposin-like Protein

SDS - Dodecil sulfato de sodio (do inglés: Sodium dodecil sulfate)

SP - Péptido sinal (do inglés: Signal Peptide)

ssVSS - Do inglés: sequence specific Vacular Sorting Signal

ST - Do inglés: Syalil transferase

SVC - Cluster de vesiculas secretoras (do inglés: Secretory Vesicles Cluster)
TAE - Tampao Tris acetato de EDTA

TCA - Acido Tricroroacético (do inglés: Trichloroacetic acia)

TBS - Tampao Tris Salino

T-DNA - DNA de transferéncia (do inglés: 7ransferred DNA)
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TE - Tampao de extracao

TEMED - N, N, N, N’, N’ - Tetramethylethylenediamide

TGN - Rede #rans do Golgi (do inglés: 7rans - Golgi Network)

VSS/VSD - Do inglés: Vacuolar Sorting Signal/ Vacuolar Sorting Determinant
VSR - Do inglés: Vacuolar sorting receptor

Wt - Do inglés: Wild type

Abreviaturas dos nucleétidos
A - Adenina
C - Citosina
G - Guanina

T - Timina

Abreviaturas dos aminoacidos

Aminoacido Abreviatura 3 letras Abreviatura 1 letra
Acido aspartico/ Aspartato Asp D
Acido glutdmico/ Glutamato Glu E
Alanina Ala A
Arginina Arg N
Asparagina Asn R
Cisteina Cys C
Fenilanina Phe F
Glicina Gly G
Glutamina GIn Q
Histidina His H
Isoleucina lle I
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M
Prolina Pro P
Serina Ser S
Tirosina Tyr Y
Treonina Thr T
Triptofano Trp W
Valina Val V
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Introducéo

As células eucarioticas apresentam um sistema de membranas internas denominado de
sistema endomembranar, que compreende varios compartimentos: o reticulo endoplasmatico
(ER), o complexo de Golgi, a rede trans-Golgi (TGN), o compartimento pré-vacuolar/corpo
multivesicular (PYC/MVB), o vacuolo, a parede celular, a membrana plasmatica e o endossoma
(Surp in e Raikhel. 2004).

Apds a traducdo, muitas proteinas sado transportadas até ao seu destino final, num
processo que é denominado de transito intracelular (Lee et a/, 2002). O transporte das
proteinas entre os compartimentos do sistema endomembranar é mediado pela translocacao, a
evaginacao e a fusao de vesiculas e da origem as duas principais vias de transporte membranar,
a via secretora e a via endocitica (Surpin e Raikhel, 2004; Bassham et a/, 2008). A existéncia
destas duas vias permite a célula controlar o transito intracelular das proteinas biossintetizadas e
de origem externa, ao longo de diferentes compartimentos do sistema endomembranar até o seu

destino final (Bassham et a/., 2008; Foresti e Denecke, 2008).

1.1. Sistema Endomembranar

As vias e mecanismos gerais envolvidos no processo de transito intracelular tém sido
alvo de intensos estudos em eucariotas parecendo haver uma conservacdo dos mesmos entre 0s
diversos organismos. No entanto, nas células vegetais, tém-se verificado a existéncia de algumas
especificidades nos processos e organelos envolvidos no transito intracelular das proteinas. Foi
reconhecida a presenca de pelo menos dois diferentes tipos de vacuolos morfoldgica e
funcionalmente distintos, os vacuolos liticos (LVs), e os vacuolos de armazenamento proteico
(PSVs) (Paris et al., 1996; Jolliffe et a/., 2005). Enquanto os vacuolos liticos sdo compartimentos
acidicos, ricos em hidrolases, os vacuolos de armazenamento proteico, encontram-se
essencialmente em sementes e outros orgaos de reserva, e armazenam grandes quantidades de
proteinas no seu interior. As proteinas armazenadas podem ser utilizadas como fontes de azoto
durante a germinacédo das sementes e no crescimento da planta (Jolliffe ef a/, 2005; Vitale e
Hinz, 2005). Foi descrito que ambos os vacuolos podem coexistir na mesma célula vegetal (Paris
et al, 1997; Hanton et a/, 2007), no entanto, continua por esclarecer se multiplos vactolos
estao presentes em todas as células vegetais, ou se aparecem apenas em tecidos especializados

como o tecido embrionario (Frigerio ef a/, 2008; Zouhar e Rojo, 2009).
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Aproximadamente um terco das proteinas celulares, durante a traducdo, sao
translocadas para o lumen do ER, onde a modificacdo, o enrolamento e a oligomerizacao das
mesmas ocorre. A entrada no reticulo endoplasmatico é possibilitada pela presenca de um
péptido sinal de enderecamento na regido N-terminal destas proteinas (Vitale e Hinz, 2005).
Apds o seu correcto enrolamento e montagem, algumas proteinas secretoras ficam retidas no
reticulo endoplasmatico, enquanto outras sdo transportadas para diferentes compartimentos
€Oomo 0s corpos proteicos, os vacuolos e a membrana plasmatica.

A maioria das proteinas que saem do reticulo endoplasmatico sdo transportadas para as
cisternas cis do complexo de Golgi, sendo a interface entre estes dois organelos um ponto de
ligacdo crucial para o movimento destas proteinas. No caso particular das plantas, o complexo
de Golgi é constituido por inumeras cisternas mdveis distribuidas pelo citoplasma e que se
encontram intimamente associadas com o ER (Boevink et a/, 1998; Hawes et a/., 2008).

Foram sugeridos trés diferentes modelos para explicar a exportacdo das proteinas do ER
para o Golgi (Fig. 1.1). Segundo o modelo “vacuum cleaner” as cisternas do Golgi movem-se
sobre o reticulo endoplasmatico recolhendo da superficie do mesmo as moléculas como se fosse
um “aspirador”, o que implica que toda a superficie do ER apresenta capacidade de exportar
proteinas (Boevink et a/, 1998; Neumann ef a/., 2003) (Fig. 1.1 - a). O modelo “stop-and-go”,
sugere, no entanto, que as cisternas do Golgi recebem moléculas do ER apenas em
determinados locais de exportacdo, bem definidos, denominados locais de exportacdo do ER
(ERES) (Nebenfiihr et af, 1999) (Fig. 1.1 - b). Um terceiro modelo, proposto por Brandizzi e
colaboradores (2002), sugere que os locais de exportacdo (ERES) podem ou mover-se ao longo
da membrana do ER ou devido a mobilidade da superficie do ER, formando, assim unidades
secretoras, que permitem o transporte em qualquer momento do movimento dos dois organelos
(Neumann et al, 2003) (Fig. 1.1 - c¢). Este modelo foi confirmado por daSilva e colaboradores
(2004), que ao estudar o movimento dos ERES /n wio, demonstraram que estes formam
unidades secretoras mdveis ao longo da superficie do ER, em conjunto com as cisternas do
Golgi. Recentemente, Sparkes e colaboradores (2009), recorrendo a uma técnica de /aser trap e
manipulando o Golgi, conseguiram verificar que este esta fisicamente associado a tubulos de ER
e que pode formar, facilmente, novos pontos de ligacdo com outros tubulos de ER. No entanto, a

natureza desta ligacao continua por esclarecer.
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Figura 1.1 - Representacao esquematica dos modelos de transporte de proteinas entre o
reticulo endolpasmatico (ER) nos locais de exportacdo (ERES) e as cisternas do Golgi. a)
Modelo “vacuum cleaner”, em que o Golgi se move ao longo da superficie do ER apanhando as proteinas
em qualquer local do ER. b) Modelo “stop-and-go”, em que o Golgi se move ao longo da superficie do ER
e 0 transporte de proteinas ocorre em ERES fixos. ¢) Modelo dos ERES mdveis, em que a superficie do ER
e o complexo de Golgi se movem em conjunto permitindo o transporte de proteinas continuo entre os
dois organelos (em Hanton ef a/,, 2005).

Para além do papel essencial do complexo de Golgi na modificacdo das proteinas, é
também ao nivel deste compartimento que ocorrem processos cruciais de segregacao das
proteinas para o seu correcto enderecamento. Especificamente em plantas, os processos de
segregacdo das proteinas iniciam-se logo nas cisternas cis do Golgi. As proteinas que passam ao
longo do complexo de Golgi até a face #rans sao direccionadas ou para a membrana plasmatica
ou para o sistema vacuolar (Neumann et a/,, 2003; Hwang, 2008).

Ao contrario da via secretora, a via endocitica consiste no importe de moléculas do meio
extracelular através da formacao de vesiculas a partir da membrana plasmatica (endocitose). O
transporte destas moléculas € mediado, inicialmente, por endossomas precoces e mais tarde
por endossomas tardios que enderecam as moléculas para os vactolos (Samaj et a/, 2005:
Robinson ef a/,, 2008a). No sistema endomembranar, as vias secretora e endocitica convergem
entre si, encontrando-se os endossomas nao sé envolvidos na endocitose em si, mas também na

reciclagem e na secrecdo de moléculas para o exterior da célula (Lam et a/, 2007).
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Ao longo das vias de transito, 0 movimento anterogrado é balanceado com um transito
de vesiculas no sentido inverso, o transito retrégrado, que permite a reciclagem de varias
proteinas envolvidas no enderecamento a varios niveis do sistema endomembranar devolvendo-

as aos compartimentos em que sdo residentes para poderem ser reutilizadas (Hwang, 2008).

1.1.1. Enderecamento de proteinas para a parede celular

As proteinas solUveis que ndo apresentam qualquer sinal de enderecamento, para além
do péptido sinal (SP) na sua sequéncia, sdo transportadas ao longo do complexo de Golgi e sao,
posteriormente, secretadas em vesiculas que se fundem directamente com a membrana
plasmatica, libertando as proteinas para o exterior da célula (Fig. 1.2 - via 1) (Denecke et a/,
1990; Neumann et a/., 2003). Para além desta via, designada por via default foram descritas,
recentemente, outras vias de enderecamento para a membrana plasmatica em plantas.

A partir da rede #rans do Golgi (TGN), também descrito como apresentando funcoes de
endossoma precoce (EE), as proteinas podem ser enderecadas para a membrana plasmatica
por duas vias alternativas a via defau/f. Uma primeira via mediada por endossomas de
reciclagem (REs) (Fig. 1.2 - via 2), e, uma segunda via mediada pelo pré-vacuolo (PVC),
identificados também como endossoma tardio (LE) e corpo multivesicular (MVB) (Fig. 1.2 - via
3). Ambas as vias dependem de compartimentos envolvidos ndo s6 na via secretora de

proteinas, mas também na via endocitica (Samaj et a/, 2005; Robinson et a/, 2008a).

e.g. PIN1, BRI1, FLS2, BOR1
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Figura 1.2 - Representacao da via endossomal em plantas. No esquema estao representados
compartimentos (a vermelho) e marcadores (indicados junto dos compartimentos). As setas representam
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as vias de transito descritas e as setas a tracejado indicam hipotéticas vias de transito. As setas
acompanhadas de numeros representam as vias de transito das proteinas para a membrana plasmatica
(PM) a partir da rede trans do Golgi/endossoma precoce (TGN/EE): 1: Via default. 2: Via endossoma de
reciclagem (RE); 3: Via endossoma tardio/corpo multivesicular/ pré-vacuolo (LE/MVB/PVC) (adaptado de
Robinson ef a/,, 2008a).

Recentemente, um estudo do marcador de vesiculas secretoras, SCAMP2 (Secretory
carrier membrane protein 2), permitiu idendificar uma quarta via de enderecamento de proteinas
para a membrana plasmatica, via esta envolvida no transito de proteinas em massa para o
exterior da célula (Toyooka et al., 2009). O transporte ¢ mediado por um cluster de vesiculas
secretoras (SVC), que se forma a partir da rede trans do Golgi (TGN) e se desloca até a
membrana plasmatica, com a qual se funde libertando o seu conteudo (Fig 1.3). Foi também
demonstrado que esta via promove o transporte de componentes da parede celular (Toyooka et

al., 2009).

TGNPCR cis-Golgi

SCAMP2
S5YP41
Rab11D =
FM4-B4 ¥

Pactin

Spod1(128G)-GFP

|
|
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|
svC I
SCAMPZ2 I
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Spod1(28G)-GFP |
I
I
I
I
_______g__._-—-—'—’/l’;/'

Figura 1.3 - Modelo da localizacdo e transito intracelular de SCAMP2 em células BY-2.
SCAMP2 (a azul) encontra-se localizado no frans Golgi, na rede frans do Golgi (TGN), na membrana
plasmatica (PM) e no cluster de vesiculas secretoras (SVC). O SVC separa-se da rede #rans Golgi e migra
para a PM com a qual se funde (adaptado de Toyooka et a/., 2009).

Noutros organismos eucariotas foram descritas outras vias de enderecamento das
proteinas secretoras para o espaco extracelular. As proteinas deixam o ER em vesiculas
transportadoras revestidas ou ndo pelo complexo de proteinas de revestimento Il (COPII) e estas
vesiculas, por sua vez, fundem-se directamente com a membrana plasmatica (Fig. 1.4 - vias 1 e
3). As vesiculas ndo revestidas podem também fundir-se em primeiro lugar com o
TGN/endossoma precoce e so depois alcancar a superficie celular (Fig. 1.4 - via 4), enquanto
as vesiculas revestidas podem, igualmente, fundir-se com o lisossoma e s6 depois com a

membrana plasmatica (Fig. 1.4 — via 2) (Nikel e Rabouille, 2009). Uma vez que estas vias de
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direccionamento para a membrana plasmatica ocorrem em outros organismos poderao ocorrer
também em células vegetais, pelo que a possibilidade da sua existéncia devera ser investigada
em plantas.

Para ocorrer o direccionamento para outros compartimentos, as proteinas soluveis
necessitam de sinais especificos na sua sequéncia aminoacidica (Jirgens et a/,, 2004; Vitale e

Hinz, 2005).
O
ER
COPll-coated Mon-COPIl-coated
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Extracellular space

Plasrma membrane

Figura 1.4 - Representacido do transporte de proteinas do reticulo endoplasmatico para a
membrana plasmatica. ER: reticulo endoplasmatico (em Nikel e Rabouille, 2009).

1.1.2. Enderecamento de proteinas para o sistema vacuolar

As proteinas solluveis destinadas ao sistema vacuolar devem possuir um sinal ou
determinante de enderecamento vacuolar (VSS ou VSD) na sua sequéncia aminoacidica (Vitale e
Hinz, 2005). Em plantas, foram até a data identificados varios sinais de enderecamento
vacuolar, sendo reconhecidas trés diferentes classes: os sequence-specific (ssVSS) reconhecidos
pelos receptores de sinais vacuolares (VSRs), os sinais C-terminal (ctVSS) e os sinais mediados
pela estrutura fisica da proteina (psVSS) (Matsuoka e Neuhaus ef a/, 1999).

Dependendo dos sinais de enderecamento das proteinas estas podem seguir duas
possiveis vias: uma que transporta as proteinas até os LVs e outra que as direcciona para 0s
PSVs. Para que ocorra esse direccionamento, existem, nas cisternas frans do Golgi, receptores
especificos que reconhecem estes sinais (receptores dos sinais de enderecamento ou VSRs),
permitindo assim a segregacdo das proteinas para o sistema vacuolar. Nesta fase, os sinais de
enderecamento ssVSS, das proteinas destinadas aos vacuolos liticos, interagem com VSRs BP-

80. Por sua vez, o complexo ligando-receptor é recrutado para vesiculas revestidas de clatrina
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(CCVs), que se irdo fundir com os PVCs/MVBs onde libertam o seu conteudo (Fig. 1.5 - via 1).
Estas estruturas multivesiculares funcionam como compartimentos intermédios pds-Golgi entre a
rede frans do Golgi e os LVs (Vitale e Hinz, 2005; Lam et a/, 2007; Hwang, 2008).

Por outro lado, na sua maioria, as proteinas de reserva portadoras de sinais de
enderecamento ctVSS sofrem uma agregacdo continua desde o c/sGolgi até a rede frans do
Golgi. Os agregados sao, posteriormente, sequestrados em vesiculas densas (DVs) que, depois
de destacados do Golgi por evaginacao, se fundem e libertam o seu contetido nos PSVs (Fig. 1.5
- via 2) (Vitale e Hinz, 2005; Jollife et a/, 2005). Porém, foi descrito que outras proteinas de
reserva, nomeadamente as proteinas de reserva da abdbora, podem seguir uma via alternativa
de enderecamento para os PSVs, em que as proteinas vdo sendo sequestradas para vesiculas
acumuladoras de precursores (PACs) no ER (Hara-Nishimura et a/, 1998; Vitale e Hinz, 2005).
Estas vesiculas sdo muito maiores que as DVs e depois de se separarem do ER fundem-se,
também, directamente com os PSVs, a semelhanca do que se passa com as DVs (Fig. 1.5 - via
3). Para além disso, estas vesiculas podem ainda receber e transportar para o PSV proteinas
glicosiladas do Golgi (Fig. 1.5 - via 4) (Jolliffe ef a/, 2005). Nesta via de transito nao ha
envolvimento do complexo de Golgi. Para além destas duas vias, as proteinas de reserva podem
ainda ser reconhecidas pelo receptor BP-80 e serem transportadas via PVCs/MVBs para os PSVs

(Fig. 1.5 - via 5) (Vitale e Hinz, 2005; Jolliffe et a/, 2005).

T
@? @ 3 bl Psy

Figura 1.5 — Representacdao do modelo de direccionamento das proteinas soliiveis para os
diferentes vaciiolos em plantas. Os pontos cor-de-rosa indicam proteinas destinadas para o vactolo
litico (LV) e os pontos verdes e azuis representam proteinas destinadas para o vaclolo de
armazenamento proteico (PSV). Algumas proteinas seguem uma via independente do Golgi (a verde). A
linha a tracejado vermelha representa o revestimento de clatrina das vesiculas. CCV: vesiculas revestidas
de clatrina; DV: vesiculas densas; ER: reticulo endoplasmatico; PAC: vesiculas acumuladoras de
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precursores; PVC/MVB: compartimento pré-vacuolar/corpo multivesicular (adaptado de Vitale e Raikhel,
1999).

0O tipo de direccionamento de proteinas para os vacuolos de armazenamento, parece ser
influenciado pelo estadio de desenvolvimento da planta ou da semente (Vitale e Hinz, 2005).
Vitale e Hinz (2005) propdem que as proteinas destinadas a ambos os vacuolos alcancem os
PVCs pela mesma via, e apenas quando atingem estes compartimentos sofrem subsequente
enderecamento, dependendo do seu destino final. Deste modo, com a formacdo das sementes
na evolucdo das plantas, a formacao dos PSVs poderia ter sido originada a partir de vias preé-
existentes utilizadas no enderecamento de proteinas para o vacuolo litico da célula. Mais
recentemente, Miao e colaboradores (2008) demonstraram que a aleurina e a 2S albumina,
proteinas litica e de reserva, respectivamente, sdo transportadas pelas mesmas populacdes de

PVCs/MVBs para os respectivos vacuolos.

Para além das funcdes de enrolamento, processamento e montagem das proteinas, o
reticulo endoplasmatico ¢ também um organelo onde se acumulam determinadas proteinas
(Neumann et af., 2003). Por exemplo, as prolaminas, que representam proteinas de reserva de
cereais, podem formar agregados heteromultiméricos no interior do ltmen do ER. Foi proposto
que esta retencao no ER se dé por ligacao das prolaminas a proteinas de ligacao a chaperonas
residentes do ER, o que, por sua vez, promove 0 enrolamento e a montagem de agregados
insoluveis no interior do ER (Drakakaki et a/, 2006). Estes agregados de proteinas podem
manter-se no interior ou destacar-se do ER, formando compartimentos individualizados
denominados de corpos proteicos (PB). A formacao destes compartimentos parece ser regulada
pelo desenvolvimento, que induz a sintese de proteinas de reserva em células especializadas,
normalmente em tecidos de reserva (Herman e Larkins, 1999). Os PBs podem manter-se no
citoplasma ou podem ser sequestrados por autofagia pelos PSVs (Herman e Larkins, 1999).

Apesar das vias de enderecamento descritas para as proteinas de reserva, muito

continua por se esclarecer acerca das mesmas e do numero de diferentes vias existentes.

1.1.3. Drogas inibidoras do transito vesicular em plantas
O estudo do transito intracelular de proteinas tem vindo a ser facilitado essencialmente

pela utilizacdo crescente de marcadores fluorescentes compartimentares e pelo melhoramento

Obtencao e caracterizacao de linhas celulares de BY-2 a expressar cardosinas 9



Introducéo

da microscopia confocal e de fluorescéncia, que permitem hoje a observacdo directa de
proteinas fluorescentes em células vegetais vivas. Para além disso, a aplicacao de drogas
inibidoras do transito vesicular tém-se mostrado importantes no estudo da localizacao
intracelular e vias de transito de proteinas. Entre estas drogas, a brefeldina A (BFA) e a
wortmanina sao as mais populares neste tipo de estudos.

A brefeldina A é uma lactona macrociclica de origem fungica, inicialmente, usada como
inibidor da formacdo de vesiculas de transporte retrégrado ao nivel do Golgi (Robinson ef af,
2008b). No entanto, com o aumento da utilizacdo da droga, demonstrou-se que 0s seus efeitos
parecem ser dependentes do tecido e da espécie vegetal em que é aplicada (Robinson ef a/,
2008b).

