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Expressao de cardosinas A e B em linhas transgénicas de Arabidopsis thaliana —

caracterizacao fenotipica e imunolocalizacao em flores

As cardosinas A e B sdo proteinases asparticas vegetais presentes em grande
abundancia nas flores de cardo. No entanto, apesar das suas semelhancas estruturais e
moleculares, estas proteinas tém padrdes de acumulacdo diferentes nas flores: a cardosina A ¢
vacuolar e esta presente nos vacuolos de armazenamento proteico das papilas estigmaticas,
enquanto a cardosina B é secretada e esta presente na matriz extracelular do tecido de
transmissao. Este facto contribuiu para o crescente interesse nestas proteinases ndo apenas no
que diz respeito as suas possiveis funcdes, mas também a nivel do estudo do transito
intracelular. Nesse sentido tém sido realizados muitos estudos de forma a elucidar as funcdes e
vias de transito seguidas por estas proteinas tanto no sistema nativo como em sistemas
heterdlogos como tabaco e Arabidopsis. Neste estudo pretendeu-se também avaliar os possiveis
efeitos da sobreexpressdo destas cardosinas utlizando a planta Arabidopsis thaliana como
sistema heterdlogo, a expressar de forma estavel as cardosinas sob o controlo do promotor 35S
Os dados da caracterizacdo fenotipica revelaram que as plantas transformadas ndo sdo
afectadas ao nivel da viabilidade ou fertilidade, no entanto, sofrem um atraso no
desenvolvimento em relacdo as plantas wild type. Foi também realizada imunolocalizacdo das
cardosinas A e B em flores fechadas e abertas de Arabidopsis expressando de forma estavel as
proteinas. Foi observada uma acumulacéo das cardosinas no citoplasma das células das flores,
embora em alguns casos tenha sido possivel observar-se cardosina A nos vacuolos das células
do tapete e graos de polen assim como cardosina B nos vacuolos das células do tapete, em
ambos os casos em flores fechadas e quando induzida a expressdo desde o inicio do
desenvolvimento. Para além das diferencas de localizacdo a nivel intracelular também se
verificaram diferencas no padrdo de acumulacdo de ambas as cardosinas a nivel tecidular,
sendo notdéria uma marcacao mais evidente da cardosina A nas células abaixo das papilas
estigmaticas no cortex do estigma e também na zona nucelar, enquanto nas plantas
transformadas com a construcao que codifica para a cardosina B na zona nucelar nao se
observou marcacao. Pela analise dos dados obtidos, pode-se constatar que a Arabidopsis € um
bom modelo para o estudo das cardosinas dado que é capaz de expressar correctamente estas
proteinas sem sofrer alteracbes fenotipicas relevantes que afectem a obttencéo da geracéo

seguinte.



Expression of cardosins A and B in trangenic lines of Arabidopsis thaliana —

phenotypic characterization and immunolocalization in flowers

Cardosins A and B are plant aspartic proteinases present in high amount in cardoon
flowers. However, apart their structural and molecular similarities, these proteins have different
accumulation patterns in the flower tissues: cardosin A is a vacuolar protein present in the
protein storage vacuoles of stigmatic papillae, while cardosin B is secreted to the extracellular
matrix of the transmitting tissue. These facts contributed for the growing interest on these
proteinases not only regarding their functions but also in what concerns the study of their
intracellular trafficking pathways. Therefore, several studies have been performed to elucidate
their physiological roles and trafficking pathways both in the native system and in heterologous
systems as tobacco and Arabidopsis. One of the main goals of the present study was to evaluate
the possible effects of cardosins over expression using Arabidopsis thaliana as heterologous
system, stably expressing cardosins under the control of 35S promoter. The data retrieved from
the phenotypic characterizations revealed that the transgenic plants are not affected in terms of
viability or fertility, however they suffer a delay in the development when comparing to wild type
plants. Immunolocalization studies were also performed to localize cardosins A and B in closed
and opened flowers of Arabidopsis plants stably expressing these proteins. Cardosins were found
to accumulate in the cytoplasm of the cells, though in some cases cardosin A has been observed
in the vacuoles of tapetum cells and in pollen grains, as well as cardosin B in the vacuoles of
tapetum cells, in both cases in closed flowers when expression was induced from the beginning
of development. Besides the differences observed in terms of intracellular localization, the tissue
distribution of both cardosins was also different being notorious the labelling of cardosin A in the
cells below stigmatic papillae, in the stigma cortex and also in the nucelar region of the ovule,
while in the plants expressing cardosin, the labeling was not observed in the nucelar region.
Comparing the overall results with previous data we can suggest that Arabidopsis is a good
model for the study of cardosins given the fact that it can correctly express both cardosins
without undergoing relevant phenotypic modifications that affect the viability of forthcoming

generations.
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Lista de Abreviaturas:

Anti-A — Anticorpo anti-cardosina A

Anti-B — Anticorpo anti-cardosina B

APs — Proteases Asparticas (do inglés: Aspartic Profeases)

Asp — Acido aspartico/Aspartato (Abreviatura do aminoacido)
BSA — Albumina Sérica Bovina (do inglés: Bovine Seric Albumin)
CDR1 - (do inglés: constitutive disease resistance 1)

CLSM - Microscopio Confocal de Varrimento a Laser (do inglés: Confocal Laser Scanning
Microscopy)
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DMF - Dimetilformamida

DMSO - (do inglés: dimethyl sulfoxide)
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PEG - Polietilenoglicol (do inglés: polyethylene glycol
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PSI — (do ingés: Plant-Specific Insert)

RNA - Acido ribonucleico (do inglés: ribonucleic acia)

SAPLIP - (do inglés: saposin-like protein)

Ser — Serina (Abreviatura do aminoacido)

TBS - (do inglés: tris buffer saline)

Thr — Treonina (Abreviatura do aminoacido)

X-Gluc - 5-bromo-4-cloro-3-indolil3-D-glucuronido



1. Introducao



1.1. Proteinases asparticas

As proteases pertencem a uma classe heterogénea de enzimas presentes em todo o tipo
de organismos e que estdo envolvidas em varios mecanismos fisiologicos. Existem dois grupos
enzimaticos de proteases: exopeptidases e endopeptidases. As exopeptidases actuam nas
regibes amino (N-) e carboxi (C-) terminais da proteina removendo aminoacidos
sequencialmente, e as endopeptidases (também conhecidas por proteinases) actuam nas
regides internas das cadeias polipeptidicas (Simpson, 2007; Van der Hoorn, 2008). As
proteinases ou endopeptidases podem ainda ser agrupadas segundo o seu mecanismo catalitico
em proteinases asparticas, cisteinicas, serinicas e metaloproteases (Van der Hoorn, 2008).

As proteinases asparticas (APs, EC 3.4.23) sdo endopeptidases que se encontram numa
grande variedade de seres vivos, como por exemplo bactérias, protozoarios, fungos, animais,
plantas e também em virus (Dunn, 2002). As APs tém sido alvo de grande interesse por parte da
comunidade cientifica, ndo s6 pela sua ampla distribuicdo, mas também por estarem envolvidas
em varios processos biologicos, como a regulacdo da pressao arterial e a digestdo. Estao
também envolvidas em varias patologias de incidéncia mundial como é o caso da hipertensao,
malaria, doenca amildide, candidiase, SIDA e cancro (Cooper, 2002).

Devido a importancia e a descoberta de cada vez mais APs e outras peptidases, foi
criada uma base de dados que compilasse toda a informacéo disponivel sobre estas enzimas - a
MEROPS (Rawlings, 2008). Nesta base de dados, as peptidases estdo agrupadas em 14
familias, com base na sua sequéncia aminoacidica, que por sua vez estdo englobadas em 6
clas, baseados na relacao evolutiva e estrutura terciaria (Rawlings, 2008; Simdes e Faro, 2004).

As APs sdo muito semelhantes entre espécies. Quanto a estrutura terciaria, esta ¢
idéntica entre as APs, sendo estas bilobadas, ou seja, formadas por dois lobos ou dominios,
entre 0s quais se encontra o centro catalitico das enzimas. Este centro catalitico é formado por
dois residuos de aspartato, geralmente com caracteristicas hidrofébicas (Davies, 1990; Van der
Hoorn, 2008).

As APs sao sintetizadas como zimoggénios, isto &, como formas precursoras das enzimas,
sendo necessario ocorrer a clivagem dum fragmento de activacao para activar a enzima. A
conversao dos zimogénios em enzimas activas pode ocorrer com o auxilio de outras moléculas,

ou entdo, através do autoprocessamento catalitico (Khan et a/, 1999).



Embora exista muita informacao sobre as proteinases ainda muito ha por descobrir
sobre as mesmas, nomeadamente no que diz respeito as suas funcdes biologicas. De acordo
com Van der Hoorn (2008) nao se conhcem substractos relevantes para a maioria das
proteases, e algumas catalizam reaccdes nao proteoliticas. As proteinases parecem, no entanto,
ter um papel importante nas plantas ja que mutacées nestes genes sdo, muitas vezes, letais. E
por isso necessario, a realizacao de estudos a nivel da localizacao, tipo de substratos e regulacao

da actividade das proteinases (Van der Hoorn, 2008).

1.1.1. Proteinases asparticas de plantas

As APs vegetais foram ja identificadas em diversas espécies vegetais, quer em
gimnospérmicas, como no género Pinus, quer em dicotiledéneas, como no cardo (Cynara
caradunculus), Arabidopsis thaliana, pepino, planta do cacau, planta do tabaco, girassol ou
mesmo em plantas carnivoras como a Nepenthies, quer em monocotiledoneas, como a cevada
(Hordeum vulgare), o milho (Zea mays), o arroz ou o trigo (Simdes e Faro, 2004). Embora
grande parte das APs tenha sido isolada de sementes e flores, p. ex. Brassica napus (planta do
nabo), Arabidopsis, Cynara cardunculus (cardo), também ja foram encontradas APs em outros
orgdos/partes de plantas, como em folhas, p. ex. Lycopersicum esculentumn (tomateiro),
Nicotiana tabacum (tabaco) (Pissarra et a/, 2007), grdos de pdlen p. ex. Zea mays (milho) e
raizes, p. ex. cevada (Mutlu e Gal, 1999; Simdes e Faro, 2004).

As APs vegetais pertencem aos clas AA e AD. Dentro do cla AA, as APs estao distribuidas
pelas familias Al, A3, All e Al2, e também pela familia A22 do cla AD. Tal como as outras
APs, as APs vegetais da familia Al sao activas a pH acido, sdo inibidas pela pepstatina, possuem
estrutura terciaria semelhante e dois residuos de acido aspartico, responsaveis pela actividade
catalitica (Simdées e Faro, 2004). No entanto, as APs vegetais apresentam algumas
caracteristicas que as tornam Uunicas: a similaridade nas suas sequéncias aminoacidicas e
dominios (N-) e (C-) terminal, o local onde se encontra o residuo catalitico de aspartato (Simdes e
Faro, 2004) e, na forma madura sdo enzimas de dupla cadeia (Vieira 2001, Ramalho-Santos
1997).

As APs vegetais partilham uma grande similaridade nas sequéncias aminoacidicas, nos
seus dominios (N-) e (C-) terminal (cerca de 60%) e possuem o residuo catalitico de aspartato

(Asp) nos motivos Asp-Thr-Gly (DTG) e Asp-Ser-Gly (DSG) presentes em cada um dos dois lobos



da enzima (Mutlu e Gal, 1999). No entanto, existe uma excepcdo na familia Al, a chlapsina,
uma AP extraida da alga unicelular Clamydomonas reinhardtii que possui em ambos os lobos as
sequéncias cataliticas DTG (Simdes e Faro, 2004).

Sendo sintetizados como zimogénios ou preproenzimas, as formas precursoras das APs
vegetais possuem uma sequéncia N-terminal hidrofébica, seguida de um pro-segmento com
cerca de 40 aminoacidos, e de um dominio N-terminal e um dominio C-terminal, separados por
uma insercao com cerca de 100 aminoacidos denominada por PSI (Plant-Specific Inserl) (Figura
1.1). Tal como nas restantes APs, o processamento proteolitico inicia-se com a remocéo da

sequéncia sinal no lumen do reticulo endoplasmatico (Simdes e Faro, 2004).