A wortmanina é um inibidor especifico da fosfatidilinositol 3-cinase, um lipido
caracteristico de membranas endossomais. Foi descrito, que esta droga funciona como inibidor
do transito intracelular para o vactolo em plantas (daSilva ef a/, 2005). Tse e colaboradores
(2004), demonstraram que a droga ¢ também um agente dilatador dos PVCs, sem qualquer
efeito no Golgi, tendo a sua aplicacdo permitido aos autores definir as estruturas PVC como
MVBs.

Os efeitos da BFA e da wortmanina tém vindo a ser bem estudados nas células Bright
Yellow-2 de tabaco (BY-2). Tse e colaboradores (2009) relacionaram o efeito da dosagem
aplicada destas drogas com os seus efeitos a nivel morfolégico nas células BY-2. Neste trabalho,
verificou-se que baixas concentracdes de BFA levam a agregacao das cisternas do Golgi, sem
efeitos na morfologia dos PVCs, no entanto, maiores concentracdes promovem a agregacao dos
PVCs com o Golgi formando os chamados compartimentos BFA (Tse ef a/, 2009). A
wortmanina, por sua vez, induz a formacao de estruturas em forma de anel nos PVCs marcados
com GFP nas células BY-2, que através da analise por microscopia electronica corresponde a um
alargamento destes organelos e a perda de vesiculas internas (Tse et a/., 2009). Esta dilatacao
dos PVCs ocorre por uma fusao homotipica dos PVCs/MVBs, havendo também ocorréncia fusao
entre os PVCs e a TGN, bem como das pequenas vesiculas internas com a membrana do PVC,
parecendo este padrao de fusdo, produzido pela wortmanina, ser exclusiva de plantas (Wang ef

al., 2009).

1.2. Proteinases asparticas

As proteinases asparticas (APs; EC 3.4.23) foram descritas num vasto grupo de

organismos entre animais, plantas, bactérias, fungos e retrovirus (Davies, 1990). De modo a
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permitir uma classificacao de todas as proteinases identificadas, Rawlings e Barret iniciaram, em
1996, uma base de dados de proteinases, denominada de MEROPS (Rawlings ef a/, 2008). Até
a data foram identificadas 14 familias diferentes de APs, de acordo com o grau de homologia
das suas sequéncias aminoacidicas, e foram identificados 6 clas, que incluem APs que se
acredita partilharem um ancestral comum (Simdes e Faro, 2004; Rawlings et a/., 2008).

Em comum, uma grande parte das APs, exibem uma actividade éptima a pH éacido, sao,
especificamente, inibidas pela pepstatina (um hexopéptido produzido por Streptomyces) e
apresentam dois residuos de aspartato no seu local activo (Faro ef a/, 1999; Mutlu e Gal, 1999).
As APs eucaridticas exibem uma estrutura bilobada com o local activo situado numa grande
fenda catalitica. Em cada l6bulo da enzima, localiza-se um dos residuos cataliticos de aspartato
inserido em motivos Asp-Thr-Gly (DTG) (Aspartato-Treonina-Glicina), sendo um dos motivos
substituido por Asp-Ser-Gly (DSG) (Aspartato-Serina-Glicina) nas APs de plantas (Mutlu e Gal,
1999; Simdes e Faro, 2004).

As APs sdo sintetizadas como precursores inactivos também designados de zimogénios,
caracterizados por possuirem uma sequéncia sinal N-terminal hidrofébica (Pre), responsavel pela
translocacdo da proteina para o reticulo endoplasmatico (ER). Esta sequéncia ¢ seguida de um
prosegmento de 40 aminoacidos, que parece estar envolvido na inactivacdo, correcto
enrolamento, estabilidade e enderecamento intracelular de varios zimogénios (Koelsh ef al,
1994; Kervinen et al,, 1999; Simdes e Faro, 2004).

Apesar das caracteristicas comuns mencionadas entre as APs, estas exibem diferentes
propriedades cataliticas e diferentes localizacdes ao nivel das células e tecidos, o que,
provavelmente, estara relacionado com os seus diferentes papéis fisioldgicos (Davies, 1990;
Koelsh et al, 1994).

Actualmente, o conhecimento acerca das funcdes das APs provém, essencialmente, de
estudos em animais, microrganismos e virus, tendo sido, até a data, atribuidos muitos e variados
papéis fisioldgicos a diferentes APs. Estas enzimas estdo envolvidas no processamento de
proteinas precursoras (ex: renina e catepsina D), na degradacdo de proteinas (ex: proteinas
gastricas como a pepsina), e no processamento de poliproteinas (AP do virus da
imunodeficiéncia humana) (Davies, 1990; Mutlu e Gal, 1999; Simdes e Faro, 2004). Para além
disso, estdo também envolvidas em processos fisioldégicos como a regulacdo da pressao
sanguinea (renina) e a digestdo (ex: pepsina e quimosina) e estdo associadas a condicdes

patologicas importantes, como a SIDA (AP do virus da imunodeficiéncia humana), a malaria
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(plasmepsinas), o cancro (catepsina D e catepsina E) e a doenca de Alzheimer (proteina
precursora B-amildide e memapsina 2), sendo este um dos principais motivos pelo qual as APs
tém vindo a ser alvo de grande investigacdo (James, 1998; Lin ef a/, 2000; Simdes e Faro,
2004). No entanto, o papel das APs em plantas, na sua maioria, continua ainda por caracterizar

(Simdes e Faro, 2004).

1.2.1. Proteinases asparticas de plantas

Foram, até a data, detectadas ou purificadas APs num vasto grupo de espécies vegetais,
nomeadamente em espécies de gimnospérmicas (pinheiro), em monocotiledoneas (cevada,
arroz, trigo e milho) e em dicotiledoneas (Arabidopssi, Brassica, pepino, cardo, tabaco, tomate e
plantas carnivoras Nepenthes). No entanto, em comparacao com APs de outras origens, a
informacéao acerca das APs de plantas € ainda muito limitada, tendo sido apenas completamente
caracterizadas algumas delas (Simdes e Faro, 2004), conhecendo-se o papel biolégico de
apenas duas APs vegetais, a CDR1 (Constutive disease resistance 1) e a PCS1 (Promotion of cell
survival) (van der Hoorn, 2008).

Apesar de, na sua grande parte, as APs terem sido isoladas a partir de sementes
(pinheiro, cevada, Arabidopsis, arroz, trigo), outras foram também purificadas a partir de folhas
(tabaco, tomate e espinafres), de flores (cardo), de pdlen (milho) e das glandulas digestivas da
planta carnivora Nepenthes alata (Mutlu e Gal, 1999).

As APs em células de mamiferos sdo, essencialmente, acumuladas em lisossomas
acidicos (ex: catepsina D), ou sdo secretadas (ex: pepsina, renina) (Mutlu e Gal, 1999). Estudos
de localizacao subcelular, em plantas, determinaram que a maioria das APs é armazenada em
vaclolos de armazenamento proteico (PSVs) e em corpos proteicos (PBs), (ex: fitepsina,
cardosina A) ou é secretada para o espaco extracelular (ex: cardosina B) (Mutlu e Gal, 1999;
Simdes e Faro, 2004).

Entre as APs de plantas, apenas duas estruturas cristalograficas foram, até a data
determinadas, a da cardosina A madura (PDB code: 1B5F) e a da profitepsina, a forma
precursora da AP de cevada (PDB code: 1QDM) (Fig. 1.6). Verificou-se que na sua forma
madura, estas proteinas formam cadeias polipeptidicas duplas e partilham grande similaridade
de enrolamento com outras APs (Frazado et al, 1999; Kervinen et al, 1999; Simdes e Faro,

2004).
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Apesar de apresentarem caracteristicas em comum com as APs de outros organismos,
as APs presentes em plantas, exibem aspectos funcionais e estruturais que as tornam Uunicas.
Podem apresentar na sua estrutura um dominio extra de cerca de 100 aminoéacidos,
denominado de plant specific insert (PSl), inserido entre os dominios N - e C - terminal. Este
segmento, presente apenas na forma precursora das APs, &, normalmente, removido de modo
total ou parcial durante a maturacao proteolitica das proteinases asparticas (Egas et a/, 2000;
Simdes e Faro, 2004). A sequéncia do PSI nao apresenta homologia com a sequéncia de
qualquer outra AP de outros organismos, no entanto, esta exibe alta homologia com as
saposinas, proteinas activadoras de esfingolipidos lisossomais de origem animal, e com as
saposin-like proteins (SAPLIPs). Consequentemente, o PSI é considerado um dominio saposin-
like das APs. Esta familia de proteinas contém um grupo de seis cisteinas conservadas,
apresentando homologia no padrdo de residuos hidrofébicos e num local de glicolizacao
conservado (Simdes e Faro, 2004). No entanto, as porcdes N- e C- terminal no PSI, estao
trocadas em relacdo a posicdo das mesmas nas SAPLIPs, portanto, o PSI nao é considerado
uma verdadeira saposina, mas sim uma swaposin (Simdes e Faro, 2004). Apesar da funcao do
PSI continuar ainda por esclarecer, foi descrito o seu envolvimento no enderecamento dos
precursores da fitepsina da cevada para o vacuolo, em semelhanca ao papel da saposina C nos
mamiferos, que parece ser responsavel pelo enderecamento independente de manose-6-fosfato,
da catepsina D para os lisossomas (Tormakangas ef af, 2001; Simdes e Faro, 2004). Apesar
dos resultados obtidos para a fitepsina, outros estudos contrapéem o papel do PSI no
enderecamento vacuolar das APs. Terauchi e colaboradores (2006) verificaram que em duas
APs vacuolares da soja a remocdo do PSI apenas impediu o enderecamento de uma delas para
0 vacuolo. Por outro lado, a mutacdo do PSI da cardosina A, vacuolar em tabaco, ndo impediu o
seu direccionamento para o vacuolo (Pereira, 2008). Para além disso, outras APs com o PSI
inserido na sua sequéncia ndo sofrem um enderecamento vacuolar (Terauchi et a/., 2006). Em
resumo, 0s resultados discrepantes, ndo permitem confirmar a funcdo desta sequéncia no
direccionamento, pelo contrario tornam-na menos esclarecedora.

Egas e colaboradores (2000) demonstraram um papel do PSI da cardosina A como
indutor de ruptura de vesiculas e da libertacao do seu conteudo, propondo, consequentemente,
um papel bifuncional para as moléculas precursoras das APs, defendendo que estas contém um

dominio destabilizador das membranas e outro dominio com actividade proteolitica. Os mesmos
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autores, sugerem que o PSI pode contribuir para a defesa da planta e/ou para autdlise tardia
das células (Egas et al., 2000).

Faro e Gal (2005), recorrendo a uma analise bioinformatica do genoma de Arabidopsis,
identificaram cinquenta proteinas AP-ike, tendo-as classificado em 3 principais categorias:
tipicas, nucellinike e atipicas. Em comum, as APs atipicas e nucellinike das plantas nao
apresentam o segmento PSI| na sua sequéncia, mas apresentam um numero pouco usual de
cisteinas, o0 mesmo tipo de aminoacidos que precedem cada triade catalitica e apresentam
também localizacdes inesperadas, aspectos que, em conjunto, as diferenciam bem das APs
tipicas (Faro e Gal, 2005). Apesar da classificacdo atribuida as APs vegetais, o grupo de APs
atipicas constitui o grupo mais abundante de APs tanto em Arabidopsis como em arroz (Faro e
Gal, 2005; Chen et al., 2009), sendo, ao mesmo tempo, as APs atipicas e nucellin-like, que tem
vindo a ser menos estudadas. Devido a abundancia relativa dos trés grupos de APs, a atribuicéo
do nome tipicas, parece um pouco desapropriado, uma vez que, este grupo parece representar
as APs menos abundante em plantas.

As APs vegetais sdo processadas ao longo do seu trajecto intracelular, sendo o
processamento dos seus precursores iniciado com a remocao da sequéncia sinal (Pre) apos a
sua translocacdo para o ER, seguindo-se a clivagem do prosegmento (Pro) e a total ou parcial
remocdo do PSI. No entanto, ocorrem variacdes na ordem das clivagens entre diferentes APs
(Simdes e Faro, 2004). O processamento completo das APs vegetais, culmina na formacdo das
enzimas activas de cadeia simples ou dupla, geralmente sem o PSI e sem o prosegmento
(Simdes e Faro, 2004). O processamento proteolitico que leva a activacdo das APs pode ocorrer
por trés possiveis mecanismos: auto-processamento completo, auto-processamento
parcialmente assistido por uma outra proteinase ou processamento completamente assistido por

uma outra proteinase (Koelsh ef a/, 1994).

Figura 1.6 - Representacao das estruturas cristalinas de cardosina A e de profitepsina. Em
a) a estrutura da cardosina A matura de C. cardunculus L.. A azul esta representada a cadeia pesada e a
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vermelho a cadeia leve e as pontes dissulfeto a amarelo. Em b) a estrutura da profitepsina de H. wuigare
L.. Apresenta o propéptido a azul, a proteina madura a ciano (cadeia pesada) e a vermelho (cadeia leve),
o plantspecific insert (PSl) a verde e as pontes dissulfeto a amarelo (em Simoes e Faro, 2004).

Ao contrario do que sucede com as APs de outros organismos, nos quais se conhece
uma diversidade de funcdes como processamento e degradacao de proteinas ou processamento
de poliproteinas virais, as funcdes biologicas destas proteases em plantas sao ainda pouco
claras. Contudo, estas moléculas tém vindo a ser associadas a funcdes de processamento e
degradacao de proteinas, senescéncia, respostas ao stress, morte celular programada e

reproducao nas células vegetais (Simdes e Faro, 2004).

1.2.2, Cardosinas

O cardo (Cynara cardunculus L.) é uma herbacea perene com um caule erecto e folhas
espinhosas pertencente a familia Asteraceae. Esta planta pode ser encontrada no sul e oeste da
regido mediterranica, sul de Portugal, Madeira e llhas Canarias. A sua floracdo ocorre no
segundo ano do ciclo de vida da planta com formacao de inflorescéncias organizadas em
capitulos, com numerosas flores hermafroditas individuais rodeadas por bracteas (Fig. 1.7)
(Pissarra et al, 2007). As flores maduras apresentam pétalas lilds e um calice modificado,

importante para a dispersdo das sementes (Fig. 1.7) (Duarte ef a/., 2006).

Figura 1.7 - Inflorescéncia de Cynara cardunculus (cardo).

Desde os tempos Romanos, extractos aquosos da flor de cardo vém sendo aplicados

como coagulante do leite para a producao de queijo tradicional de ovelha em Portugal e em
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Espanha (Silva e Malcata, 1999). Esta actividade coagulante deve-se a abundante presenca de
proteases asparticas nas flores da planta (Heimgartner ef a/, 1990).

A partir das flores de cardo, foram inicialmente isoladas e extensivamente
caracterizadas, duas APs, a cardosina A e a cardosina B, as quais sdo expressas a partir de dois
genes diferentes mas relacionados, que se pensa terem surgido por um fenémeno de duplicacao
genética (Ramalho-Santos ef a/,, 1997). Estas cardosinas sdo as que mais contribuem para o
conteudo em proteinas soluveis totais nos estigmas maduros de cardo, sendo estas expressas
em quantidades pouco usuais, em relacao as restantes APs de plantas (Ramalho-Santos ef a/.,
1997; Duarte et al, 2008). A cardosina B, apesar de menos abundante na flor do cardo,
apresenta uma maior actividade catalitica e menor especificidade em relacdo a cardosina A
(Ramalho-Santos et a/,, 1997).

A elevada identidade entre as sequéncias nucleotidica e aminoacidica de ambas as
proteinas, em conjunto com a sua localizacao diferencial, torna estas moléculas um excelente
modelo de estudo das vias secretoras e dos sinais de enderecamento em plantas (Pereira et al,

2008).

1.2.2.1. Expressao das cardosinas A e B em cardo

Tendo em conta a localizacdo de ambas as cardosinas, A e B, em cardo, parece
bastante provavel que estas desempenhem diferentes e importantes funcdes biologicas
relacionadas com a reproducdo e germinacdo de Cynara cardunculus. No entanto, tal como
sucede com outras APs de plantas, as funcdes biologicas que lhes foram atribuidas necessitam

de outros estudos que as confirmem.

Em flores de cardo, a expressao da cardosina A restringe-se ao pistilo da flor,
acumulando-se, essencialmente, em vacuolos de armazenamento proteico das papilas
estigmaticas, e em menor quantidade nos vacuolos das células epidérmicas do estilete. Deste
modo, foi proposto que a sua distribuicao poderia estar relaccionada com um possivel
envolvimento da cardosina A na interaccdo polén-pistilo (Ramalho-Santos et a/., 1997).

A clonagem do cDNA de cardosina A revelou a presenca de um motivo RGD, conhecido
como uma sequéncia de ligacdo a integrina em tecidos de mamiferos (Fig. 1.10). A estrutura
cristalografica da cardosina A permitiu verificar que este motivo se encontra projectado para a

superficie da proteina. Para além disso, foi também isolado a partir de extractos de poélen um
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possivel receptor de 100 kDa que pode interagir com a cardosina A via RGD, o que veio reforcar
0 possivel envolvimento da cardosina A nas interaccoes pdlen-pistilo, nomeadamente, no
reconhecimento do polen (Faro et a/, 1999; Pissarra et al., 2007).

A acumulacao de cardosina A em flores maduras é sugestiva de um papel da proteina
na senescéncia destes orgdos. Outras APs de plantas foram, igualmente, associadas a processos
de morte celular programada (PCD) como foi sugerido para a ciprosina, também presente em
flores do cardo (Ramalho-Santos et a/, 1997; Simdes e Faro, 2004; Pissarra et a/., 2007).

Apesar da elevada identidade com a sequéncia de cardosina A, a cardosina B exibe uma
diferente distribuicdo na flor do cardo. Ao contrario da cardosina A que é maioritariamente
enderecada para o vacuolo, a cardosina B é secretada para a matriz extracelular e paredes
celulares do tecido de transmissao do estilete durante a maturacéo da flor (Fig. 1.8 - A) (Vieira ef
al, 2001). Existe um gradiente de cardosina B da parte superior do estigma para a base do
estilete, detectando-se a sua presenca também na face ventral da parede do ovario e no nucelo.
Em conjunto, estes dados sugerem o envolvimento desta AP no processo de afrouxamento
(remodelando ou degradando a matriz extracelular) do tecido de transmissdo durante o
crescimento/progressdo do tubo polinico. A cardosina B parece, assim, permitir o
estabelecimento de uma via interna a partir do estigma até o saco embrionario, guiando o tubo
polinico até a oosfera e as sinergideas. Foi também proposto que a cardosina B poderia ter um
papel de sinalizacao necessaria para o direccionamento e elongacdo do tubo polinico. Por outro
lado, a sua localizacdo no saco embrionario completamente maduro relaciona a cardosina B
com acontecimentos de PCD no nucelo de C. cardunculus, apontando para um possivel

envolvimento no desenvolvimento do évulo e do saco embrionario (Figueiredo et a/,, 2006).

Figura 1.8 - Localizacao da cardosina B por microscopia electronica com marcacao com
particulas de ouro no tecido de transmissao de cardo. A cardosina B localiza-se essencialmente
na matriz extracelular das células tecido de transmissdo (presenca de muitas particulas douradas) (A).
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Observa-se também alguma marcacdo no citoplasma e nenhuma nos vacuolos (B). ecm: matriz
extracelular; cw: parede celular; v: vacuolo. Barras: 1 um (em Vieira et a/., 2001).

Recentemente, Pereira e colaboradores (2008) detectaram a expressdo de ambas as
cardosinas em sementes de cardo. Enquanto em flores do cardo a cardosina A é expressa em
PSVs, nas sementes esta é detectada essencialmente em PBs (Fig. 1.9 — a, b e ¢), mas também
na parede celular (Fig. 1.9 — b e d) (Pereira et a/, 2008). Foi sugerido pelos autores que a
presenca da procardosina A em corpos proteicos das células cotiledonares podera estar
envolvida no catabolismo e processamento das reservas da semente, tal como outras APs
localizadas em sementes. A presenca da forma precursora da cardosina A nos corpos proteicos
e da forma madura da cardosina A nos vacuolos, pode significar diferentes funcdes bioldgicas de
cada uma das formas durante a germinacdo da semente de cardo (Pereira ef al, 2008). Este
fendmeno sugere uma especializacdo das vias de transito de acordo com as necessidades do
tecido. Isto significa que por um processo ainda desconhecido as mesmas proteinas sao
transportadas do ER para diferentes destinos finais e por diferentes vias em diferentes tecidos no

cardo.