Cardosin A pre | pro 31 kDa PSI 15 kDa
Cardosin B pre | pro 34 kDa PS| 14 kDa
E &
Cyprosin pre | pro 34 kDa PSI 14 kDa
Phytepsin Pre s 29 kDa PsSI 11 kDa

Figura 1.1 — Representacao esquematica de zimogéneos de algumas proteinases asparticas.
Nesta figura podemos observar o péptido sinal (pre), o prosegmento (pro); o Plant Specific Insert (PS) a separar as

duas cadeias da forma madura destas proteinas, e ainda o local de N-glicosilacéo (£). (Adaptado de Pissarra ef ta/,

2007)

Enquanto o prosegmento esta presente em todas APs e estda relacionado com a
inactivacdo, correcto enrolamento, estabilidade e direccionamento do zimogéneo, o PSI é uma
insercdo apenas identificada em algumas APs de plantas e que ndo apresenta qualquer
similaridade com APs de origem microbiana ou animal. No entanto, o PSI| apresenta uma
homologia elevada com as saposinas (proteinas encontradas em mamiferos), sendo por isso,
considerado uma saposin-like protein (SAPLIP) (Simoes e Faro, 2004).

O PSI contém seis residuos de cisteina, varios residuos hidrofobicos e um local de
glicosilacao conservado entre os membros da familia das SAPLIPs. No entanto, o PSI possui
uma caracteristica unica, uma troca nos dominios N- e C-terminal em relacdo as saposinas,
designando-se, por essa razao, “swaposina” (Simoes e Faro, 2004). Foram ja propostas diversas

funcbes para o PSI. Egas e colaboradores (2000) demonstraram que o PSI| da cardosina A



funciona como indutor da libertacdo do contetdo vesicular promovendo a destabilizacao das
membranas lipidicas. Foi ainda sugerido um papel dos precursores das APs em mecanismos de
defesa contra patogéneos ou fendmenos de morte celular programada. O PSI foi também
implicado no transito intracelular, sendo proposto um possivel papel no enderecamento das
formas precursoras das APs vegetais para o vacuolo (Tormakangas et a/, 2001; Teurachi et al,
2005). Foi realizado um estudo em que se removeu o PSI da fitepsina (uma AP de cevada)
passando esta AP a ser secretada em protoplastos de tabaco, sendo proposto que o PSI
funciona como sinal de enderecamento vacuolar neste sistema (Tormakangas ef a/, 2001). Esse
mesmo estudo revelou que a deleccdo do PSI altera a via de saida do reticulo endoplasmatico
(ER), levantando a hipotese do PSI conter ou funcionar como sinal de exportacdo do ER.
Teurachi e colaboradores (2005) removeram a regiao do PSI a duas APs de soja (em que uma
se acumula nos vacuolos de armazenamento proteico e outra nos vacuolos liticos) e constataram
que apenas foi alterado o trajecto intracelular da AP que se acumula nos vacuolos liticos,
levando os autores a propor que o papel de determinante vacuolar atribuido ao PSI dependeria
do tipo de vacuolo em que a AP se acumula. Estudos mais recentes, revelaram que o PSI da
cardosina A isolado e fundido com a proteina fluorescente m-Cherry direcciona a construcao
correctamente para o vacuolo em células da epiderme foliar de tabaco, reforcando mais uma vez
que o PSI estd implicado no direccionamento vacuolar (Pereira et a/, em submissdo).

Com base na homologia com a sequéncia de APs conhecidas de cardo, cevada e tabaco,
foram obtidas, /n silico, 51 sequéncias de genes de Arabidopsis. Estas sequéncias foram
artificialmente agrupadas em trés categorias baseando-se no seu dominio organizacional putativo
e motivo do centro activo: nucellin-like, atipicas e tipicas, sendo que estas ultimas contém
(geralmente) o dominio PSI na molécula precursora da proteina (Faro e Gal, 2005; Simdes e
Faro, 2004). Estas premissas baseiam-se em dados obtidos /7 silico e ndo existem ainda dados
laboratoriais suficientes que suportem esta classificacdo. Pelo que, relativemente as proteinases
tipicas, Faro e Gal (2005) identificaram 5 membros pertencentes a este grupo de proteinases
em Arabidospsis (grupos Al e A2), dos quais 3 genes codificam proteinases asparticas contendo
o dominio PSI (saposin-ike) (Atlgl1910, At1g62290, e At4g04460), embora apenas para
primeira tenha sido descrito o isolamento de um cDNA, as restantes foram inferidas pela
semelhanca com proteinases asparticas animais (Faro e Gal, 2005).

S&o apenas conhecidas as funcdes bioldgicas de duas proteases asparticas “pepsin-like”

de plantas, da familia A1, cld AA, a CDR1 e a PCS1 (Van der Hoorn, 2008). A CDR1 (Constitutive



Disease Resistance 1) actua na resisténcia as doencas e é uma enzima apoplastica atipica,
enquanto a PCS1 (Promotion of Cell Survival) inibe a morte cellular durante a gametogénese e
embriogénese (Van der Hoorn, 2008). O gene é expresso especificamente em gametdfitos e
sementes em desenvolvimento e quando expresso ectopicamente o PCSI bloqueia a morte
celular programada na antera inibindo a libertacdo de poélen (Ge et a/, 2005).

De forma a conhecer-se mais sobre as APs, tém sido desenvolvidos estudos de
localizacdo intracelular, para além da sua localizacdo a nivel tecidular, tendo as APs, sido
localizadas em corpos proteicos e posteriormente em vacuolos liticos de sementes de cevada
(Martilla et a/, 1995). Existem, no entanto, estudos que revelam que as APs se acumulam
principalmente em vacuolos de armazenamento proteico (Simdes e Faro, 2004), como é o caso
da cardosina A, que se acumula nos vacuolos de armazenamento proteico nas papilas
estigmaticas das flores de cardo (Ramalho-Santos ef a/, 1997). Apesar da maioria das APs ser
vacuolar, ha excepcdes como a cardosina B, que foi encontrada na matriz extracelular do tecido
de transmissao das flores de cardo (Vieira ef a/, 2001).

Tém sido realizados varios estudos de forma a elucidar os papéis fisioldgicos das APs
vegetais, ja que estes ainda nao se encontram bem caracterizados. Deste modo, Ramalho-
Santos e colaboradores (1997) colocaram a hipotese da cardosina A (uma AP vegetal) estar
implicada em funcdes como a senescéncia ou, morte celular programada. Colocou-se ainda, a
hipotese da cardosina A estar envolvida na reproducao através da interaccéo polen-pistilo
(Ramalho-Santos et a/, 1997; Pimentel ef a/, 2007). Chen e Foolad (1997) propuseram que a
nucelina poderia ter, também, um papel na morte celular programada das células nucelares da
cevada. Para além destas possiveis funcdes, Simdes e Faro (2004) vieram propor que as APs
vegetais poderiam ter um papel na resposta ao stress e processamento e/ou degradacao de

proteinas.

1.1.1.1. Cardosinas

As cardosinas sao APs vegetais inicialmente isoladas das flores do cardo e existem em
grandes quantidades nas flores chegando a atingir 60% do teor proteico total presente nos
estigmas maduros desta planta (Vieira ef a/, 2001). Para além destas APs, o cardo contém ainda

outra familia de APs designadas ciprosinas (Ramalho-Santos ef a/, 1997).



As cardosinas tém vindo a ser extensivamente estudadas, sendo as cardosinas A e B as
mais bem caracterizadas (Ramalho-Santos ef a/, 1997;Verissimo et a/, 1996; Vieira et a/, 2001).
Ambas apresentam as caracteristicas comuns as restantes APs, possuindo o PSI tal como
algumas APs vegetais (Pissarra et a/, 2007).

Estas APs sdo sintetizadas a partir de uma enzima precursora, com sinal de
enderecamento para o reticulo endoplasmatico, prosegmento N-terminal, seguido das duas
unidades N- e C-terminal, separadas pelo PSI (Pissarra et a/, 2007).

Foram entretanto identificadas as cardosinas C, D (Pimentel et a/ 2007), E, F, Ge H
(Sarmento et a/, 2009) para além das ja conhecidas A e B. As cardosinas C e D também s&o
designadas por cardosinas A-ike por possuirem uma homologia de cerca de 90% com a
cardosina A (Pimentel ef a/, 2007). Estas proteinas tornam-se por isso, dificeis de distinguir a
nivel de estudos de expressao e sinalizacao.