A

Figura 1.9 - Localizacao de cardosina A por microscopia electronica com marcacao com
particulas de ouro em cotilédones de cardo. Observacado de seccdes de cotilédones na fase de
emergéncia da radicula, com imunomarcacao com particulas de ouro utilizando anticorpo contra a cadeia
maior da cardosina A (a e b) e anticorpo contra a regido PSI (c e d). As setas indicam os pontos dourados
nos corpos proteicos (PB), na parede celular (CW) e nos espacos intercelulares. As setas preenchidas
indicam os pontos dourados nos vacuolos (V) (em Pereira et a/., 2008).
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Os mesmos autores detectaram a presenca da cadeia de 34 kDa da forma madura da
cardosina B em sementes de cardo, desde a embebicdo até a emergéncia da radicula. Neste
estudo, dados apontam para uma activacao da enzima com a re-hidratacdo da semente, tendo
sido proposto um papel da proteina no afrouxamento do involucro da semente de modo a
promover a emergéncia da radicula durante a germinacao (Pereira ef a/,, 2008). Recentemente,
a cardosina B foi localizada em sementes de cardo nas células da protoderme, diminuindo a sua
expressao em direccdo ao meristema fundamental da semente. Apos a emergéncia da radicula,
a marcacao foi observada, essencialmente, ao nivel dos corpos proteicos junto a protoderme,
sugerindo, uma funcéo da cardosina B na mobilizacdo das reservas de proteinas da semente

que ocorre na fase inicial da germinacéo (Oliveira, 2009).

As cardosinas sdo sintetizadas na forma de precursores que sdo processados originando
a sua forma madura. Esta forma é composta por duas subunidades, uma cadeia maior com
peso molecular aparente de 31/34 kDa, e uma cadeia menor de 15/14 kDa (respectivamente
para a cardosina A e B) (Fig. 1.10) (Ramalho-Santos ef a/,, 1998; Vieira et a/., 2001).

Ramalho-Santos e colaboradores (1998) propuseram um modelo para o processamento
proteolitico da cardosina A, segundo o qual a proteina precursora ou preprocardosina A (66 kDa)
¢ sintetizada e translocada para o ER, onde sofre processamento proteolitico do péptido sinal
(Pre), originando a molécula de procardosina A (64 kDa). Depois de uma segunda clivagem entre
a cadeia maior e o PSI, que origina as formas intermédias de 35 e de 30 kDa, ocorre uma
segunda clivagem entre o PSI e a cadeia de 15 kDa. O processamento da proteina termina
aquando da remocdo do prosegmento (Pro), resultando na formacdo da cadeia maior e na
cadeia menor da proteina, ou seja, gera a forma madura activa da cardosina A (Fig. 1.11).
Apesar de ainda nao se ter procedido a um estudo desta natureza para a cardosina B, considera-

se que 0 seu processamento proteolitico sera semelhante, dado se tratarem de proteinas

homologas.
RGD
€ 1
Cardosina A Pre Pro 31 kDa 15 kDa
_ £ ¢ 3
Cardosina B Pre Pro 34 kDa 14 kDa

Figura 1.10 - Representacdo dos precursores da cardosina A e da cardosina B. Ambas
apresentam um péptido sinal (Pre) na regido N-terminal, seguido de um prosegmento (Pro). As cadeias
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maior € menor, a azul, a esquerda e a direita respectivamente, constituem a forma madura de ambas as
proteinas e estdo separadas pelo dominio PSI. Na figura encontra-se representado o padrdo de N -
glicosilacdo de ambas as proteinas (£).e o motivo RGD inserido na sequéncia de cardosina A.

Em cardo, a cardosina A parece sofrer processamento ao longo da maturacao da flor da
planta, e ambas as cardosinas sao supostamente processadas ao longo do desenvolvimento pos-
embrionario da semente (Ramalho-Santos ef a/,, 1998; Pereira et al, 2008). Ramalho-Santos e
colaboradores (1998) propuseram a conversdo da procardosina A na sua forma madura

(activacao) no interior dos vacuolos, local onde esta proteina se acumula nas flores de cardo.

66 kDa
Pre  Pro 31 kDa 15 kDa Pré-procardosina A
64 kDa
Pro 31 kDa 15 kDa Procardosina A
35 kDa
Pro 31 kDa 15 kDa Formas intermédias

31 kDa 15 kDa Forma madura

Figura 1.11 - Modelo proposto para o processsamento proteolitico da cardosina A. As setas
indicam os locais de clivagem sequenciais da forma precursora da cardosina A (pré-procardosina A). PSI:
Plant specific insert Pre: péptido sinal; Pro: prosegmento.

1.2.2.2. Expressao das cardosinas em sistemas heterologos

0 enderecamento das proteinas pode, em alguns casos, ser especifica de determinados
tecidos ou organismos, sofrendo alteracdes mediante o tecido e/ou organismo em que estiverem
a ser expressas (Robinson et al., 2005). Apesar disso, para o estudo do transito de determinadas
proteinas, por vezes é necessario recorrer a outros sistemas que nao o sistema nativo, onde a
proteina é naturalmente expressa, de modo a facilitar e tornar esse estudo mais rapido e
enriquecedor, permitindo também diferentes abordagens.

As cardosinas A e B, como referido anteriormente, sdo expressas naturalmente em
cardo, acumulando-se, maioritariamente, nos estigmas e estiletes da flor. Uma vez que o estudo
do transito destas proteinas é dificultado na planta nativa devido ao seu longo ciclo de vida, a
presenca de outras cardosinas, e a pobre caracterizacao do sistema, o recurso a sistemas

heterologos bem caracterizados é essencial para esse mesmo fim. A utilizacdo de plantas
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modelo como Arabidopsis thaliana e Nicotiana tabacum tem permitido obter novas informacoes

acerca do direccionamento das cardosinas e das suas vias de transito.

Quando expressa em epiderme foliar de tabaco e em plantulas de Arabidopsis, a
cardosina A, é enderecada para os vacuolos, tal como ocorre no sistema nativo.
Consequentemente, estes dois sistemas heterdlogos parecem ser adequados para o estudo das
vias de transito da cardosina A (Duarte ef a/., 2008; Pereira, 2008).

Para além do correcto enderecamento para o vacuolo, a cardosina A sofre nos sistemas
heterdlogos, um processamento idéntico ao descrito para o sistema nativo, o que demonstra a
existéncia de mecanismos de processamento e enderecamento conservados (Duarte et al.,
2008; Pereira, 2008). Em Arabidopsis e em tabaco, a cardosina A parece sofrer o Ultimo passo

do seu processamento no interior do vacuolo (Duarte ef a/, 2008; Pereira, 2008).

Ao contrario do que acontece em cardo, a cardosina B nao é enderecada para a parede
celular da epiderme foliar de tabaco, localizando-se nos vacuolos. No entanto, verificou-se que a
cardosina B em protoplastos de tabaco é secretada, tal como ocorre no sistema nativo,
apontando para um possivel papel da parede celular no direccionamento da cardosina B para o
vacuolo (Soares da Costa, 2009). Nao obstante, a localizacdo da cardosina B no vacuolo, neste
sistema heterdlogo, pode ajudar a clarificar as vias e mecanismos envolvidos neste trajecto e
igualmente no transito da cardosina A para o vacuolo.

Em sementes de Arabidopsis, sob accdo do promotor constitutivo 35S recorrendo a um
sistema de expressao indutivo, a cardosina B foi localizada desde o local de sintese até o seu
local de acumulacdo. Foi possivel identificar a cardosina B em estruturas pontuadas no
citoplasma, que, pelo seu tamanho, parecem constituir um compartimento intermédio do
sistema endomembranar, mais recentemente identificado como compartimento pré-vacuolar
(PVC) (Oliveira, 2009; Oliveira, dados ndo publicados). Dos cinco aos sete dias apds a inducao,
observou-se a acumulacao crescente de cardosina B na parede celular, o que parece indicar que
em sementes de Arabidopsis a cardosina B segue uma via de transito para a parede celular via
PVC. Considerando a localizacdo da cardosina B em sementes de Arabidopsis este sistema
torna-se interessante para o estudo mais detalhado das vias de transito e mecanismos

envolvidos no enderecamento da cardosina B para a parede celular (Oliveira, 2009).
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1.3. Células BY-2 como modelo biolégico de estudo

0 estabelecimento de linhas celulares a partir de tecidos de plantas ¢ relativamente facil,
tendo sido, até hoje, obtidas diferentes linhas celulares a partir de diferentes tecidos e espécies
de plantas superiores (David e Perrot-Rechenmann, 2001).

As culturas de células de Arabidopsis e de Nicotiana tabacum var. Bright Yellow-2 (BY-2),
tém sido frequentemente utilizadas em estudos de transito intracelular. Apesar de Arabidopsis
ser considerado um sistema modelo para multiplos estudos, a cultura de células desta espécie
apresenta algumas limitacdes para o seu uso, como por exemplo a dificuldade de sincronizacao
do seu ciclo celular e o reduzido tamanho das suas células, o que dificulta a observacao

detalhada da organizacao intracelular e do seu contetdo (Geelen e Inzé, 2001).

Figura 1.12 — Célula de Nicotiana tabacum var. Bright Yellow-2 (BY-2). Imagem de contraste
de interferéncia diferencial (DIC) de uma célula BY-2 obtida por microscopia confocal de varrimento a
laser (CLSM).

Por outro lado, a linha celular obtida a partir de células de tabaco (células BY-2) tem
mostrado ser mais vantajosa em varios aspectos em relacao a cultura de células de Arabidopsis
(Geelen e Inzé, 2001). Trata-se de uma linha bem caracterizada, altamente homogénea e que
apresenta uma taxa de crescimento bastante acentuada, com um aumento de 80 a 100 vezes
em apenas uma semana, sendo estas células reconhecidas como as células “Hela” das plantas
(David e Perrot-Rechenmann, 2001; Miyazawa e Sakai, 2006). Estas células crescem,
normalmente, em filamentos uniformes com células de grande tamanho (cerca do dobro das
células de Arabidopsis), e apresentam uma autofluorescéncia relativamente baixa, o que as
tornam num modelo bastante interessante e Util para analise microscopica (Fig. 1.12). Para
além das vantagens mencionadas, as células BY-2 apresentam uma outra vantagem bastante
importante, sdo células facilmente transformaveis apoés formacao de protoplastos ou mesmo

directamente através de electroporacao e bombardeamento de particulas ou por co-cultivo com
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Agrobacterium tumefaciens (Geelen e Inzé, 2001; Miyazawa e Sakai, 2006). Consequentemente,
tém-se vindo a tornar cada vez mais populares em estudos de localizacdo subcelular de
proteinas, dindmica de organelos e estudo do ciclo celular através da marcacao com proteinas
fluorescentes (FPs) ou por imunofluorescéncia indirecta (Geelen e Inzé, 2001; Lo e Jiang, 2006).

O estudo do transito intracelular em células BY-2 ¢ ainda potenciado por outros dois
principais factores: a crescente disponibilizacdo de linhas celulares transgénicas com expressao
de diferentes marcadores de compartimentos do sistema endomembranar e a possibilidade de
aplicar drogas inibidoras do transito intracelular, como a brefeldina A (BFA) e a wortmanina, as

quais inibem o transito vesicular entre diferentes compartimentos do sistema endomembranar.

1.4. Objectivos

A cardosina A e a cardosina B sao proteinases asparticas isoladas a partir de flores de
Cynara cardunculus. Estas proteinas partilham uma identidade de 73 %, tanto a nivel da sua
sequéncia nucleotidica como aminoacidica, no entanto, acumulam-se em compartimentos
celulares distintos em flores de cardo. Por este motivo, parecem constituir um bom modelo para
0 estudo das vias e mecanismos moleculares envolvidos no enderecamento de APs de plantas.

A expressao destas cardosinas em Nicotiana tabacum conduz ao enderecamento de
ambas para 0 vacuolo sendo, por esta razao, o tabaco um interessante modelo biolégico para o
estudo da via seguida pelas cardosinas para este compartimento. No entanto, estudos em
tabaco até a data ndo permitiram esclarecer acerca das vias envolvidas neste processo pelo que,
a escolha de um modelo mais simples e com possibilidades de novas abordagens se tornou uma
alternativa necessaria. Tendo em consideracao que as células BY-2 constituem uma linha celular
de tabaco que apresenta diversas vantagens em relacéo a planta de tabaco. Este estudo vem
introduzir um novo modelo para o estudo das vias de transito das cardosinas A e B para o
vacuolo. Com este trabalho pretendia-se elaborar uma construcdo de cardosina A fundida com a
proteina fluorescente mCherry e com um /Jinker entre as sequéncias, de modo a avaliar o seu
enderecamento e processamento em células da epiderme foliar de tabaco e analisar a
importancia do /inker no processamento e enderecamento da cardosina A para o vacuolo.
Pretendia-se utilizar esta construcdo em conjunto com as construcdes cardosina B::linker-
mCherry e cardosina A::GFP (ja disponiveis e anteriormente testadas em tabaco) para
transformar células BY-2, e estudar, pela primeira vez, o enderecamento e processamento das

cardosinas neste sistema de expressao.
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2.1. Estirpes bacterianas e condicoes de crescimento
Durante este trabalho foram utilizadas duas estirpes bacterianas, a estirpe DH5a de

Escherichia coli e a estirpe GV3101::pMP90 de Agrobacterium tumefaciens (Koncz e Schell,

1986).

2.1.1. Crescimento de bactérias de Escherichia coli e de Agrobacterium
tumefaciens

O crescimento das duas estirpes bacterianas foi promovido em meio Luria-Bertani (LB)
[10 g de Triptona, 5 g de extracto de levedura, 10 g de NaCl, para 1 litro de cultura; com agar
1,5 % (p/v) para meio sélido] ou em meio LB solido [com agar 1,5 % (p/v)], sendo as culturas de
E. coliincubadas a 37 °C e as de A. tumefaciens a 28 °C. As culturas liquidas foram crescidas
com agitacao orbital de 150 rpm (GFL 3031). E ambas as estirpes, apds transformacdo foram
armazenadas, em aliquotas de 500 pl em glicerol 10 a 15 % (v/v), a -80 °C, até serem utilizadas
em futuras inoculacoes.

Durante o estudo, as células de £. coli e de A. tumefaciens transformadas com os

diferentes clones foram seleccionadas em meio LB suplementado com canamicina (25 ug/mL).

2.1.2. Preparacao de células E. coli competentes

Procedeu-se a inoculacado de 100 ul de uma coldnia de células de £. co/i DH5a em 25
mL de meio LB e incubou-se 16 horas a 37 °C, sob agitacdo orbital de 150 rpm (GFL 3031).
Esta cultura foi acrescentada a 225 mL de meio LB suplementados com MgCl, 0,4 M e MgSO,
0,4 M, sendo de novo incubada, sob as mesmas condicdes. Apos atingir uma densidade 6ptica a
600 nm de aproximadamente 0,7, a cultura foi incubada, durante 10 minutos, em gelo. A
cultura foi centrifugada a 3000 rpm, durante 5 minutos, (Eppendorf Centrifuge 5804 R,
Eppendorf) e apds eliminacdo do sobrenadante, o sedimento foi ressuspendido em 100 mL de
RF1 [RbCI 100 mM, CaCl, 30 mM, glicerol 15 % (v/v); pH = 5,8 suplementado com MnCl, 500
mM e KAc 30 mM] e incubado em gelo, durante 15 minutos. As células foram novamente
centrifugadas nas mesmas condicoes e o sobrenadante removido. Depois de ressuspendidas em
16 mL de RF2 [RbCI 1 mM, CaCl, 223 mM, MOPS 10 mM e glicerol 15 % (v/v); pH = 8], as

células foram guardadas em aliquotas a -80 °C.
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2.1.3. Transformacao de E. colipor choque térmico

As células de E£. coli foram transformadas pelo método do choque térmico. Para tal,
acrescentaram-se 2 ul do DNA recombinante a 100 ul de células £. co/i DH50. competentes, e
incubou-se 15 minutos, em gelo. As células foram incubadas a 42 °C (Hb-130, Unitek), durante
90 segundos e, recolocadas, imediatamente a seguir, em gelo durante 2 minutos. Adicionaram-
se 300 pl de meio LB e incubou-se sob agitacao, a 37 °C, durante 30 minutos (GFL 3031). As
células foram centrifugadas a 3500 rpm (Eppendorf Centrifuge 5418, Eppendorf), durante 2
minutos e ressuspendidas em 100 ul de LB. Plagueou-se em meio LB-agar selectivo e incubou-

se a 37 °C, durante cerca de 16 horas.

2.1.4. Preparacao de células A. tumefaciens electrocompetentes

Foram inculados 100 ul de uma colénia de células de A. fumefaciens GV3101::pMP90
competentes em 10 mL de meio LB. A cultura cresceu a 28 °C durante 16 horas, sob agitacao
orbital de 150 rpm (GFL 3031). A cultura foi acrescentada a 200 mL de meio LB, sendo de novo
incubada, sob as mesmas condicdes. Apos atingir uma densidade optica a 600 nm de
aproximadamente 0,5 a 0,6, a cultura foi incubada, durante 30 minutos, em gelo. A cultura foi,
centrifugada a 4500 rpm, durante 10 minutos, (Eppendorf Centrifuge 5804 R, Eppendorf).
Depois da eliminacao do sobrenadante, o sedimento foi ressuspendido em 25 mL de tampéao
HEPES 1 mM, arrefecido em gelo. A suspensao foi centrifugada e o sedimento, de novo,
ressuspendido no mesmo volume de tampdo HEPES 1 mM. Realizaram-se duas novas
centrifugacdes, tendo sido realizada a primeira ressuspensao em 20 mL de tampao HEPES 1
mM com glicerol 10% (v/v) e a segunda em 0,5 mL de tampdo HEPES 1 mM com glicerol 10%

(v/v). A partir da cultura final foram preparadas e conservadas aliquotas a -80 °C.

2.1.5. Transformacao de A. tumefaciens por electroporacao

Antes de proceder a electroporacao foi necessario preparar a cuvete de electroporacao
que foi lavada inicialmente com SDS 1 % (p/v) durante 5 minutos, e depois de remover o
detergente com dagua esterilizada, foi lavada com etanol 70 % (v/v), durante 5 minutos.
Adicionou-se a 50 ul de células de Agrobacterium tumefaciens electrocompetentes 10 ul de
miniprep puro e a mistura foi, transferida, cuidadosamente, para a cuvete seca e pré-arrefecida
em gelo. Procedeu-se a electroporacdo das células no electroporador “Bio-Rad Gene pulser

Electroporation System” (Bio-Rad), (25 uF, 2,5 kV, e 200 Q). Imediatamente a seguir, adicionou-
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se a cuvete 1 mL de meio LB e a suspensao foi transferida, cuidadosamente, para um tubo onde
foi incubada durante 4 horas, sem agitacdo a 28 °C. Depois de recuperadas, as bactérias foram
depositadas por centrifugacao da cultura, durante 4 minutos, a 4000 rpm (Eppendorf Centrifuge
5418, Eppendorf). Descartaram-se 900 ul de sobrenadante e as células foram ressuspendidas

em 100 pl e plaqueadas em meio LB selectivo, e incubadas a 28 °C, durante 48 h.

2.2. Modelos biolégicos

Durante este trabalho foram utilizadas plantas de tabaco (Micotiana tabacum) para testar
a expressao e enderecamento da construcao elaborada e foram usadas células Bright Yellow-2
(BY-2) para estudar o enderecamento e de processamento proteolitico das construcoes

cardosina A::linker-mCherry, cardosina B::linker-mCherry e cardosina A::GFP.

2.2.1. Cultura e manutencao de células BY-2 em suspensao

As células Bright Yellow-2 (BY-2) (ja existentes no laboratorio), utilizadas neste estudo,
foram mantidas em meio MS (Murashige e Skoog, 1962) modificado — meio BY-2 [Murashige-
Skoog (MS) 0,4 % (p/v), KH,PO,0,02 % (p/v), mio-inositol 0,01 % (p/v), sacarose 3 % (p/v), MES
0,2 % (p/v); pH = 5,6, autoclavado a 110 °C, durante 25 minutos] suplementado com Tiamina
(1 pg/mL) e acido 2,4-diclorofenoxiacético (0,2 pg/mL) — na obscuridade a 27 °C, com agitacao
orbital de 130 rpm (Shacking incubator, Shelab). As culturas de células em suspensao foram
mantidas por subcultura para meio BY-2 fresco (1:16), semanalmente (Fig. 2.1). De modo a
garantir a estabilidade das células BY-2 estas foram sub-cultivadas por um periodo minimo de 3
semanas antes de serem transformadas.

A partir das culturas liquidas de células BY-2, produziu-se, sempre que necessario,
tecido caloso, plaqueando-se 1 mL de cultura para meio BY-2 solido [com agar 0,7 % (p/V)],
incubando-se as placas a 27 °C, na obscuridade e sem agitacdo (Shacking incubator, Shelab).
Para reiniciar novas culturas de células em suspensao foi transferida uma pequena porcdo de
tecido caloso individualizado para 80 mL de meio BY-2.

Uma vez que a cultura de células BY-2 exige um grande nivel de assépsia, todas os
procedimentos de manipulacdo das mesmas foram realizados em camara de fluxo laminar

(Steril Gard Class I, Laminaire).
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Figura 2.1 - Cultura de células Bright-Yellow-2 (BY-2) em suspensao com 7 dias.

2.2.1.1. Tratamento das células BY-2 com BFA

De modo a estudar em maior pormenor a localizacdo e o transito das cardosinas em
células BY-2, as células foram tratadas com uma droga inibidora da secreccao, a brefeldina
(BFA). A BFA foi aplicada directamente na cultura de células em suspensao a partir de uma
solucéo stockem DMSO (10 mg/mL) para obtencédo das concentracdes finais de 10 ug/mL (36
uM) e 100 ug/mL (360 uM). Depois de incubadas durante 2 horas com BFA, as células foram
observadas por microscopia confocal de varrimento a laser, sendo observadas também células

da mesma linha sem BFA, incubadas nas mesmas condicdes que as células tratadas.

2.2.2. Manutencao das plantas de Nicotiana tabacum

Sementes de Nicotiana tabacum cv. SR1 (Petit Havana) germinaram em caixas de Petri
esterilizadas, sobre papel absorvente saturado com agua bidestilada. Apés, cerca de 7 dias,
algumas das plantulas foram transplantadas para substrato vegetal (Compusana, Compo) e
colocadas a 21 °C, com ciclos de 16 horas de luz, a 80% de humidade, em camara de cultura

vertical (Growth Cabinet, Sanyo).
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2.3. Manipulacao e analise de DNA

2.3.1. Amplificacdao de DNA por Reaccao em cadeia da polimerase (PCR)
De modo a obter a construcédo de cardosina A::linker-mCherry, foi necessario amplificar,
por PCR, as sequéncias de cardosina A e linker-mCherry a partir dos vectores em que se

encontravam inseridas.

2.3.1.1. Desenho de primers

Foram desenhados primers para amplificacao de linker-mCherry e de cardosina A, os
quais se encontram descritos na Tabela 2.1, juntamente com as suas especificacdes. Em ambos
os primers desenhados (AsTGARev_Kpn | e LinkerFwd_Kpn 1) foi incorporado um adaptador com
uma sequéncia de reconhecimento para a enzima de restricado Apn | (5’-GGTACC-3’), a qual
permitiu que a cardosina A entrasse na grelha de leitura de mCherry apos a sub-clonagem no
vector de expressdo pVKH18En6 (Batoko ef a/, 2000), razdo pela qual também o primer reverse
para o cardosina A foi desenhado excluindo o coddo STOP (TGA) (Tabela 2.1). Os primers

desenhados foram produzidos pela empresa MWG Operon (Eurofins, Alemanha).

Tabela 2.1 - Primers utilizados na amplificacao dos fragmentos de DNA de cardosina A e
linker-mCherry por PCR.

Primer Sequéncia nucleotidica (5’ — 3’) Especificacoes
TCTAGAGCCGCCACCATG Introduz um adaptador para a enzima
A5’Xba |
GGTACCTCAATCAAA de restricao Xba /
Introduz um adaptador para a enzima
AsTGARev_Kpn | AAAGGTACCAGCTGCTTCTGCAAATCC de restricao Apn |, e exclui o codao
stop da cardosina A
Introduz um adaptador para a enzima
LinkerFwd_Kpn | AAAGGTACCTCCTGCAGCCCGGGGGAT
de restricao Apn |
Cherry_Rev (Bam CTGAGCTCGGATCC Introduz adaptadores para as enzimas
Hl e Sacl) TTACTTGTACAGCTCGTCCATGC de restricao Sac| e Bam Hl
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2.3.1.2. Reaccao em cadeia da polimerase (PCR)
Os fragmentos de DNA de cardosina A e de linker-mCherry foram amplificados por PCR:
a partir do clone pSKAK1 e pVKBch#100.3.1, respectivamente, utilizando os primers adequados

representados na Tabela 2.1 (Figura 2.2).

Cardosina A Linker-mCherry
I & I &'
M >
A5’Xba | LinkerFwd_Kpn |
AsTGARev_Kpn | Cherry_Rev (Bam Hl e Sac )
< —

LN R TR YR LR TR R R R TEY RN Tu AL RN RN Y LR TR R R TR RN TR

Figura 2.2 - Esquema representativo do emparelhamento dos primers nas reacoes de PCR
para amplificacao dos fragmentos de DNA de cardosina A e de linker-mCherry. A vermelho
estao representados o primers forward e a verde os primers reverse utilizados.

Para a realizacdo das duas reaccdes de PCR foram utilizados os reagentes apresentados
na Tabela 2.2, nas proporcdes indicadas. A DNA polimerase utilizada (Afz DNA polimerase
(Fermentas)), apresenta actividade proofreading, o que a torna mais adequada para reacdes de

PCR com o menor erro de incorporacéo de nucleétidos (Sambrook e Russell, 2001).

Tabela 2.2 - Composicao das reaccoes de PCR para amplificacao dos fragamentos de DNA
de cardosina A e de linker-mCherry.

Reagentes Concentracao final Volume
DNA molde 20 ng 5 ul
Agua bidestilada e estéril - 14l
Tampao Pfucom MgS04 (10 x) 1x 2,5 ul
Primer forward (20 uM) 0,3uM 0,375 ul
Primer reverse (20 uM) 0,3uM 0,375 ul
dNTPs (2 mM) 0,2 mM 2,5 ul
PfuDNA polymerase
0,6 U 0,25 pl

recombinante (Fermentas)
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As reaccdes de PCR, foram realizadas de acordo com o programa indicado na Tabela
2.3 (Mastercycler gradient, Eppendorf).

Os produtos de PCR foram, posteriormente, analisados em gel de agarose. Depois de
garantida a amplificacdo dos correctos fragmentos de DNA, as respectivas bandas foram
extraidas do gel de agarose, quantificadas e clonadas no vector pCR-Blunt.

Tabela 2.3 - Condicoes de PCR utilizadas na amplificacio dos fragmentos de DNA de
cardosina A e de linker-mCherry.

Passo de PCR Temperatura Duracao

Desnaturacao inicial 94 °C 5 minutos 1
Desnaturacao 94 °C 30 segundos
54 °C (cardosina A)
Emparelhamento 30 segundos 35
56 °C (linker-mCherry)
Extensao 72 °C 3 minutos
Extensao Final 72 °C 7 minutos 1

2.3.2. Electroforese em gel de agarose

Em varios passos de manipulacdo de DNA, as amostras foram aplicadas em gel de
agarose 0,8 % (p/v) preparado em tampao TAE 1 x [Trizma base 40 mM, Acido acético glacial
10 % (v/v) e EDTA 10 mM] com brometo de etideo (EtBr) (0,5 ug/mL).

A cada amostra foi adicionado tampao de amostra de DNA 10 x (concentracao final de 1
X) e, posteriormente, todas as amostras foram separadas por electroforese a 200 V em tampéao
TAE 0,25 x. A visualizacdo das banda de DNA no gel foi possivel através da fluorescéncia do
Brometo de etideo sob radiacao ultravioleta (302-365 nm) num transiluminador (Viber Lourmat),
tendo as imagens sido registadas com o auxilio de uma camara digital (Kodak EDAS 290, Kodak)
e, posteriormente analisadas e processadas através do software “Kodak 1D, versao 3. 4. b”
(Kodak). Como marcador de pesos moleculares de DNA foi utilizado o “Gene Ruler DNA Ladder

mix" (Fermentas).

2.3.3. Digestao de DNA plasmidico com enzimas de restricao
O rastreio dos clones de £. coli obtidos clonados quer no vector pCR-Blunt, quer em
vector binario de expressdo pVKH18En6 (Batoko ef a/, 2000), foi realizada por analise de

restricdo. A digestdo foi realizada de acordo com as instrucdes do fabricante de cada uma das
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enzimas, tendo todas sido realizadas a 37 °C, durante cerca de 1h e 30 minutos. O resultado
das reaccoes de restricdo foi analisado por electroforese em gel de agarose. As bandas de

restricao para sub-clonagem foram, posteriormente, recuperadas do gel e purificadas.

2.3.4. Extraccao de DNA a partir de gel de agarose
Para recuperar bandas de DNA dos produtos de PCR e dos produtos de restricdo para
sub-clonagem a partir do gel de agarose, utilizou-se o kit “GenElute Gel Extraction” (Sigma-

Aldrich), procedendo-se de acordo com as instrucdes do fornecedor.

2.3.5. Ligacao de DNA no vector pCR-Blunt e no vector pVKH18En6

Os produtos de amplificacdo obtidos por PCR (cardosina A e linker-mCherry)
apresentavam extremidades rombas, resultantes da actividade da Afz DNA polimerase, tendo
sido, por isso, seleccionado um vector de clonagem que apresentasse extremidades da mesma
natureza. As sequéncias de DNA foram clonadas no vector pCR-Blunt, recorrendo ao kit “Zero
Blunt PCR Cloning kit” (Invitrogen), seguindo-se as instrucdes do fornecedor. As reaccdes de
ligacao das sequéncias no vector foram produzidas de acordo com quantidade de fragmento de
insercao calculada através da formula abaixo mencionada:

ng de vector x bp do fragmento de insercao

X5

ng de fragmento de inser¢do = bp do vector

Tamanho do fragmento de cardosina A: 1580 bp
Tamanho do fragmento de linker-mCherry: 780 bp
Tamanho do vector pCR-Blunt: 3512 bp

Os vectores recombinantes foram introduzidos em bactérias de £. coli Depois de
recuperar 0 DNA plasmidico de alguns dos clones, analisou-se 0 mesmo por restricao e a partir
de um dos clones com o padrao de restricao correcto, preparou-se uma amostra de DNA

plasmidico puro, quantificou-se 0 mesmo e enviou-se para sequenciacao.

De modo a proceder-se a ligacdo da construcao cardosina A::linker-mCherry, no vector
binario de expressao pVKH18En6, os fragmentos de DNA de cardosina A e de linker-mCherry e o

vector foram previamente clivados utilizando enzimas de restricdo adequadas, descritas na
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Tabela 2.4. Os fragmentos de DNA excisados, depois de quantificados, foram ligados ao vector,

numa reaccao especificada na Tabela 2.5, durante cerca de 16 horas a temperatura ambiente.

Tabela 2.4 - Conjunto de enzimas de restricao utilizadas na clonagem e sub-clonagem dos
fragmentos de DNA de cardosina A e linker-mCherry.

Enzimas de restricao Especificacoes

Excisdo da cardosina A do vector pCR-Blunt e ligacao posterior no vector de

Xbal e Kpnl
expressdo pVKH18En6 e a sequéncia linker-mCherry
Excisdo de linker-mCherry do vector pCR-Blunt e ligacao posterior no vector de
Kpnle Sacl
expressdo pVKH18En6 e a sequéncia cardosina A

Permitir a insercao da construcao cardosina A::linker-mCherry no vector de

Xbale Sacl
expressdao pVKH18En6

Como o objectivo destas construcdes era transformar células vegetais de tabaco e
células BY-2, estas foram multiplicadas em £. coli para rastreio dos clones positivos e,
posteriormente, utilizadas para transformar Agrobacterium tumeiaciens. Uma vez que a
quantidade e a pureza do DNA isolado a partir de A. fumefaciens sao muito menores do que as
obtidas com o DNA de £. colii o DNA isolado a partir dos clones de A. fumefaciens (5 ul) foi
utilizado para transformar £. colii de modo a realizar o rastreio nos clones de £. coli Os clones
positivos de A. fumefaciens foram utilizados para infiltrar folhas de Nicotiana tabacum, de modo
a analisar a expressao, localizacao e o processamento proteolitico da proteina recombinante
fluorescente gerada pela construcéo cardosina A::linker-mCherry.

Tabela 2.5 - Composicao da reaccao de ligacao da construcao cardosinaA::linker-mCherry
no vector binario pVKH18En6.

Reagentes Quantidades

pVKH18En6 1l
Fragmento de insercao 2,5 ul

Tampao de ligacdo (10 x) 1x

T4 DNA ligase 1U
Agua bidestilada e estéril 13,5l

Obtencao e caracterizacao de linhas celulares de BY-2 a expressar cardosinas 33



Material e Métodos

2.3.6. Minipreparacao de DNA plasmidico de E. coli

O DNA plasmidico de bactérias de £. coli recombinates foi recuperado recorrendo a
minipreparacdes de DNA plasmidico, através da lise enzimatica das células (Holmes e Quigley,
1981). Dos clones inoculados e crescidos em meio LB selectivo foram concentrados por
centrifugacdao a 14000 rpm, 1,5 mL de cultura, durante 30 segundos, (Eppendorf Centrifuge
5418, Eppendorf). Descartando o sobrenadante, o sedimento foi ressuspendido em 200 ul de
STET [Sacarose 8 % (p/v), Triton X-100 0,1 % (v/v), EDTA 50 mM, e Tris-HCI 50 mM, pH = 8],
de modo a enfraquecer as células e, subsequentemente, estas foram lisadas por incubacao com
5 pl de lisozima (50 mg/mL), durante 5 minutos, a temperatura ambiente. No final deste
periodo, as amostras foram fervidas durante 45 segundos, de modo a inactivar a lisozima e as
DNases e desnaturar o DNA genomico e as proteinas, e foram centrifugadas durante 5 minutos,
a 14000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5418, Eppendorf). O sedimento com os restos de material
celular e o DNA gendmico foi removido com um palito esterilizado. O DNA plasmidico foi, de
seguida, precipitado por adicao de 200 pl de isopropanol. Apds centrifugacao durante 10
minutos, a 14000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5418, Eppendorf), o sedimento (DNA plasmidico)
foi limpo de sais com 200 pl de etanol 70 % (v/v) (sem vortexar), e foi seco a temperatura
ambiente. O DNA plasmidico foi ressuspendido em 20 ul de agua estéril com RNase A (10

mg/mL), sendo posteriormente armazenado a -20 °C.

2.3.7. Minipreparacao de DNA plasmidico de A. tumefaciens por lise alcalina

Para a isolar o0 DNA plasmidico de clones de A. fumefaciens recombinantes, foi utilizado
um protocolo de minipreparacdes de DNA por lise alcalina. Dos clones inoculados e crescidos
em meio LB selectivo centrifugou-se 1,5 mL de cultura a 14000 rpm (Eppendorf Centrifuge
5418, Eppendorf). O sedimento de células obtido foi ressuspendido em 200 ul de solucdo |
[Glucose 50 mM, Tris 25 mM e EDTA 10 mM] e 2 pl de lisozima (50 mg/mL), e foi colocado no
gelo, durante 10 minutos. A lise das células foi provocada por adicao de 400 ul de solucao de
lise [NaHO 0,2 M e SDS 1 % (p/v)], cuidadosamente, e por incubacao, novamente, em gelo
durante 10 minutos. De modo a remover o material celular lisado, adicionou-se 300 pl de
solucdo de neutralizacdo [Acetato de Potassio 3 M e Acido acético 12 % (v/v); pH = 4,8],
invertendo o tubo cuidadosamente e re-incubando a mistura em gelo por 5 a 10 minutos.
Centrifugou-se a 14000 rpm, a 6 °C, (Eppendorf Centrifuge 5418, Eppendorf), durante 20

minutos. Recuperou-se 0 sobrenadante e adicionou-se 0,7 volumes de isopropanol e,
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centrifugou-se a solucao a 14000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5418, Eppendorf), durante 30
minutos. O sedimento obtido foi lavado com etanol 70 % (v/v) e seco a temperatura ambiente. O
sedimento foi ressuspendido em 20 pl de agua esterelizada com RNase A (10 mg/mL), e

guardado -20 °C.

2.3.8. Preparacao de amostras de DNA para sequenciacao

O DNA para sequenciacao foi isolado utilizando o kit “GenElute Plasmid Miniprep kit”
(Sigma), tendo-se procedido de acordo com as instrucdes do fornecedor. A partir do DNA puro,
foram preparadas e enviadas amostras para sequenciacdo (MWG Operon, Eurofins). Na
sequenciacdo do DNA inserido no vector pCR-Blunt, seleccionaram-se dois primers universais
com locais de emparelhamento no vector: 0 M13 Forward (uni-21) [5'-TGTAAAACGACGGCCAGT-
3'1 e 0 M13 Reverse (ver -29) [5'- CAGGAAACAGCTATGACC-3']. Para a sequenciacao do DNA da
construcao inserida no vector pVKH18En6, foram seleccionados primers com emparelhamemto
na propria construcao: o primer CardA15Fwd [5-ACTTCATCTGAAGAATTACAAG-3'] e o primer
Cherry_Rev (Bam Hl e Sacl) (Tabela 2.2).

2.3.9. Transformacao transitoria de folhas de Nicotiana tabacum

As bactérias recombinantes de Agrobacterium tumefaciens a utilizar para infiltracéo de
folhas de tabaco cresceram durante cerca de 16 horas. Da cultura obtida, utilizou-se 1 mL e
centrifugou-se, durante 1 minuto, a 14000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5418, Eppendorf). Ao
sedimento resultante adicionou-se 1 mL de tampéao de infiltracdo 1 x [MgCl, 10 mM, MES 100
mM; pH = 5,6] sem acetosseringona. As células foram ressuspendidas e, em seguida,
centrifugadas sob as mesmas condicdes, ressuspendendo, novamente, o sedimento em 1 mL de
meio de infiltracdo mas com acetosseringona (0,1 uM) (3,5-dimethoxy-4-hydroxy Acetophenone
97 % (Sigma-aldrich)), repetindo-se a centrifugacao.

A partir das culturas obtidas foram realizadas diluicbes de 1:5 de cada uma das
amostras em tampao de infiltracdo. Mediante a densidade optica a 600 nm de cada diluicao,
foram preparadas misturas de infiltracdo de 1 mL de cada amostra até atingir as seguintes

densidades. 0,3 e 0,03, recorrendo a seguinte formula:
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DO desejada
DO600 da dllulgﬁo

x 1000 = Volume de cultura a utilizar (pl)

Para a infiltracdo de folhas de tabaco, foram seleccionadas em plantas com cerca de 8
semana as folhas mais adequadas para a realizacdo do procedimento, mais especificamente,
folhas jovens, pouco espessas, de modo a facilitar a infiltracao e ter bons niveis de expressao. As
folhas mais velhas apresentam cuticula mais espessa e impermeavel e, para além disso,
apresentam uma baixa expressao. As diferentes suspensdes de A. fumefaciens preparadas
anteriormente, foram infiltradas na epiderme abaxial com o auxilio de uma seringa esterilizada
de 1 mL sem agulha (Fig. 2.3). Apds a infiltracdo, as plantas foram recolocadas nas mesmas
condicoes de crescimento, durante 2 dias.

A infiltracao foi realizada ndao sé com as amostras de A. fumefaciens recombinante
preparadas neste estudo, mas igualmente com A. fumefaciens transformado com a construcao
GFP::HDEL (Batoko et a/, 2000). A expressao desta construcdo em folhas de tabaco foi utilizada
como controlo dos niveis de expressao da folha infilirada, bem como marcador do reticulo

endoplasmatico das células epidérmicas da folha de tabaco.

Figura 2.3 - Infiltracao de folha de Nicotiana tabacum. Esta planta, com cerca de 8 semanas, foi
infiltrada com A. fumefaciens na zona evidenciada pela seta.

2.3.10. Transformacao estavel de células BY-2 com A. tumefaciens
Depois de obtidas culturas em suspensdo de células BY-2 estaveis, procedeu-se a

transformacao destas ultimas por co-cultura com A. ftumefaciens recombinante. As células BY-2
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foram transformadas com as construcées de cardosina A e B fundidas com linker-mCherry e
com a construcao de cardosina A fundida com GFP. As células foram também transformadas
com outras duas construcdes, um marcador de ER (GFP::HDEL) e um marcador do Golgi
(ST::GFP).

Todas as construcdes de cardosina A e B apresentam um padrao de expressdo comum
em tabaco, sdo detectadas no vacuolo (Soares da Costa, 2009). Como se pretendia estudar o
transito destas proteinas em células BY-2, foi essencial utilizar a construcao disponivel de
cardosina fundida com outra proteina fluorescente (GFP), de modo a perceber a possibilidade da
influéncia da proteina fluorescente no transito das cardosinas em células BY-2.

As restantes construcdes sdo usados comummente em células BY-2 como marcadores
compartimentares, uma vez disponiveis eram essenciais como meio de comparacao com o
padrao de expressao das construcdes de cardosina A e B em células BY-2.

Os clones de A. tumefaciens a serem utilizados na transformacao, foram crescidos
durante cerca de 16 horas e foram utilizados com uma densidade o6ptica a 600 nm de
aproximadamente 1.

Neste estudo, foram utilizados dois diferentes protocolos de transformacao por co-cultura

das células BY-2 com A. tumefaciens.

2.3.10.1. Transformacao estavel de células BY-2 com A. tumefaciens
(protocolo 1)

Foram realizadas duas réplicas de co-cultura para cada uma das transformacdes, uma
utilizando 50 pl de cultura bacteriana e outra utilizando 100 ul. A co-cultura foi realizada em
placas de Petri de 60 mm, primeiro transferiu-se 1 mL de células BY-2 wild type (Wt) com 3 dias
para o centro da placa e, de seguida, adicionou-se as células o volume de cultura de A.
tumefaciens. Evitando espalhar as células no interior da placa, estas foram seladas com
parafilme e incubadas a 27 °C, sem agitacdo, durante 2 dias.

No final do tempo de co-cultura, as células BY-2 transformadas foram transferidas para
tubos conicos de 15 mL, por duas adicdes sequenciais de 1 mL de meio BY-2 a placa de co-
cultura. De modo a eliminar as bactérias de A. fumefaciens as células BY-2 foram lavadas trés
vezes por adicdo de 10 mL de meio BY-2 a cada tubo conico e por centrifugacdo do contetdo,
durante 5 minutos a 800 rpm (Centrifuge 5804 R, Eppendorf) (acc/dcc=0). Terminadas as

lavagens, as células foram ressuspendidas, cuidadosamente, em 2 mL de meio BY-2 e
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plaqueadas em meio BY-2 sodlido selectivo com higromicina (20 ug/mL) - o T-DNA do vector
apresenta um gene que confere resisténcia ao antibiotico, funcionando este como antibiotico de
seleccao das células transformadas - e cefotaxime (100 pg/ml) - antibidtico utilizado para
eliminar as restantes bactérias de A. fumefaciens. Depois de seladas com parafilme, as placas

foram incubadas a 27 °C, sem agitacdo, durante cerca de 1 més.

2.3.10.2. Transformacao estavel de células BY-2 com A. tumefaciens
(protocolo 2)

Foram realizadas duas réplicas de co-cultura para cada uma das transformacoes, uma
utilizando 25 pl de cultura bacteriana e outra utilizando 100 ul. A co-cultura foi realizada em
placas de Petri de 60 mm. Depois de transferir para o centro da placa 5 mL de células BY-2 wild
type (Wt) com 3 dias, adicionou-se a estas 1 ul de acetosseringona (20 uM) e o volume de
cultura de A. fumefaciens, rodando gentilmente a placa entre as adicdes. As placas foram
seladas com parafilme e incubadas a 27 °C.

Apds 2 dias de co-cultura, as células BY-2 transformadas foram transferidas para tubos
conicos de 15 mL, lavando a placa com 5 a 7 mL de meio BY-2. Depois de deixar as células
depositarem, o sobrenadante foi aspirado e foi adicionado ao tubo 14 a 15 mL de meio BY-2.
Inverteu-se, cuidadosamente, o tubo de modo a promover a lavagem das células. O
procedimento de deposicdo e lavagem foi realizado trés vezes adicionais, sendo a ultima
lavagem realizada com o mesmo volume de meio BY-2 com cefotaxime. Deixou-se novamente as
células depositar e adicionou-se 12 mL de meio BY-2 com cefotaxime. Depois de inverter
cuidadosamente o tubo, plaqueou-se 1 mL de suspensdo de células para uma placa de meio BY-
2 solido selectivo com higromicina (20 ug/mL) e cefotaxime (100 pg/mL). As placas foram
deixadas abertas por 10 minutos na camara de fluxo laminar (Steril Gard Class Il, Laminaire).
Por cada transformacao foram realizadas duas réplicas. Depois de seladas com parafilme, as

placas foram incubadas a 27 °C, sem agitacao, durante cerca de 1 més.

2.3.11. Estabelecimento de culturas em suspensao de células BY-2
transformadas

Apds formacao de tecido caloso bem individualizado de células BY-2 transformadas,

seleccionaram-se alguns ca/li bem distintos, para se iniciar, a partir destes, linhas de células BY-
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2 transgénicas em suspensao. Cada calli seleccionado foi, entao, transferido para um matraz de
100 mL com 40 mL de meio BY-2 suplementado com higromomicina (20 ug/mL), e as
suspensdes de células foram colocadas em condicoes de crescimento. Aquando da obtencéo de
uma densidade consideravel das culturas estabelecidas, foi iniciada a subcultura das mesmas.
Para além disso, foi iniciado o rastreio das células transgénicas, de modo a analisar a expressado

das proteinas transgénicas, por microscopia e por Western Blotting.

2.4. Estudos de expressao e processamento proteolitico

2.4.1. Analise por microscopia de varrimento confocal a laser (CLSM)

Para analisar a expressdo e enderecamento da proteina recombinante fluorescente
elaborada — cardosina A::linker-mCherry —, em tabaco, as areas das folhas de tabaco infiltradas
foram analisadas por microscopia confocal. Para isso, foram cortadas pequenas pecas de folha
(cerca de 1 cm?) das regides infiltradas, apos 3 dias da infiltracdo, e estas foram colocadas
numa lamina com a face inferior voltada para cima.

As linhas celulares transgénicas BY-2 transformadas com as diferentes construcoes
foram também analisadas por microscopia confocal, de modo a rastrear quais as linhas
celulares que apresentavam expressao das proteinas recombinantes fluorescentes, e,
posteriormente, analisar a localizacdo das mesmas. Para essa analise, foram transferidas
algumas células transgénicas com 3 dias de cultura para uma lamina cobrindo as mesmas com
uma lamela. As preparacdes de células BY-2 foram realizadas, imediatamente antes da
observacao, para evitar a desidratacdo e morte celulares.

As laminas preparadas com as amostras de folhas de tabaco e de células BY-2, foram
observadas no microscopio confocal “Laser Scanning Confocal Microscope Leica SP2" (Leica
Microsystems, Germany), utilizando-se os comprimentos de onda de excitacdo de 488 e 561
nm, para observacao da fluorescéncia emitida pelas proteinas GFP e mCherry, respectivamente.
As imagens adquiridas foram, posteriormente, analisadas e manipuladas através do software

“Leica Confocal Software, versao 2.61 Build 1538- LCS Lite” (Leica Microsystems, Germany).
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2.4.2. Analise por Western Blotting

2.4.2.1. Extraccao de proteinas de tecido foliar de tabaco e estudo de time
course

A expressao e o processamento proteolitico da cardosina A foram analisados em tabaco.
A partir das folhas de tabaco infiltradas com o clone que apresentava melhor expressao
(seleccionado por microscopia confocal) foi recolhida uma amostra de tecido foliar a diferentes
tempos apds a infiltracdo: 24 horas, 48 horas, 3 dias, 5 dias e 7 dias, de modo a poder analisar
a expressao e o processamento da cardosina A ao longo do tempo (#ime course) por Western
blotting.

Para a extraccdo das proteinas do tecido foliar, as amostras foram homogeneizadas com
auxilio de uma vareta de vidro e areia de quartzo, e com adicdo de 2 volumes de tamp&o de
extraccdo de proteinas (TE) [Citrato de Sodio 50 mM, pH = 5,5, SDS 5 % (p/v), BSA 0,01 %
(p/v), Cloreto de Sodio 150 mM, B-mercaptoetanol 2 % (v/v) e 10 pl de “Protease Inhibitor
Cocktail” (Sigma) por cada 300 mg de tecido]. Depois de vortexada, a mistura foi fervida durante
10 minutos.

Para recuperar as proteinas totais, a amostra foi centrifugada a 14000 rpm (Eppendorf
Centrifuge 5418, Eppendorf) a 6 °C, durante 30 minutos. Ao sobrenadante foram adicionados,
por cada 200 a 300 ul de extracto, 10 pl de Acetato de sédio (NaAc) [3 M, pH = 5,2], de modo a
precipitar as proteinas que sao estaveis apenas a pHs basicos, recuperando-se, assim, as
proteinas que nao precipitam a pH acido, como, as proteinases asparticas (APs), nas quais as
proteinas a analisar - cardosina A e cardosina B - se incluiem. Centrifugou-se o extracto,
durante 5 minutos, a 14000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5418, Eppendorf) e o sobrenadante foi
recuperado para um novo tubo e transferido, de imediato, para gelo.

As proteinas de cada amostra foram quantificadas pelo método de Bradford (Bradford,

1976). Depois de quantificadas as proteinas foram armazenadas a -80 °C.

2.4.2.2. Extraccao de proteinas do meio de cultura e das células BY-2 em
suspensao

A expressao e processamento proteolitico das diferentes proteinas recombinantes

expressas em células BY-2 foram analisados nao apenas nas células BY-2 mas também no meio

de cultura, de modo a analisar a eventual secrecao das proteinas recombinantes.
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Para extrair as proteinas de células BY-2, transferiu-se 1 mL de cultura das mesmas na
sua fase exponencial (com 3 dias) para um tubo e depois de centrifugar a suspensao a 14000
rpm (Eppendorf Centrifuge 5418, Eppendorf), durante 5 minutos, descartou-se o sobrenadante.
A partir do sedimento obtido, as proteinas foram extraidas segundo o protocolo de extraccao de
proteinas utilizado também em folhas de tabaco (mencionado anteriormente).

A extraccao das células do meio de cultura foi iniciada com a centrifugacado de 15 mL de
cultura de células BY-2 em suspensao, a 2000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5804 R, Eppendorf),
durante 5 minutos, tendo o sobrenadante (meio) sido recuperado para um novo tubo. As
proteinas do meio foram precipitadas por adicdo de 1 volume de acido tricloroacético (TCA) 20 %
(p/v), @ um volume de meio. A mistura foi vortexada, por 15 segundos, e incubada em gelo,
durante 15 minutos. As proteinas totais foram recuperadas por centrifugacdo da mistura a
11000 rpm (Eppendorf Centrifuge 5804 R, Eppendorf), durante 15 minutos, a 6 °C. Depois de
descartar o sobrenadante, o sedimento foi limpo adicionando 1 a 2 mL de acetona pré-arrefecida
ao mesmo, sem ressuspender, e centrifugou-se o contetido a 11000 rpm (Eppendorf Centrifuge
5804 R, Eppendorf), durante 15 minutos, a 6 °C. Descartado o sobrenadante, repetiu-se a
lavagem com acetona e deixou-se secar o sedimento. Ressuspendeu-se o sedimento em 50 a
100 pul de TE (mediante o sedimento produzido) e ferveram-se as amostras durante 5 minutos.

As proteinas de cada amostra foram quantificadas pelo método de Bradford (Bradford,

1976) e guardadas a -80 °C.

2.4.2.3. Electroforese em gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A separacao das proteinas extraidas foi realizada por electroforese em gel de
poliacrilamida em condicdes desnaturantes (SDS-PAGE).

Depois da montagem do sistema de electroforese OmniPage mini (Cleaver Scientific,
UK), foi preparado o gel separador de poliacrilamida com uma malha de 12,5 % [Acrilamida 12,5
% (p/v), TrissHCI 0,375 M, pH = 8,8, SDS 0,1 % (p/v), APS 0,1 % (p/v) e TEMED 0,04 % (v/v)]. O
gel foi aplicado entre os vidros de electroforese e foi sobreposto, cuidadosamente, com 500 pl
de etanol absoluto, sendo este utilizado para promover uma polimerizacdo mais rapida do gel e
nivelando ao mesmo tempo a superficie do gel separador. Depois de polimerizado, o etanol foi
removido com agua bidestilada. Foi aplicado, sobre o gel separador, o gel concentrador com
uma malha de 4 % [Acrilamida 4 % (p/v), Tris-HCI 0,062 M, pH = 6,8, vermelho de fenol 0,05 %
(v/v), SDS 0,1 % (p/v), APS 0,1 % (p/v) e TEMED 0,25 % (v/v)], tendo-se colocado o pente no gel
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logo de seguida. O pente foi removido, apds polimerizacéo do gel, e lavaram-se 0Ss po¢os com
agua bidestilada de modo a eliminar o gel nao polimerizado. As amostras de proteinas que se
pretendiam separar (15 ou 30 pg de proteina total, dependendo das amostras a analisar), foram
previamente complexadas com tampao de amostra para SDS-PAGE [Tris 0,3345 M, Glicerol 50
% (v/v), SDS 5 % (p/v) e Azul de bromofenol 0, 2% (p/v); pH = 6,8], diluido 5 x e a mistura foi
aquecida, durante 5 minutos, a 65 °C. Apds adicdo do tampao de corrida SDS-PAGE 1 x [Tris
0,025 M, Glicina 0,192 M e SDS 0,1 % (p/v), pH = 8,3], aplicaram-se as amostras de proteinas
nos poc¢os do gel concentrador. A electroforese realizou-se a voltagem maxima (300 V) alterando-
se a amperagem entre 40 mA a 70 mA. A frente de corrida das amostras foi avaliada pela

localizacéo do azul de bromofenol do tamp&o de amostra.

2.4.2.4, Western Blotting

As proteinas separadas por SDS-PAGE foram transferidas do gel de poliacrilamida para
uma membrana de nitrocelulose (b/otting). Logo apos a electroforese, o gel foi retirado do
aparelho e colocado em tampao de transferéncia [Tris 0,025 M, Glicina 0,192 M, Metanol 20 %
(v/v)]. A membrana de nitrocelulose (BioTrace™ NT Nitrocellulose Transfer Membrane, Pall Life
Sciences) foi equilibrada em tampao de transfréncia, durante 15 minutos. Os restantes
elementos da cassete de transferéncia foram, igualmente, equilibrados em tampao de
transferéncia, evitando-se, assim, a secagem da membrana. A cassete de transferéncia foi
montada, tendo em atencdo a colocacao do gel sem a formacao de bolhas e, de seguida, foi
introduzida no aparelho de transferéncia OmniPage mini (Cleaver Scientific, UK).

Para proceder a transferéncia, adicionou-se tampéao de transferéncia ao tanque e 3 mL
de SDS 10 % (p/v), potenciando este a transferéncia das proteinas do gel para a membrana. A
transferéncia foi realizada a 100 V e a amperagem maxima (400 mA), durante 1 hora, com
agitacao constante.

Terminado o blotting das proteinas, a presenca de cardosina A e cardosina B, foi
analisada utilizando anticorpos contra locais especificos das cadeias maiores destas proteinas.
Para tal, a membrana foi lavada, durante 2 minutos, com TBS-Tween [Tris 0,01 M, NaCl 0,5 M,
Tween-20 0,2 % (v/v), pH = 7,6] e foi incubada em solucdo de bloqueio [Leite em pd 5 % (p/V),
BSA 1 % (p/v), Tween-20 0,5 % (v/v), pH = 7,6, em TBS-Tween], durante 30 minutos, com

agitacdo a temperatura ambiente. Para a deteccdo das proteinas, as membranas, foram,
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incubadas com o anticorpo primario (Anticorpo Ba 1:750; Anticorpo A recombinante 1:750) com
agitacado constante, durante 1 hora, a temperatura ambiente, ou overnjght, a 4 °C.

Depois de lavada 3 vezes com TBS-Tween (10 + 5 + 5 minutos), a membrana foi
incubada com o anticorpo secundario marcado com a enzima fosfatase alcalina (Alkaline
Phosphatase anti rabbit 1gG (H+L), Vector), numa diluicdo de 1:1000, em TBS-Tween, durante
30 minutos, a temperatura ambiente. As membranas foram lavadas, novamente, em TBS-
Tween, como anteriormente descrito e 2 minutos em agua desionizada.

A deteccao foi, finalmente efectuada por incubacdo da membrana, na obscuridade, com
substrato NBT-BCIP (Western blue stabilized substrate for Alkaline phosphatase, Promega),
adicionando-se algumas gotas sobre toda a superficie da membrana. Apds a revelacdo a
membrana foi lavada com agua desionizada e incubada com com algumas gotas de EDTA 20
mM, na obscuridade, durante 1 a 2 minutos, para parar a revelacdo. A membrana foi, de

seguida, seca entre folhas de papel 3MM.

2.4.3. Analise da expressao por RT-PCR

A expressdo das cardosinas em células BY-2 foi analisada por Reverse transcriptase-
Polimerase chain reaction (RT-PCR), de modo a complementar os estudos de expressao de
cardosina A e cardosina B realizados por CLSM e Western blotting. Neste caso, pretendia-se

analisar a transcricao do DNA das construcdes com que as células BY-2 foram transformadas.

2.4.3.1. Extracao de RNA total

Foram centrifugados 10 mL de cultura de células BY-2, com 3 dias, a 5000 rpm,
durante 5 minutos (Eppendorf Centrifuge 5804 R, Eppendorf). Eliminado o sobrenadante foram
retiradas as células sedimentadas e estas foram colocadas entre papel de filtro para retirar o
excesso de liquido das mesmas. Depois de pesar cerca de 200 mg de células para um tubo,
procedeu-se a extraccdo de RNA total usando o kit “Invisorb Spin Plant-RNA mini Kit” (Invitek,
Germany), seguindo o protocolo do fornecedor. A integridade do RNA extraido foi analisados por
electroforese a 80 V, em gel de agarose 0,8 % (p/v), em tampao TAE 1 x. O RNA foi,

posteriormente, quantificado.
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2.4.3.2. RT-PCR

Para a realizacdo de RT-PCR utilizaram-se “Ready-to-go RT-PCR beads” (Amersham,
Germany) seguindo as instrucdes do fornecedor. O RNA de cadeia simples foi inicialmente
transcito reversamente em DNA complementar (cDNA) pela enzima transcriptase reversa (RT), e
de seguida o DNA foi amplificado por PCR, num unico passo. Na reaccdo de RT foi usado o
primer poli-dT, fornecido com o kit. Para a reaccao de PCR foram utilizados os primers indicados
na Tabela 2.6, de modo a amplificar zonas especificas do cDNA de cardosina A e de cardosina
B, com cerca de 400 bp e 680 bp, respectivamente. Em cada reaccéo de RT-PCR foi utilizado 1
ug de RNA.

Tabela 2.6 - Primers utilizados na reaccao de RT-PCR. Os primers permitem a formacao de
produtos de PCR de cerca de 400 bp e 680 bp, a partir do cDNA de cardosina A e cardosina B,
respectivamente,. A: cardosina A; B: cardosina B; Fwd: primer forward: Rev: primer reverse, Primers
assinalados com *: publicados por Faro ef a/, 1999.

Primer Sequéncia nucleotidica (5’ — 3’) ‘
*A_Fwd CTCGGCCTTTCACTTCAAACG

*A_Rev CGGGGTTGTATCTTAGATCGG

B_Fwd GATCTCGGCGGGAAAGCG

B_Rev ATACCATTGCAGTCTACTATCG

A transcripcao reversa foi realizada durante 30 minutos a 42 °C e a amplificacdo por
PCR do cDNA decorreu segundo o programa indicado na Tabela 2.4 (Mastercycler gradiente,
Eppendorf), tendo o emparelhamento realizado a 62 °C para a cardosina B. Os produtos de RT-

PCR foram analisados por electroforese em gel de agarose.
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Para permitir a observacédo /7 vivo das cardosinas em células BY-2, recorreu-se a sua
fusdo com uma proteina fluorescente. No laboratorio tem sido utilizada, recorrentemente a
proteina fluorescente mCherry (Shaner ef a/, 2004) apresentando esta grande estabilidade em
células de tabaco e Arabidopsis. Neste estudo, esta proteina foi utilizada, porque, para além
desta vantagem, funciona como termo de comparacdo com os resultados obtidos da expressao
das cardosinas nativas em tabaco, bem como com resultados obtidos com a construcdo de
cardosina A fundida com a proteina fluorescente GFP. A proteina mCherry permite assegurar a
sua estabiliadade no vacuolo, no caso de as cardosinas serem enderecadas para este
compartimento, como foi ja observado em epiderme de tabaco (Pereira, 2008; Soares da Costa,
2009).

A cardosina A foi, anteriormente, fundida com a proteina fluorescente mCherry, no
entanto, a sua expressdo em células de epiderme de folhas de tabaco conduziu a expressao da
proteina em compartimentos globulares nao identificados (Pereira, 2008). Por este motivo foi
essencial, neste trabalho, obter uma construcdo de cardosina A fundida com mCherry, inserindo
um Jinker a separar as duas sequéncias, de modo a testar a necessidade da sua presenca no
processamento e transito correctos da cardosina A (Fig. 3.1), a semelhanca do que se verificou
com a cardosina B. A insercdo de um /inker entre a cardosina B e mCherry permitiu a expressao
da proteina em células de epiderme de folhas de tabaco, expressdo que ndo ocorreu com a
mesma construcdo sem o /inker (Soares da Costa, 2009). Foi colocada a hipdtese do /inker ser
essencial para a obtencdo de uma construcdo viavel, permitindo a aquisicdo da correcta
conformacdo de ambas as proteinas.

O Jinker utilizado neste trabalho, foi o mesmo utilizado na construcdo de cardosina
B::linker-mCherry e é constituido por uma sequéncia de nucledtidos, que por traducao produzem
um conjunto de 11 aminoacidos (GTSCSPGDPAT) (Fig. 3.1), correspondendo a sua sequéncia

nucleotidica a uma porcao do polilinker do plasmideo pGEM11Zf (-).

GTSCSPGDPAT

T

1580 bp 780 bp
Figura 3.1 - Representacao esquematica da construcao cardosina A::linker-mCherry. A verde
estd representado o /inker, cuja traducdo produz uma sequéncia aminoacidica de 11 aminoacidos
(indicada na caixa a preto). Por baixo de cada sequéncia esta indicado o seu tamanho molecular.
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3.1. Elaboracao da construcao cardosina A::linker-mCherry no vector

binario pVKH18En6

Para a elaboracéo da construcao cardosina A::linker-mCherry procedeu-se a amplificacao
das sequéncias de cardosina A e de linker-mCherry por PCR, a partir dos dois plasmideos
originais (ver Material e Métodos) onde estes fragmentos de DNA se encontravam clonados. Os
primers utilizados na reaccao permitiram a introducao de adaptadores com locais de restricao
para enzimas a utilizar, posteriormente, na sub-clonagem, das sequéncias amplificadas, no
vector de expressao pVKH18Ené.

Os produtos amplificados por PCR foram separados electroforeticamente, tendo-se
observado duas bandas com tamanho molecular correspondente ao esperado para os
fragmentos de cardosina A (com cerca de 1580 bp) e de linker-mCherry (com aproximadamente

780 bp) (Fig. 3.2).

«— 1580bp

730 bp B

Figura 3.2 - Analise por electroforese em gel de agarose 0,8 % (p/v) dos produtos
amplificados por reaccao de PCR. 1: fragmento de DNA de linker-mCherry (com cerca de 780 bp);
2: Fragmento de DNA de cardosina A (cerca de 1580 bp); M: Marcador de pesos moleculares “GeneRuler
DNA Ladder Mix" (Fermentas).

Depois de purificados a partir do gel, os produtos de PCR foram clonados no vector pCR-
Blunt (Figs. 3.3 e 3.4) e utilizados para a transformacéo de £scherichia coli.

Os clones positivos foram identificados por analise de restricdo do seu DNA plasmidico.
Utilizou-se a enzima £co Rl, para testar a presenca dos fragmentos no vector, uma vez que esta
permite a excisao de ambos os fragmentos clonados do vector e, utilizaram-se os conjuntos de
enzimas Xba I/Kpn | e Sac I/Kpn |, para testar a presenca dos adaptadores nos fragmentos
clonados de cardosina A e linker-mCherry, respectivamente. Os clones positivos apresentaram

em gel de agarose, duas bandas de DNA, uma com de cerca de 3500 bp, correspondente ao
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vector, e outra banda com o tamanho do fragmento de insercdo - 1580 e 780 bp, para a

cardosina A e linker-mCherry, respectivamente (Fig. 3.5).

==> M13 rev (-49) - 647 - Tm=60,2°C
=> M13 rev (-29) - 661 - Tm=53,5°C
Local de Restricao I - 731

Local de Restricao II - 2297
<== M13 uni (-21) - 2389 - Tm=57,3°C
<== M13 uni (-43) - 2406 - Tm=64,3°C

Figura 3.3 - Representacao da ligacao do fragmento de cardosina A no vector de clonagem
pCR-Blunt.

==> M13 rev (-49) - 647 - Tm=60,2°C
=>MI3 rev (-29) - 661 - Tm=53,5°C

Local de restricao I - 780

Local de Restricao II - 1557
<==M13 uni (-21) - 1652 - Tm=57,3°C
<==M13 uni (-43) - 1669 - Tm=64,3°C

Figura 3.4 - Representacdo da ligacao do fragmento de linker-mCherry no vector de
clonagem pCR-Blunt.

Obtencao e caracterizacao de linhas celulares de BY-2 a expressar cardosinas 48



Resultados

3000bp

1000bp
500 bp

Figura 3.5 - Analise por electroforese em gel de agarose 0,8 % (p/v) dos produtos de
restricdo do DNA plasmidico dos clones de E. coli transformados com o fragmento de
linker-mCherry inserido no vector pCR-Blunt. Digestao dos clones 2, 5 e 6 com o fragmento de
linker-mCherry, com £co R, para testar a presenca do fragmento (pocos 1, 2 e 3), e com Sac | e Apn |
para testar a presenca dos adaptadores destas enzimas no fragmento (pocos 4, 5 e 6). M: Marcador de
pesos moleculares “GeneRuler DNA Ladder Mix” (Fermentas).

Dos clones positivos, foi seleccionado um para cada um dos fragmentos de insercéo e o
seu DNA foi sequenciado, para confirmar a sequéncia e verificar se ndo haviam sido introduzidos
erros nas sequéncias nucleotidicas. Por analise comparativa das sequéncias obtidas e
esperadas, através do alinhamento das mesmas, verificou-se que ambas as sequéncias estavam
correctas (Anexo 1 e 2). Deste modo, as sequéncias foram sub-clonadas no vector binario de
expressao pVKHI18EnG, o qual possui locais unicos de restricao no seu T-DNA, para as enzimas

Xbal e Sac| (Fig. 3.6) (Batoko et a/, 2000).

— — — —
Km® Hyg"
I | Ené | 35s | | Q I MCS | Tnos | | PLacz | | nptll | | ori | | Pnos | nptll I Tnos I I
5’ I 3
Xbal Sacl

mCherry

2360 bp

Figura 3.6 - Representacdo do T-DNA do vector binario de expressao pVKH18En6 com a
construcdo cardosina A:linker-mCherry inserida no seu local de clonagem muiltiplo (MCS).
Na construcao estao indicados os locais de restricdo enzimatica para a sub-clonagem das mesmas neste
vector. O vector pVKH18En6 permite a expressao de genes em células vegetais, neste estudo recorreu-se
a este vector para a expressao desta e das outras construcdes utilizadas em células de folhas de tabaco e
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em células BY-2. RB: bordo direito; En6 35S: enhanced promotor 35S do virus do mosaico da couve flor
(CaMV); Q: sequéncia 5'lider do virus do mosaico do tabaco (TMV); Tnos: terminador do gene da
nopalina sintetase; PLacZ: promotor do gene LacZ; nptll: gene de resisténcia a kanamicina, Km
resiténcia & canamicina; ori: origem de replicacdo ColE1; Pnos: promotor do gene da nopalina sintetase;
hptll: gene de resisténcia a higromicina; Hyg: resisténcia a higromicina; LB: bordo esquerdo. (Adaptado
de Sparkles ef al,, 2006).

Os clones de £. coli obtidos por transformacao com o vector pVKH18En6 recombinante,
foram rastreados utilizando as enzimas Xba | e Sac |, as quais promoviam a excisdao da
construcao. Apdés a analise electroforética do DNA digerido, foram identificados os clones
positivos (clones 1, 2, 5 e 6), 0s quais apresentavam as duas bandas de DNA previstas, uma
correspondente ao vector com cerca de 14000 bp e outra correspondente a construcao inserida
no vector com aproximadamente 2600 bp (Fig. 3.7). Foi seleccionado, um dos clones positivos
para sequenciacao, tendo-se verificado que a sequéncia de linker-mCherry se encontrava na
mesma grelha de leitura que a sequéncia de cardosina A (Anexos 3 e 4). Deste modo, utilizou-se
o clone sequenciado para a transformacao de Agrobacterium tumefaciens por electroporacao.

O DNA isolado a partir dos clones de A. fumefaciens foi utilizado para transformar £.
coli. O rastreio foi realizado, entdo, nos clones de £. coli obtidos. Neste rastreio, foram utilizadas
as mesmas enzimas de restricdo que no rastreio precedente, Xba | e Sac |, dado que, o
plasmideo recombinante em analise era 0 mesmo. Todos o0s clones analisados apresentavam a

construcao cardosina A::linker-mCherry inserida no vector binario pKH18En6 (Fig. 3.8).

M i | 2 3 .} 5 6

3000 bp

500 bp

Figura 3.7 - Anadlise por electroforese em gel de agarose 0,8 % (p/v) dos produtos de
restricaio do DNA plasmidico dos clones de E. coli transformados com a construcao
cardosina A::linker-mCherry inserida no vector pVKH18EnG6. 1 a 6: Clones foram digeridos com
as enzimas Xbal e Sacl. M: Marcador de pesos moleculares “GeneRuler DNA Ladder Mix” (Fermentas).
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Figura 3.8 - Analise por electroforese em gel de agarose 0,8 % (p/v) dos produtos de
restricao do DNA plasmidico dos clones de A. tumefaciens com a construcao cardosina
A::linker-mCherry inserida no vector pVKH18En6. 1 a 6: Clones foram digeridos com as enzimas
Xbal e Sacl. M: Marcador de pesos moleculares “GeneRuler DNA Ladder Mix” (Fermentas).

3.2. Expressao de cardosina A fundida com mCherry em epiderme foliar

de Nicotiana tabacum

0 tabaco constitui um modelo biolégico de grande importancia, nomeadamente para o
rastreio da expressao de construcdes fluorescentes. As células da epiderme foliar da planta sdo
facilmente transformaveis de modo transitério e permitem a observacdo directa das proteinas
fluorescentes. Para além disso, este sistema possibilita o estudo do processamento de proteinas
ao longo do tempo. Deste modo, este sistema permite comparar o processamento e localizacao
da proteina nativa com a mesma proteina em fusdo. Uma vez que foram ja realizados estudos
de enderecamento e processamento da cardosina A nativa em tabaco (Pereira, 2008), a
expressao da construcdo de cardosina A fundida com mCherry no mesmo sistema foi essencial
para testar a viabilidade da mesma para estudos em tabaco, e neste caso especifico para a sua
posterior utilizacdo na transformacao de células BY-2. Para isso, foram transformadas células da
epiderme foliar de tabaco transitoriamente, recorrendo a A. tfumefaciens com a construcao

cardosina A::linker-mCherry.

3.2.1. Localizacao de cardosina A fundida com mCherry por microscopia
confocal de varrimento a laser (CLSM)
A expressao da construcao cardosina A::linker-mCherry foi avaliada por observacao das

células da epiderme foliar de tabaco, 3 dias ap6s a infiltracdo, por microscopia confocal. Como
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controlo de expressao utilizou-se a construcdo GFP::HDEL. Esta construcao trata-se de uma GFP
fundida com o motivo HDEL de retencdo no ER (Batoko ef a/, 2000).

A expressao de GFP::HDEL nas células de tabaco originou um padrao de fluorescéncia
tipico de reticulo endoplasmatico, com marcacdo na periferia das células e no reticulo
perinuclear (Fig. 3.9). O marcador sofreu um correcto enderecamento para o reticulo
endoplasmatico, apresentando bons niveis de expressao e semelhantes entre todas as células, o

que indica que a folha infiltrada apresenta bons niveis de expressao.

Figura 3.9 - Imagens de microscopia confocal de células da epiderme de folhas de
Nicotiana tabacum transformadas com o marcador do reticulo endoplasmatico GFP::HDEL.
As células foram observadas apos 3 dias da infiltracdo com uma DO,, de 0,03 de culturas de
Agrobacterium tumefaciens. Consegue observar-se um padrdo de marcacdo tipico de reticulo
endoplasmatico: junto a membrana plasmatica (setas brancas) e no reticulo endoplasmatico perinuclear
(seta azul). a) imagem de fluorescéncia de GFP, por excitacdo com o laser 488 nm; b) imagem de
contraste de interferéncia diferencial (DIC) das mesmas células observadas em a).

Nas folhas de tabaco infiltradas com a construcdo cardosina A::linker-mCherry, foi
detectada fluorescéncia de mCherry. Os diferentes clones e densidades oOpticas testadas de A.
tumefaciens resultaram em diferentes intensidades de fluorescéncia/expressao da construcao.
As células das folhas infiltradas com o clone 4 e com o clone 6 apresentaram éptimos niveis de
expressdao da construcdo, tendo, nestes dois casos, a proteina fluorescente sido identificada
apenas no vacuolo (Fig. 3.10).

As células de tabaco apresentam um vacuolo que ocupa praticamente todo o espaco
intracelular, confinando todos os restantes organelos e o citoplasma a periferia da célula, logo, a

marcacao destas células é tipica de vacuolo, nao apresentando expressao da proteina no
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citoplasma, membrana plasmatica e parede celular (Fig. 3.10 - setas azuis), nem no nucleo

(Fig. 3.10 - setas brancas).

Figura 3.10 - Imagens de microscopia confocal de células da epiderme de folhas de
Nicotiana tabacum transformadas com a construcao cardosina A::linker-mCherry inserida
no vector binario pVKH18EnG6. As imagens foram adquiridas apos 3 dias da infiltracao da cultura dos
clones 4 e 6 de Agrobacterium tumefaciens. Todas as células apresentavam expressao da construcao no
vacuolo, conseguindo-se observar nitidamente zonas que nao apresentavam qualquer emissao de
fluorescéncia correspondentes ao citoplasma, membrana plasmatica e parede celular (setas azuis), e ao
nucleo (setas brancas), o vactolo ocupa a maior percentagem do conteudo vacuolar empurrando os
restantes organelos para a periferia da célula. b) e d) /nsefs das imagens a esquerda; a) a d) imagens de
fluorescéncia observada por excitacdo de mCherry com o laser 561 nm. n: ntcleo; v: vacuolo.

No entanto, com o clone 5, que apresentava menores niveis de expressao, a construcao

foi localizada, ndo s6 no vacuolo mas também no reticulo endoplasmatico, uma vez que as
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células exibiam marcacao mais intensa junto da membrana (Fig. 3.11 - setas brancas), e nas

trabéculas de reticulo (Fig. 3.11 - seta azul).

I
JI

Figura 3.11 - Imagens de microscopia confocal de células da epiderme de folhas de
Nicotiana tabacum transformadas com a construcao cardosina A::linker-mCherry inserida
no vector binario pVKH18EnG6. As imagens foram adquiridas apés 3 dias da infiltracao da cultura do
clone 5 de Agrobacterium tumefaciens. Todas as células apresentavam expressdo da construcdo no
vaclolo, no entanto, pdde-se observar, simultaneamente, a acumulacdo da construcdo no reticulo
endoplasmatico. As setas indicam o padrao tipico de reticulo, com a fluorescéncia acumulada na periferia
da célula (setas brancas) e em trabéculas de reticulo (seta azul). a) imagem de fluorescéncia de mChertry,
por excitacdo com o laser 561 nm; b) imagem de contraste de interferéncia diferencial (DIC) das mesmas
células observadas em a).

Apbés a andlise da expressao de todos os clones, foi possivel verificar que todos
conduziam a acumulacao de cardosina A no vacuolo das células de tabaco. Estes resultados
demonstram que a cardosina A fundida com mCherry sofre 0 mesmo enderecamento que a
proteina nativa em células da epiderme foliar de tabaco (Duarte, 2008; Pereira, 2008). A
proteina fluorescente mCherry nao influenciou o enderecamento da cardosina A para o vacuolo.

Este ensaio permitiu ainda seleccionar os clones mais adequados, com maiores niveis
de expressdo e sem sofrer atrasos no transito da proteina recombinante (clones 4 e 6), de modo

a usa-los na transformacéao de células BY-2.

3.2.2. Processamento proteolitico da cardosina A fundida com mCherry

Para analisar o processamento softido pela cardosina A desde a sua sintese até a sua

acumulacao no vacuolo de tabaco, foi realizado um estudo de #ime course, 24 e 48 horas, 3, 5 e
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7 dias apos a infiltracdo das folhas de tabaco, com o clone 4 de A. fumaraciens utilizando uma
DO,,, de 0,3. Analisaram-se os extractos proteicos das diferentes amostras por Western blotting e
verificou-se que o processamento da cardosina A ocorria de modo semelhante ao da proteina
nativa no mesmo sistema (Fig. 3.12). Inicialmente, foi detectada a forma intermédia de 35 kDa
da cardosina A, e a medida que esta deixou de ser detectada, observou-se a acumulacéo da sua
forma madura (31 kDa) (Fig. 3.12). O processamento proteolitico da proteina em tabaco nao
apresenta qualquer alteracado em relacao ao processamento da proteina nativa no mesmo
sistema de expressao, pelo que a fusdo de cardosina com mCherry, ndo conduziu a alteracao do
processamento da cardosina. Este resultado em conjunto com o resultado obtido por
microscopia confocal vem confirmar a viabilidade desta construcdo para futuros estudos da
cardosina A /n vivo neste sistema de expressao ou outros, nomeadamente em células BY-2. Este
resultado confirma ainda que a presenca deste /inker é essencial para o enderecamento e

processamento correcto desta proteina de fuséo (cardosina A) em folhas de tabaco.

24h 48h 3d 5d 7d

35 kDa N
31 kDa —>

Figura 3.12 - Analise do processamento proteolitico da cardosina A ao longo do tempo, por
Western blotting em folhas de tabaco (Nicotiana tabacum) infiltradas com Agrobacterium
tumefaciens com a construcao cardosina A::linker-mCherry inserida no vector binario
pVKH18EnG. O estudo foi realizado com amostras de folhas apos 24 horas, 48 horas, 3 dias, 5 dias e 7
dias da infiltracdo das mesmas. A forma intermédia do processamento da cardosina A, de 35 kDa, surge
apods 48 horas da infiltracdo enquanto a forma madura da cardosina A (31 kDa) inicia a sua acumulacédo
apés 5 dias. A medida que a forma intermédia desaparece a forma madura vai-se acumulando nas
células infiltradas. d: dias; h: horas.
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3.3. Expressao estavel das proteinas cardosina A e B fundidas com

mCherry em células BY-2 em suspensao

As construcdes de cardosina A e B com mCherry e cardosina A com GFP (ja obtida e
testada no laboratério) foram utilizadas para transformar células BY-2, por co-cultura destas com
os clones de A. tumefaciens. Em paralelo, procedeu-se a transformacao das células BY-2 com
um marcador de ER (GFP::HDEL) e um marcador de Golgi (ST::GFP).

Apds varias tentativas e optimizacées da transformacado das células BY-2 com o
protocolo 1 (ver Material e Métodos), frequentemente utilizado em diferentes trabalhos
experimentais, optou-se por transformar as células recorrendo a um segundo protocolo com
suplementacdo da co-cultura com acetosseringona (protocolo 2 — ver Material e Métodos). Nesta
ultima transformacao, foram apenas utilizadas as construcdes de cardosina A e B, uma vez que
existiam alternativas para obtencdo de linhas celulares de BY-2 a expressar marcadores
compartimentares.

Cerca de um més apds a transformacéo foi obtido com sucesso tecido caloso das
células transformadas com as construcdes de cardosina A e B (resistentes a Higromicina). O
tecido caloso bem individualizado, foi transferido para meio BY-2 liquido, até atingir uma
densidade consideravel, e s6 depois iniciada a repicagem da cultura de células em suspensao

(Fig. 3.13).

Figura 3.13 - Tecido caloso de células BY-2 transformadas com a construcao cardosina
A::GFP. As células BY-2 transformadas cresceram em meio BY-2 selectivo (com higromomicina 20
ug/mL) e obteve-se tecido caloso bem individualizado apds cerca de més apos a transformacéo.
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A expressao das células BY-2 transformadas foi, inicialmente, analisada por microscopia
confocal apds 3 dias de subcultura. Nas células transformadas com as fusdes de cardosina A e
B com a proteina mCherry nao foi observada qualquer fluorescéncia (resultados néao
apresentados). Por outro lado, as células transformadas com cardosina A::GFP apresentavam
um padrdo de expressdo tipico de reticulo endoplasmatico (Fig. 3.14) e foi igualmente

identificada fluorescéncia em estruturas pontuadas (Fig. 3.15 - a).

Figura 3.14 - Imagens de microscopia confocal de células BY-2 transformadas com a
construcao cardosina A::GFP. As células foram observadas apos 3 dias de sub-cultura das células
transformadas. Consegue observar-se um padrao de marcacao tipico de reticulo endoplasmatico: junto a
membrana plasmatica (setas azuis) e no reticulo endoplasmatico perinuclear (setas brancas). a) imagem
de fluorescéncia de GFP, por excitacdo com o laser 488 nm; b) imagem de contraste de interferéncia
diferencial (DIC) das mesmas células observadas em a).

De modo a perceber a natureza das estruturas pontuadas observadas no interior destas
células, foram realizados ensaios com brefeldina A (BFA), tratando as células com duas
concentracdes diferentes desta droga, durante 2 horas. A localizacdo da fluorescéncia de GFP no
interior das células tratadas foi diferente da observada nas células ndo tratadas (controlo
negativo) (Fig. 3.15). As células tratadas com ambas as concentracdes de BFA apresentaram
estruturas globulares de maiores dimensdes, tendo aumentado ligeiramente de tamanho

aquando do tratamento com a maior concentracao de BFA (Fig. 3.15).

Para confirmar e complementar os resultados obtidos por microscopia confocal, a
expressao e processamento proteolitico de cardosina A e cardosina B foram analisados por

Western blotting.
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Nos extractos proteicos de uma linha celular transformada com cardosina A::GFP foi
detectada a banda de 31 kDa, correspondente a forma madura/processada da proteina, nao
tendo sido detectada nenhuma banda nos extractos proteicos de células BY-2 transformadas
com a construcdo de cardosina A::linker-mCherry (Fig. 3.16). As células transformadas com a
cardosina B fundida com mCherry, ndo apresentavam qualquer banda correspondente a esta
cardosina, por analise de Western blotting (dados nado publicados). Estes dados estdo em
concordancia com os resultados obtidos por microscopia confocal.

Nas amostras de proteinas de meio de cultura de todas as células transformadas com
as construcdes anteriormente descritas, incluindo a construcdo de cardosina A fundida com a
GFP, nao foi observada nenhuma banda diferente das bandas obtidas nos extractos da estirpe de
células néo transformadas (controlo negativo) (resultados nao apresentados), o que indica que

nenhuma das proteinas é secretada para o meio extracelular.
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Fluorescéncia DIC
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10 31 pm

Figura 3.15 - Imagens de microscopia confocal de células BY-2 transformadas com a
construcdo cardosina A::GFP tratadas com brefeldina A (BFA). As imagens foram adquiridas
apds 3 dias de sub-cultura das células transformadas. As células transformadas foram incubadas com as
concentracdes indicadas de BFA, durante 2 horas. Todas as células apresentaram estruturas pontuadas,
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sendo estas de maiores dimensdes nas células tratadas com BFA (setas vermelhas). a), c) e f) imagens
de fluorescéncia observada por excitacdo de GFP com o laser 488 nm. b), d) e g) imagens de contraste
de interferéncia diferencial (DIC) das mesmas células observadas a esquerda. n: nucleo; v: vacuolo.

Wt ACh AGFP

31kDa —>

Figura 3.16 - Analise do processamento proteolitico da cardosina A por Western blotting em
células BY-2 transformadas com cardosina A::GFP e cardosina A::linker-mCherry no vector
binario pVKH18En6. O estudo foi realizado apos 3 dias de sub-cultura das células transformadas. Foi
detectada a forma madura da cardosina A (31 kDa) na linha celular de BY-2 transformada com cardosina
A::GFP, AGFP2. Wt: Wild type; ACh: cardosina A::linker-mCherry; 1 e 2: identificacdo das linhas celulares
transformadas com cada uma das construcdes.

Uma vez que através das analises de expressao realizadas anteriormente, foi possivel
verificar a expressdo da cardosina A com GFP, mas nao das restantes linhas celulares, era
necessario perceber a que se deviam estas diferencas de expressdo. Deste modo, procedeu-se a
analise de transcritos de cada uma das cardosinas por RT-PCR. Como controlo positivo usou-se o
RNA das células transformadas com cardosina A::GFP (linha celular AGFP2) e como controlo
negativo utilizou-se o RNA das células da estirpe selvagem.

O RNA total foi extraido com sucesso de todas as amostras celulares, tendo-se

observado duas bandas correspondentes ao 28S e 18S RNA ribossémico (Fig. 3.17).
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Figura 3.17 - Analise por electroforese em gel de agarose 0,8 % (p/v) de RNA extraido de
células BY-2. A extraccao de RNA realizou-se apés 3 dias de sub-cultura das células BY-2 transformadas
com cardosina A::GFP (AGFP), com cardosina A::linker-mCherry (Ach) e com cardosina B::linker-mCherry
(Bch). Foram identificadas no gel as bandas de rRNA 28S e 18S em todas as amostras analisadas. Wt:
Wild type.

Apds a reaccdo de RT-PCR, para cada amostra de RNA obtida foi identificada a presenca
de mRNA de cardosina A nas células BY-2 transformadas com a proteina fundida com GFP, tal
como esperado, tendo sido amplificada uma banda de cerca de 400 bp com os primers
especificos para a cardosina A (ver Material e métodos) (Fig. 3.18). Este resultado veio confirmar
0s resultados obtidos por microscopia confocal e por Western blotting.

Da transformacdo das células BY-2 com trés diferentes construcdes, foi possivel obter
uma linha celular a expressar efectivamente cardosina A. As transformacdes das células BY-2
com cardosina A e cardosina B fundidas com mCherry, ndo resultaram em expressao das
mesmas, o0 que foi confirmado por Western blotting e RT-PCR No entanto, as células encontram-

se transformadas, dado que estas conseguem crescer e manter-se em meio selectivo.

M Wt AGFP Ach Bch

Figura 3.18 - Analise por electroforese em gel de agarose 0,8 % (p/v) dos produtos de RT-
PCR para deteccao de transcritos de cardisina A e B em células BY-2. A reaccao de RT-PCR foi
realizada a partir de 1 ug de RNA total de cada amostra. Foi identificada uma banda de DNA com cerca
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de 400 bp. A banda foi amplificada a partir extraccao de RNA realizou-se apos 3 dias de sub-cultura das
células BY-2 transformadas com cardosina A::GFP (AGFP), com cardosina A::linker-mCherry (Ach) e com
cardosina B::linker-mCherry (Bch). Foram identificadas no gel as bandas de rRNA 28S e 18S em todas as
amostras analisadas. Wt: Wild type.
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As cardosinas A e B sao duas proteinases asparticas (APs) originalmente isoladas a
partir de flores de Cynara cardunculus, vindo mais tarde a ser identificadas também nas
sementes desta mesma planta (Ramalho-Santos ef a/, 1997; Pereira et al, 2008; Oliveira,
2009).

Apesar da sua grande identidade a nivel nucleotidico e aminoacidico, estas duas
proteinas apresentam uma localizacao diferencial em flores de cardo: enquanto a cardosina A é
enderecada para o vacuolo, a cardosina B é secretada (Ramalho-Santos ef a/, 1997; Vieira et
al, 2001). Por este motivo, o estudo destas proteinas pode ajudar a responder a varias questoes
sobre o enderecamento das APs em plantas e o transito destas proteinas tem vindo a ser
estudado essencialmente em Arabidopsis thaliana e em Nicotiana tabacum.

Em células da epiderme de tabaco ambas as cardosinas sao enderecadas para o
vacuolo, sendo este sistema heterologo de grande interesse para o estudo do direccionamento
das cardosinas para este organelo. Sera que ambas as proteinas seguem as mesmas vias para
alcancarem o mesmo compartimento? Que compartimentos medeiam o seu transito para o
vaclolo? Onde sdo processadas e activadas estas proteinas ao longo do seu percurso? Para
responder mais rapida e facilmente a estas questdes, seleccionaram-se as células em suspensao
Bright Yellow — 2, pelas diversas vantagens apresentadas e por se esperar que as cardosinas
seguissem um trajecto idéntico nestas células, pelo facto de se tratarem também de células de
tabaco. Este modelo permitiria também, deste modo, comparar o transito das cardosinas no
sistema planta e em células em suspensao.

Neste trabalho foi elaborada uma construcdo de cardosina A fundida com a proteina
fluorescente mCherry, com um /inker a separar as duas proteinas (cardosina A::linker-mCherry).
Esta construcdo foi clonada no vector pVKH18En6 (Batoko ef a/, 2000) e a sua expressao e
processamento foram testados em MNicotfiana tabacum por microscopia confocal e Western
blotting.

Depois de se obterem culturas de células BY-2 estaveis, estas foram transformadas com
as construcdes cardosina A::linker-mCherry, cardosina B::linker-mCherry e cardosina A::GFP, de
modo a permitir a observacado destas proteinas /7 vivo por microscopia confocal para estudar a
sua expressao e localizacdo nestas células. A expressdo e o processamento das construcdes
foram também analisados por Western blotting. A confirmacao da expressao foi avaliada por RT-
PCR, para identificar a presenca de transcritos das cardosinas A e B nas células BY-2

transformadas.
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4.1. Expressao da construcao cardosina A::linker-mCherry em Nicotiana
tabacum

A fusdo de cardosina A com mCherry na auséncia de qualquer /inker entre as duas
proteinas conduz a expressao da proteina em compartimentos globulares nao identificadas ao
contrario do que acontece com a proteina nativa no mesmo sistema, que é vacuolar (Duarte ef
al., 2008; Pereira, 2008). A fusdo de cardosina B com mCherry fora, anteriormente, elaborada
com a introducdo de um /Jinker entre as duas sequéncias (Soares da Costa, 2009), o qual
permitiu a expressao da construcdo em vacuolos de tabaco. Era, portanto, essencial elaborar
uma a construcdo de cardosina A com a mesma proteina fluorescente, inserindo o mesmo /inker
entre ambas as sequéncias. Esta fusdo permitiu testar a necessidade da presenca do /inker para
0 processamento e transito correctos da cardosina A em folhas de tabaco.

Apds a expressado da construcdo de cardosina A em células da epiderme foliar de
tabaco, verificou-se que a proteina sofre o correcto enderecamento para o vacutolo, através da
observacdo das células por microscopia confocal. Para além disso, a andlise, por Western
blotting das folhas infiltradas com a construcdo permitiu demonstrar que a proteina sofre um
processamento proteolitico normal, ou seja, idéntico ao processamento da proteina nativa no
mesmo sistema de expressao (sem a fusdo) (Duarte ef a/, 2008; Pereira, 2008). Tal como a
cardosina A nativa, a cardosina A recombinante apresenta um processamento gradual, com o
surgimento inicial da forma intermédia de 35 kDa da proteina (cadeia maior com o
prosegmento) e o desaparecimento desta forma em simultadneo com o aparecimento da cadeia
de 31 kDa correspondente a forma madura/processada da proteina.

0 facto de a cardosina A recombinante na presenca do /inker ter apresentado diferente
trajecto em relacdo a molécula recombinante na auséncia do /inker, confirma a hipotese
levantada anteriormente, de que é necessaria uma separacao entre as duas proteinas para que
a cardosina A adquira a sua correcta conformacado e consequentemente, seja processada
correctamente e direccionada para o vacuolo. O /inkerem questao, parece ter promovido um um
espacamento suficiente para o enrolamento de cada proteina de modo independente e
apropriado, tal como sucedeu com a cardosina B em fusdo com a mesma proteina fluorescente
(mCherry) (Soares da Costa, 2009). Apesar de nao existir nenhum critério fidvel a que se possa
recorrer para o desenho de /inkers, em experiéncias futuras, seria importante desenhar um

linker com nucleotidos especificos, de modo a dar origem a uma sequéncia de aminoacidos com
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uma determinada conformacao, flexibilidade e comprimento, tendo em conta o seu possivel
comportamento na fusao.

Uma vez que a cardosina A fundida com mCherry sofre um processamento e
enderecamento correctos em células de tabaco, a construcdo podera no futuro ser utilizada para
estudos de expressao e localizacdo da cardosina A /n vivo em células da epiderme foliar de
tabaco, uma vez que vai ser representativa do comportamento da proteina nativa. A construcao
pode ainda ser expressa em outros sistemas de expressao heterdlogos. Neste trabalho, depois
de testada em células de tabaco, a construcdo elaborada foi utilizada, juntamente com as
restantes construcdes de cardosina A e B (ja disponiveis no laboratorio e previamente testadas
em tabaco) para a transformacao de células BY-2 com o objectivo de analisar a sua expressao,

localizacao e processamento neste sistema de expressao.

4.2. Expressao de cardosina A fundida com GFP em células BY-2

Entre as células BY-2 transformadas por co-cultura com as trés construces de
cardosina A e B, foi possivel obter tecido caloso transformado a partir de todas elas e manter
duas linhas celulares diferentes de cada uma das transformacdes em meio de cultura selectivo.
A expressao de todas as construcdes foi analisada por microscopia confocal e por Western
blofting tendo-se verificado que apenas as células BY-2 transformadas com cardosina A::GFP
pareciam estar a expressar a proteina recombinante. Os resultados foram ainda suportados por
analise de transcritos para as cardosinas A e B nas células BY-2, por RT-PCR. Foi identificada a
presenca de transcritos de cardosina A nas células transformadas com cardosina A::GFP,

confirmando a expressao da cardosina A nesta linha celular.

A cardosina A foi detectada na sua forma madura/processada (31 kDa), apds 3 dias de
sub-cultura das células transformadas. E a proteina foi localizada no reticulo endoplasmatico,
bem como em estruturas pontuadas nao identificadas, através da observacéo da fluorescéncia

de GFP na célula por microscopia confocal.

A natureza das estruturas identificadas foi investigada apds a incubacao das células com
duas concentracoes de BFA (10 e 50 pg/mlL). Nas células tratadas foram reconhecidas
estruturas pontuadas de maiores dimensdes, tendo estas estruturas aumentado ainda mais com
a maior concentracao de BFA. Segundo Tse e colaboradores (2009), a concentracao de 10

pg/mL de BFA em células BY-2 promove o empacotamento das cisternas do complexo de Golgi,
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provocando a alteracao do padrao de expressao observado por microscopia confocal. O sinal de
fluorescéncia das estruturas pontuadas correspondentes a marcacao dos complexos de Golgi é
amplificado com a aplicacao desta concentracao de BFA (Tse ef a/, 2009). Tendo em conta que
0s compartimentos pré-vacuolares nado sdo afectados por esta concentracdo de BFA, o local
onde se detectou a cardosina A pode corresponder ao complexo de Golgi (Miao ef a/,, 2006; Tse
et al., 2009).

Os resultados obtidos por Western blotting, confirmam a expressdo da cardosina A, e
indicam que esta, quando detectada por microscopia confocal no reticulo endoplasmatico, e,
provavelmente, também no complexo de Golgi, encontra-se completamente processada na sua
forma madura, ao contrario do que sucede em células de tabaco em que a cardosina A é
enderecada para o vacuolo onde é activada (Duarte ef a/, 2008; Pereira, 2008).

Uma vez que o anticorpo utilizado na técnica de Western blotting reconhece apenas a
uma sequéncia da cadeia maior da cardosina A (cadeia de 31 kDa), seria essencial utilizar um
anticorpo que reconhecesse a cadeia menor ou a proteina fluorescente GFP, para que através
desta técnica se pudesse confirmar a ligacdo da GFP a cardosina A. Neste caso, ambos os
anticorpos iriam reconhecer uma banda de cerca de 43 kDa, ou seja, a banda de 15 kDa
correspondentes a cadeia menor da cardosina A ligada a banda de 28 kDa da GFP.

Se fosse confirmada a presenca da proteina fundida com GFP, em células BY-2, seria
importante investigar mais aprofundadamente a natureza dos compartimentos em que a
proteina se localiza, através, por exemplo, da imunolocalizacdo de uma proteina intracelular
endogena, como um marcador do mesmo compartimento (ex: JIM84), ou da realizacdo de uma
co-expressao da construcdo com um marcador do complexo de Golgi fundido com uma proteina

fluorescente diferente (ex: ST::RFP).

Mitsuhashi e colaboradores (2000) demonstraram que a GFP fundida com um sinal de
enderecamento vacuolar da 2S albumina (GFP::2SC), é enderecada para o vactolo em células
BY-2, sendo apenas observada neste compartimento dos 4 dias aos 6 dias de cultura,
comecando a GFP a ser degradada, o que se reflecte no desaparecimento da fluorescéncia da
mesma no vacuolo. Esta degradacao pode dever-se a alteracoes de pH ou da intensificacao da
actividade proteolitica no interior do vacuolo, o que ja foi descrito em Arabidopsis e em tabaco

(Fliickiger et al., 2003). Esta podera ser uma das razdes pelas quais, no caso do enderecamento
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da cardosina A para o vacuolo em fusdo com a GFP, a sua fluorescéncia ndo seja observada
neste compartimento.

Tendo como possibilidade a nao localizacao da cardosina A no vacuolo, isto poderia
implicar uma diferenciacdo das vias de transito da cardosina A em células em suspenséo de
tabaco, em relacdo as células da planta de tabaco. Esta diferenciacdo podera dever-se a
diferente expressdao de moléculas essenciais ao processo de enderecamento destas proteinas
em células BY-2. Este facto poderia implicar a ndo formacdo de alguns compartimentos
intermediarios da via que a cardosina A utiliza em células de tabaco, ou uma falha no
enderecamento da cardosina A devido a possivel ndo expressdo de receptores vacuolares (VSRs)
que reconhecem a proteina no complexo de Golgi das células, promovendo assim a sua
acumulacao neste compartimento. Com este enderecamento diferencial em células em
suspensdo de tabaco, a activacdo da cardosina A pode ocorre num compartimento diferente em
relacdo ao que sucede com proteina quando expressa em células da planta de tabaco. A
possibilidade da diferenciacdo das vias de transito da cardosina A em células BY-2 poderia ser

interessante para o estudo dos seus interactores.

Por outro lado, a cardosina pode ndo se encontrar ligada a proteina fluorescente, o que
significaria uma separacao por clivagem das proteinas durante o seu processamento. Neste
caso, a deteccao da proteina fluorescente, nao corresponderia a localizacdo da cardosina A e a
cardosina A poderia estar a ser enderecada para o vacuolo, tal como ocorre em células de
tabaco. No caso de se confirmar esta separacao, seria necessario localizar a cardosina A nas
células BY-2, por exemplo, por imunolocalizacdo. No entanto, um dos problemas associados a
este procedimento € a reaccao cruzada com proteinas endogenas, apresentada pelo anticorpo
contra a cardosina A em células BY-2. Uma abordagem alternativa e muito oportuna, seria o
isolamento de vacuolos de células transformadas, e a imunodeteccdo da cardosina A nesta
fraccao celular, tendo como comparacdo a deteccdo da cardosina A no poo/ total de proteinas

celulares.

Em experiéncias futuras, uma abordagem alternativa e muito pertinente, para a analise
do trajecto das cardosinas em células BY-2 ao longo do tempo, passaria pela fusdo das
cardosinas com uma proteina fotoconvertivel como a EosFP (Wiedenmann ef a/,, 2004; Schenkel

et al, 2008). As proteinas fotoconvertiveis alteram as suas propriedades de fluorescéncia
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quando sujeitas a irradiacdo violeta Assim, através da fotoconversao da proteina fluorescente
presente na célula, seria possivel a visualizacdo e monitorizacdo do movimento da proteina

sintetizada de novo ao longo do seu percurso no sistema endomembrar.

4.3. Transformacao das células BY-2

Neste trabalho, foi possivel transformar células BY-2 com as construcdes de cardosina A
e B, utilizando o protocolo em que se suplementou a co-cultura com acetosseringona (Protocolo
2), pelo que, este devera ser eleito como protocolo de transformacao para futuras utilizacdes.

Uma vez que, inicialmente foram realizadas varias tentativas de transformacao das
células BY-2 recorrendo ao protocolo 1, o sucesso da transformacao podera estar relacionado
com a viruléncia da estirpe de A. ftumefaciens utilizada, a qual pode ter influenciado a sua
eficiéncia. Neste estudo utilizou-se, para transformacdo das células BY-2, a estirpe
GV3101::pMP90, estirpe também aqui utilizada para transformacao transitéria de N. fabacum
com a mesma construco inserida no mesmo vector binario de expressao. A partida, esta estirpe
funcionaria com a mesma eficiéncia na transformacao das células BY-2, tratando-se estas de
células obtidas a partir de tabaco. Analisando as estirpes utilizadas por diferentes autores na
transformacao de células BY-2, verifica-se que a estirpe LB4404 é a estirpe maioritariamente
utilizada. Para além disso, plantas de Arabidopsis thaliana infiltradas com esta estirpe exibem
maiores niveis de expressao transiente do que as infiltradas com a estirpe GV3101 (Kim ef a/,
2009). No entanto, estirpes especificas de A. fumefaciens funcionam melhor na transformacao
em determinadas espécies de plantas do que noutras (Wroblewski et a/, 2005). E de considerar,
portanto, novas transformacoes, substituindo a estirpe utilizada pela estirpe LB4404.

Seria, no futuro, de grande interesse a utilizacdo de um outro protocolo de
transformacao de células BY-2, por electroporacao. Este protocolo, desenvolvido por Koscianska
e Wypijewski (2001), apesar de raramente usado, apresenta vantagens em relacdo a
agroinfeccdo, nomeadamente, o processo de transformacao que € menos moroso, bem como a
obtencao de células transformadas em menor espaco de tempo e a possibilidade de rastreio das
mesmas por microscopia confocal. Trata-se de uma expressao transitoria, o que torna o método
adequado apenas para estudos a curto prazo. Assim sendo, este método poderia ser utilizado
para testar a expressao de uma construcao neste sistema e s6 mais tarde, recorrendo ao
protocolo de infeccdo por A. fumefaciens se realizariam estudos mais detalhados da mesma

construcao em células BY-2.
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Concluséo

Durante este trabalho foi possivel obter uma construcao de cardosina A fundida com a
proteina fluorescente mCherry, com um /inker entre as sequéncias. Esta construcdo apresenta
um direccionamento e um processamento proteolitico semelhante ao ocorrido com a proteina
nativa no mesmo sistema de expressado, Nicotiana tabacum. A construcdo obtida reproduz o
comportamento da proteina nativa em tabaco, tendo a vantagem de estar acoplada a uma
proteina fluorescente que permite a observacdo da proteina /n7 vivo por microscopia confocal ou
de fluorescéncia.

A introducdo do /inker, permitiu, tal como ocorreu com a cardosina B, a aquisicdo da
correcta conformacdo e, consequentemente, o correcto processamento e enderecamento da

cardosina A para o vacuolo em tabaco.

Neste trabalho, foi possivel transformar células BY-2 com as construcdes de cardosina
A:linker-mCherry, cardosina B::linke-mCherry e cardosina A::GFP e entre as células
transformadas apenas uma construcdo apresentou expressao, cardosina A:GFP. Por
microscopia confocal a proteina de fusdo é enderecada para o ER e parece ser também
enderecada para o complexo de Golgi. A cardosina A é processada até a sua forma madura (31
kDa), nao tendo sido identificada a sua forma intermédia de 35 kDa. por Western blotting. Para
perceber se, em células BY-2, a cardosina A apresenta 0 mesmo enderecamento e
processamento que em células de tabaco, é necessario confirmar se a fluorescéncia observada
de GFP corresponde a fusdo das duas proteinas ou apenas da proteina fluorescente. Uma vez
confirmada a expressao das proteinas em fusao no interior das células BY-2, sera determinante
confirmar a natureza dos compartimentos celulares em que a cardosina A se localiza e investigar

a possibilidade da cardosina A se encontrar no vacuolo das células.

No futuro seria pertinente a transformacao por electroporacao das células BY-2 com as
restantes construcdes, das quais ndo se obteve expressao em células BY-2, para testar a
expressao de cada uma delas e, posteriormente, dependendo do resultado obtido, proceder a
transformacao das células BY-2 por agroinfiltracdo utilizando a estirpe de A. fumefaciens

LB4404, para o estudo mais detalhado da expressao e processamento destas construcdes.

Através deste trabalho foi possivel verificar as potencialidades da aplicacao deste modelo

no estudo do transito da cardosina A. Embora o resultado relativo a expressao da proteina em
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Concluséo

células BY-2 tenha sido diferente do resultado obtido em células de tabaco, este ndo deixa de ser
interessante merecendo a atencdo em estudos futuros. Este modelo podera no futuro
complementar respostas obtidas actualmente por outros modelos biolégicos utilizados neste
laboratorio.

As sugestdes mencionadas ao longo do trabalho necessitam de ser exploradas tendo em
vista a afericdo de todas as possibilidades de aplicacdo deste modelo biolégico para o estudo da

expressao e transito tanto das cardosinas como até de outras proteinas.
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Anexos

Anexo 1: Analise da sequéncia de cardosina A amplificada por PCR e inserida no vector de

clonagem pCR-Blunt.

cardosinaA
cardosinaA putative

cardosinaA
cardosinaA putative

cardosinaA
cardosinaA putative

cardosinaA
cardosinaA putative

cardosinaA
cardosinaA putative

cardosinaA
cardosinaA putative

cardosinaA
cardosinaA putative

cardosinalA
cardosinaA putative

cardosinaA
cardosinaA putative

cardosinalA
cardosinaA putative

cardosinalA
cardosinaA putative

cardosinalA
cardosinaA putative

cardosinalA
cardosinaA putative

cardosinaA
cardosinaA putative

cardosinaA
cardosinaA putative

cardosinaA
cardosinaA putative

cardosinaA
cardosinaA putative

cardosinaA
cardosinaA putative

ATGGGCACCTCAATCAAAGCAAACGTGCTTGCCTTGTTCTTGTTTTATCTTCTATCACCT
ATGGGCACCTCAATCAAAGCAAACGTGCTTGCCTTGTTCTTGTTTTATCTTCTATCACCT

R R Rk R R R I R e e e S

ACTGTATTTTCGGTCTCCGATGACGGATTGATTCGAATTGGACTTAAAAAGAGGAAGGTG
ACTGTATTTTCGGTCTCCGATGACGGATTGATTCGAATTGGACTTAAAAAGAGGAAGGTG

Rk kb R e R R I

GACCGAATCGACCAACTTCGTGGACGTCGTGCGTTAATGGAAGGAAATGCTCGAAAAGAT
GACCGAATCGACCAACTTCGTGGACGTCGTGCGTTAATGGAAGGAAATGCTCGAAAAGAT

R Rk bk R e R R R I e S

TTCGGCTTCCGTGGTACAGTTAGGGACTCGGGTAGTGCCGTTGTTGCACTAACGAACGAT
TTCGGCTTCCGTGGTACAGTTAGGGACTCGGGTAGTGCCGTTGTTGCACTAACGAACGAT

R Rk b ke R R

AGGGATACTTCGTATTTTGGTGAGATTGGTATCGGAACTCCACCTCAGAAGTTCACAGTG
AGGGATACTTCGTATTTTGGTGAGATTGGTATCGGAACTCCACCTCAGAAGTTCACAGTG

ok kK kK ok k ke ok ok ok ok ke k ke ok ok ok ok ok sk ok sk ok ok ok ke sk ke ok ok ok ok ok sk ke ok ok ok ok ok ok ok sk ok ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

ATTTTCGATACCGGAAGTTCTGTTCTATGGGTGCCTTCTTCAAAGTGCATCAATTCAAAA
ATTTTCGATACCGGAAGTTCTGTTCTATGGGTGCCTTCTTCAAAGTGCATCAATTCAAAA

Kk ok ok kK ok k ke kK ok ok ks ke ok ok ok ok ke k ke sk ok ke ok ok sk ke ok ok ok ok ke sk ok ok ok sk ok ok ok ok sk ok ke ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

GCTTGTCGTGCGCACTCAATGTATGAGTCGAGCGATTCAAGTACCTACAAGGAAAATGGG
GCTTGTCGTGCGCACTCAATGTATGAGTCGAGCGATTCAAGTACCTACAAGGAAAATGGG

Kk ok K kK ok k ko ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok sk ok sk ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ke sk ke ok ok ok ok ok k ok ke ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

ACATCTGGCGCTATTATATATGGAACCGGATCAATCACGGGTTTTTTTAGCCAAGACTCT
ACATCTGGCGCTATTATATATGGAACCGGATCAATCACGGGTTTTTTTAGCCAAGACTCT

Kk ok K kK ok k ke kK ok ok ks ke ok ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ke sk ok ok ok ok ok ok ok ok ke ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

GTCACGATCGGTGATCTTGTTGTTAAAGAGCAGGATTTTATAGAGGCAACCGATGAGGCC
GTCACGATCGGTGATCTTGTTGTTAAAGAGCAGGATTTTATAGAGGCAACCGATGAGGCC

ER R R R 3

GACAATGTTTTCTTGCATGGGTTGTTTGACGGTATACTCGGCCTTTCATTTCAAACGATC
GACAATGTTTTCTTGCATGGGTTGTTTGACGGTATACTCGGCCTTTCATTTCAAACGATC

ER R

TCCGTTCCTGTCTGGTACAACATGGTTAATCAAGGGCTTGTTAAAGAACGGAGGTTTTCC
TCCGTTCCTGTCTGGTACAACATGGTTAATCAAGGGCTTGTTAAAGAACGGAGGTTTTCC

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR AR AR AR AR KA KA AR KKKk

TTTTGGTTGAATCGCAATGTTGATGAGGAAGAAGGTGGCGAACTCGTGTTTGGTGGGCTT
TTTTGGTTGAATCGCAATGTTGATGAGGAAGAAGGTGGCGAACTCGTGTTTGGTGGGCTT

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A AR A AR A AR AR AR K KKK

GACCCTAATCATTTTAGGGGTGACCACACTTATGTCCCTGTGACTTATCAGTACTATTGG
GACCCTAATCATTTTAGGGGTGACCACACTTATGTCCCTGTGACTTATCAGTACTATTGG

B R R R R R R R R R R R R R

CAGTTTGGAATCGGTGACGTTCTTATTGGAGATAAAAGTACCGGATTTTGCGCCCCTGGT
CAGTTTGGAATCGGTGACGTTCTTATTGGAGATAAAAGTACCGGATTTTGCGCCCCTGGT

R R R R R R R R R

TGTCAAGCATTTGCCGACTCTGGAACCTCTTTGTTGTCAGGTCCAACGGCTATTGTTACT
TGTCAAGCATTTGCCGACTCTGGAACCTCTTTGTTGTCAGGTCCAACGGCTATTGTTACT

B R R R R R R

CAAATCAATCATGCAATTGGCGCTAACGGGGTCATGAACCAGCAATGCAAGACAGTGGTT
CAAATCAATCATGCAATTGGCGCTAACGGGGTCATGAACCAGCAATGCAAGACAGTGGTT

R R R R R R R R R R

AGTCGTTATGGAAGGGATATAATTGAGATGCTCCGATCTAAGATACAACCTGATAAAATA
AGTCGTTATGGAAGGGATATAATTGAGATGCTCCGATCTAAGATACAACCTGATAAAATA

R R R R R R R

TGTTCGCACATGAAGTTATGCACTTTTGATGGTGCTCGCGATGTTAGTTCAATCATTGAG
TGTTCGCACATGAAGTTATGCACTTTTGATGGTGCTCGCGATGTTAGTTCAATCATTGAG

R R R R R R R I I

60
60

120
120

180
180

240
240

300
300

360
360

420
420

480
480

540
540

600
600

660
660

720
720

780
780

840
840

900
900

960
960

1020
1020

1080
1080
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cardosinaA
cardosinaA putative

cardosinaA
cardosinaA putative

cardosinaA
cardosinaA putative

cardosinaA
cardosinaA putative

cardosinaA
cardosinaA putative

cardosinaA
cardosinaA putative

cardosinaA
cardosinaA putative

cardosinaA
cardosinaA putative

AGCGTGGTTGACAAGAATAACGACAAGTCTTCTGGTGGCATACATGATGAGATGTGCACC
AGCGTGGTTGACAAGAATAACGACAAGTCTTCTGGTGGCATACATGATGAGATGTGCACC

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A KKK

TTCTGTGAGATGGCGGTCGTTTGGATGCAAAACGAAATCAAACAAAGCGAGACTGAAGAT
TTCTGTGAGATGGCGGTCGTTTGGATGCAAAACGAAATCAAACAAAGCGAGACTGAAGAT

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

AACATAATCAACTATGCCAACGAGTTGTGTGAACACTTATCCACTTCATCTGAAGAATTA
AACATAATCAACTATGCCAACGAGTTGTGTGAACACTTATCCACTTCATCTGAAGAATTA

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

CAAGTAGATTGCAACACTCTTTCCTCCATGCCCAATGTTTCCTTTACAATTGGTGGCAAA
CAAGTAGATTGCAACACTCTTTCCTCCATGCCCAATGTTTCCTTTACAATTGGTGGCAAA

R R R R R R R R R R R R R R R R R R R

AAATTTGGGCTCACCCCAGAGCAGTACATCTTGAAAGTCGGTAAGGGAGAAGCAACACAA
AAATTTGGGCTCACCCCAGAGCAGTACATCTTGAAAGTCGGTAAGGGAGAAGCAACACAA

R R R R R R R R R R R R R R

TGCATCAGTGGATTCACTGCGATGGATGCGACTCTTCTTGGACCTCTGTGGATCCTCGGA
TGCATCAGTGGATTCACTGCGATGGATGCGACTCTTCTTGGACCTCTGTGGATCCTCGGA

R R R R R R R R R R R R R R

GATGTTTTCATGCGTCCATATCACACAGTGTTTGATTATGGCAATTTACTAGTTGGATTT
GATGTTTTCATGCGTCCATATCACACAGTGTTTGATTATGGCAATTTACTAGTTGGATTT

R R R R R R R R R R R R R

GCAGRAGCAGCTEEHRBET 1519
GCAGRAGCAGCTTGA---- 1515

R S S

1140
1140

1200
1200

1260
1260

1320
1320

1380
1380

1440
1440

1500
1500

O fragmento de DNA de cardosina A inserido no vector pCR-Blunt foi sequenciado com
0s primers universais M13 uni (-21) e M13 rev (-29). A sequéncia de cardosina A obtida foi
analisada por alinhamento com a sequéncia de cardosina A esperada (cardosinA_putative), a
partir do coddo de iniciacao (duplo sublinhado). A sequéncia de cardosina A obtida apresenta um
local de restricdo para a enzima Apn | (a verde) no lugar do coddo de terminacéo (sublinhado),
tendo este sido inserido pelo primer reverse utilizado. O alinhamento foi realizado através do
programa on /ine ClustalW2 (http.//www.ebi.ac.uk/Tools/clustalwZ/index.htm)).
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Anexo 2: Analise da sequéncia de linker-mCherry amplificada por PCR e inserida

clonagem pCR-Blunt

LkCh
LkCh.

LkCh
LkCh.

LkCh
LkCh.

LkCh
LkCh.

LkCh
LkCh.

LkCh
LkCh.

LkCh
LkCh.

LkCh
LkCh.

LkCh
LkCh.

LkCh
LkCh.

LkCh
LkCh.

LkCh
LkCh.

LkCh
LkCh.

LkCh
LkCh.

Bch

Bch

Bch

Bch

Bch

Bch

Bch

Bch

Bch

Bch

Bch

Bch

Bch

Bch

no vector de

AGGAAABEABE T CCTGCAGCCCGGGGGATCCCGCCACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG
———————————— TCCTGCAGCCCGGGGGATCCCGCCACCATGGTGAGCARGGGCGAGGAG

ER R R Rk b ke

GATAACATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGGATAACATGGCCATCATCAAGGAGTTCATGCGC
GATAACATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGGATAACATGGCCATCATCAAGGAGTTCATGCGC

Sk kK kK ok k ko ok ok ok ke sk ok sk ok ok ok ks ke sk ok sk ok ok sk ke ok ok sk ok ok sk ok ok ok ok ok ok ok ok sk ok ok k ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

TTCAAGGTGCACATGGAGGGCTCCGTGAACGGCCACGAGTTCGAGATCGAGGGCGAGGGC
TTCAAGGTGCACATGGAGGGCTCCGTGAACGGCCACGAGTTCGAGATCGAGGGCGAGGGC

Sk ok K kK ok k ke kK ok ok ok sk ok ok ok ok ok ke sk ok sk ok sk ok ok sk ke sk ok ok ok ke sk ok ok ok ok ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

GAGGGCCGCCCCTACGAGGGCACCCAGACCGCCAAGCTGAAGGTGACCAAGGGTGGCCCC
GAGGGCCGCCCCTACGAGGGCACCCAGACCGCCAAGCTGAAGGTGACCAAGGGTGGCCCC

Sk kK kK ok k ko ok ok ok ks ke sk ok ok ok ke sk ke sk ok sk ok ok sk ke sk ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok ok ok sk ok ke ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

CTGCCCTTCGCCTGGGACATCCTGTCCCCTCAGTTCATGTACGGCTCCAAGGCCTACGTG
CTGCCCTTCGCCTGGGACATCCTGTCCCCTCAGTTCATGTACGGCTCCAAGGCCTACGTG

ok ok K kK ok k ks ok ok ok ke sk ok ok ok ok ok ke sk ok sk ok ke ok ke k ke sk ok ok ok ok sk ok ok ok ok k ok k ok ok ok ok k ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

AAGCACCCCGCCGACATCCCCGACTACTTGAAGCTGTCCTTCCCCGAGGGCTTCAAGTGG
AAGCACCCCGCCGACATCCCCGACTACTTGAAGCTGTCCTTCCCCGAGGGCTTCAAGTGG

Kk ok ok kK ks ke sk ok ok ok ke sk ok ok ok ok ok ke sk ok sk ok ok ok ok sk ok sk ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok k ok ke ok ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

GAGCGCGTGATGAACTTCGAGGACGGCGGCGTGGTGACCGTGACCCAGGACTCCTCCCTG
GAGCGCGTGATGAACTTCGAGGACGGCGGCGTGGTGACCGTGACCCAGGACTCCTCCCTG

ok ok K kK ks ke kK ok ok ok sk ok ok ok ok ok ke sk ok sk ok ok ok ke k ke sk ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

CAGGACGGCGAGTTCATCTACAAGGTGAAGCTGCGCGGCACCAACTTCCCCTCCGACGGC
CAGGACGGCGAGTTCATCTACAAGGTGAAGCTGCGCGGCACCAACTTCCCCTCCGACGGC

Sk ok Kk Kk k ko ok ok ok ke sk ok ok ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok k ke ok ok ok ok ok sk ok ok ok ok ok ok ok ok ke ok ok k ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok

CCCGTAATGCAGAAGAAGACCATGGGCTGGGAGGCCTCCTCCGAGCGGATGTACCCCGAG
CCCGTAATGCAGAAGAAGACCATGGGCTGGGAGGCCTCCTCCGAGCGGATGTACCCCGAG

E R R R R

GACGGCGCCCTGAAGGGCGAGATCAAGCAGAGGCTGAAGCTGAAGGACGGCGGCCACTAC
GACGGCGCCCTGAAGGGCGAGATCAAGCAGAGGCTGAAGCTGAAGGACGGCGGCCACTAC

AR R R R R SR SRR R R R R R R R R R R R R EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE RS RS E S

GACGCTGAGGTCAAGACCACCTACAAGGCCAAGAAGCCCGTGCAGCTGCCCGGCGCCTAC
GACGCTGAGGTCAAGACCACCTACAAGGCCAAGAAGCCCGTGCAGCTGCCCGGCGCCTAC

R R R R R SRR R R R R R R R R R EEEEEEEEEEEEEEEE R SRR EEEEEE R

AACGTCAACATCAAGTTGGACATCACCTCCCACAACGAGGACTACACCATCGTGGAACAG
AACGTCAACATCAAGTTGGACATCACCTCCCACAACGAGGACTACACCATCGTGGAACAG

KA A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A * K,k K

TACGAACGCGCCGAGGGCCGCCACTCCACCGGCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAAGGA
TACGAACGCGCCGAGGGCCGCCACTCCACCGGCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAAGGA

R R R R R R R R

TCCGAGCTCACCT 793
TCCGAGCTC---- 777

R

60
48

120
108

180
168

240
228

300
288

360
348

420
408

480
468

540
528

600
588

660
648

720
708

780
768

O fragmento de DNA de linker-mCherry inserido no vector pCR-Blunt foi sequenciado
com os primers universais M13 uni (-21) e M13 rev (-29). A sequéncia de linker-mCherry obtida
foi analisada por alinhamento com a sequéncia de linker-mCherry esperada (LkCh.Bch). A
sequéncia de linker-mCherry obtida ¢ iniciada por um local de restricdo para a enzima Apn | (a
verde), o qual ndo existe na sequéncia original, tendo este sido inserido pelo primer forward
utilizado. As sequéncias apresentam a sequéncia de terminacdo TAA indicada a sublinhado. O

alinhamento foi realizado através do programa on line Clustalw?2
(Http.//www.ebi.ac.uk/Tools/clustalwl/index.hitm)).
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Anexo 3: Analise da sequéncia da construcdo cardosina A::linker-mCherry apos sub-clonagem

das sequéncias cardosina A e linker-mCherry no vector binario de expressao pVKH18En6.

ALkCh ACAATTGGTGGCAAAAAATTTGGGCTCACCCCAGAGCAGTACATCTTGAAAGTCGGTAAG 60
AlkCh putative ACAATTGGTGGCAAAAAATTTGGGCTCACCCCAGAGCAGTACATCTTGAAAGTCGGTAAG 60
- R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R
ALkCh GGAGAAGCAACACAATGCATCAGTGGATTCACTGCGATGGATGCGACTCTTCTTGGACCT 120
AlkCh putative GGAGAAGCAACACAATGCATCAGTGGATTCACTGCGATGGATGCGACTCTTCTTGGACCT 120
- R R R R R R R R R R R R R R I R R R R
ALkCh CTGTGGATCCTCGGAGATGTTTTCATGCGTCCATATCACACAGTGTTTGATTATGGCAAT 180
AlkCh putative CTGTGGATCCTCGGAGATGTTTTCATGCGTCCATATCACACAGTGTTTGATTATGGCAAT 180
- R R R R R R R R R R R R R R R R
ALkCh TTACTAGTTGGATTTGCAGAAGCAGC TEEMABE TCCTGCAGCCCGGGGGATCCCGCCACC 240
AlkCh putative TTACTAGTTGGATTTGCAGAAGCAGCTEEHABE TCCTGCAGCCCGGGGGATCCCGCCACC 240
- R R R R R R R R R R R R R R R R R R R
ALkCh ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGGATAACATGGCCATCATCAAGGAGTTCATGCGCTTCAAG 300
AlkCh putative ATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGGATAACATGGCCATCATCAAGGAGTTCATGCGCTTCAAG 300
- LR R R R SR SR SRR RS R SRR R R R EEEEEEEEE SRR SRS EEEEEEEEEEEEE RS SRS S S
ALkCh GTGCACATGGAGGGCTCCGTGAACGGCCACGAGTTCGAGATCGAGGGCGAGGGCGAGGGC 360
AlkCh putative GTGCACATGGAGGGCTCCGTGAACGGCCACGAGTTCGAGATCGAGGGCGAGGGCGAGGGC 360
- LR R R R SR SR SRR RS R SRR R SRR EEEEEEEE SRR SRR EEEE SRR EEEEEE RS SRS EEE S
ALkCh CGCCCCTACGAGGGCACCCAGACCGCCAAGCTGAAGGTGACCAAGGGTGGCCCCCTGCCC 420
AlkCh putative CGCCCCTACGAGGGCACCCAGACCGCCAAGCTGAAGGTGACCAAGGGTGGCCCCCTGCCC 420
- AR R R R SRS E SR RS SR SRR R R R R SRR EEEEE SRR SRS EEEEEEEEEEEEE RS SRS E ST E
ALkCh TTCGCCTGGGACATCCTGTCCCCTCAGTTCATGTACGGCTCCAAGGCCTACGTGAAG 477
AlkCh putative TTCGCCTGGGACATCCTGTCCCCTCAGTTCATGTACGGCTCCAAGGCCTACGTGAAG 477

ER R RS SRR R R SRR R R R R R EEEEEEEEEEE SRR R R SRR RS SRR

O fragmento de DNA de cardosina A:linker-mCherry inserido no vector de expressao
PVKH18EnG foi sequenciado com os primers Card A 15 Fwd e Cherry_Rev (Bam HI e Sac ), os
quais permitiam a sequenciacdo da zona de ligacdo entre as duas sequéncias da construcdo. A
sequéncia de cardosina A::linker-mCherry obtida foi analisada por alinhamento com a sequéncia
de cardosina A:linker-mCherry que se esperaria obter (ALKCh_putative). A sequéncia
apresentava entre as duas sequéncias o local de restricdo para a enzima Aprn | (a verde), tendo
este sido inserido pelos primers utilizados na amplificacdo das sequéncias de cardosina A e
linker-mCherry. O alinhamento foi realizado através do programa on /ine ClustalW2
(htto.//www.ebi.ac.uk/Tools/clustalwZ/index.htm)).
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Anexo 4: Andlise da sequéncia aminoacidica da construcdo cardosina A::linker-mCherry

inserida no vector binario de expressdo pVKH18En6.

Traducao aminoacidica da zona de ligacdo entre as sequéncias de cardosina A e linker-
mCherry que foram amplificadas e sub-clonadas para a elaboracdo da construcdo cardosina
A::linker-mCherry inserida no vector binario de expressao pVKH18En6. A azul, estd destacada a
regiao aminoacidica terminal da proteina cardosina A, a cinzento, o /inker, e a vermelho, a regiao
aminoacidica inicial de mCherry.
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