As cardosinas A e B possuem a estrutura primaria tipica das APs vegetais (Figura 1.1).
Embora ambas possuam locais de N-glicosilacdo, a cardosina A possui também um motivo RGD
no final da cadeia maior (N- terminal). Este motivo € um dominio de ligacdo a integrinas, do qual
se pensa ter detectado um suposto receptor no pdlen, sendo este motivo homdlogo ao SLR1 da
Arabidopsis (Pimentel ef a/ 2007). Dado que a cardosina A se acumula em abundancia nas
papilas estigmaticas do cardo e possui 0 motivo RGD, foi sugerido um possivel envolvimento da
cardosina A nas interaccdes polen-pistilo (Pimentel et a/, 2007; Pissarra et a/, 2007). Simdes e
colaboradores (2005) identificaram a fosfolipase Do (PLDa), presente no polen, como sendo
uma proteina de ligacao a cardosina A através do dominio C2 presente na PLDa. Este dominio
reconhece os motivos RGD e KGE da cardosina A, interagindo com os mesmos. Os autores
sugeriram que estes dados apontam para uma accao, do complexo de ligacao entre a cardosina
A e a PLDa, em processos degenerativos como os envolvidos na resposta ao stresse,
senescéncia e interaccoes polen-pistilo.

Ramalho Santos e colaboradores propuseram, em 1998, um modelo para o
processamento proteolitico da cardosina A. O modelo propunha que o processamento acontece
de forma sequencial, em que o primeiro local de clivagem a ser processado é entre a cadeia
maior (31 kDa) e o PSI, dando origem a duas formas intermédias, uma correspondente a cadeia
maior com pro-segmento, e outra a cadeia menor (15 kDa) com o PSIl. De seguida ocorre
clivagem entre o PSI e a cadeia menor, e a remocdo do pro-segmento completa o

processamento da proteina (Figura 1.2).
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Figura 1.2 — Modelo proposto para o processamento proteolitico da procardosina A.
Os locais de clivagem entre o prosegmento (Pro) e o fragmento de 31 kDa, entre o fragmento de 31 kDa e o PSI, e

entre o PSI e o fragmento de 15 kDa estao indicados pelas setas (Adaptado de Ramalho-Santos, 1997)

Embora ainda nao tenha sido possivel a elucidacao do processamento proteolitico da
cardosina B, pensa-se que a mesma sera sintetizada e sofrera um processamento proteolitico de
forma analoga ao da cardosina A. No entanto, admite-se um processamento mais rapido do que
o da cardosina A, ja que em estudos de expressdo realizados em Arabidopsis thaliana (sistema
heterologo), foi detectada maioritariamente a forma processada da cardosina B e em menores
quantidades a forma precursora da mesma, levando a crer que, neste sistema, o processamento
da cardosina B seria mais rapido (Soares da Costa ef a/, 2010).

Através da analise da localizacdo celular e tecidular das cardosinas, tém ja sido
apontados varios papéis fisiologicos possiveis para estas proteinas. Foi apontado o envolvimento
das cardosinas na reproducao sexual quer a nivel da remodelacdo do tecido de transmissao quer
a nivel da interaccao poélen-pistilo. Pensa-se também que as cardosinas podem ter um papel na
morte celular programada e defesa contra patogéneos (Ramalho-Santos ef @/, 1997; Figueiredo
et a/, 2006). Duarte e colaboradores (2006), devido a localizacdo da cardosina B no tecido de

transmissao, propuseram um possivel papel na sinalizacao e alongamento do tubo polinico.



1.2. Modelos de estudo

1.2.1. Cardo

Cynara cardunculus, comummente conhecida por cardo, € uma planta de elevado valor
economico devido a sua utilizacdo na industria alimentar, pois as suas flores sdo utilizadas em
Portugal na manufactura do queijo, devido a sua capacidade de coalhar o leite (Verissimo et a/,
1995). Esta planta vive de 6 a 8 anos e floresce de Maio a Agosto, pertence a classe das
Angiospérmicas, ordem das Dicotiledoneas, familia das Asteraceae (Sampaio, 1988).

O cardo ¢ uma planta bianual e cresce livremente nas zonas do Mediterraneo,
nomeadamente no Centro e Sul de Portugal Continental, Madeira e Ilhas Canarias (Figura 1.3A).
S&o plantas herbaceas perenes com estames erectos e folhas espinhosas encaixadas na base de
cada segmento (Pissarra et a/, 2007). As flores de cardo sdo hermafroditas e ocorrem em
inflorescéncias que estdo organizadas em capitulos compactos (Figura 1.3B). Em cada flor é
possivel observar-se dois carpelos unidos no estigma (Duarte ef a/, 2006). Cada ovario possui
apenas um ovulo e este € anatropo e crassinucelado, sendo composto pelos tegumentos externo

e interno a circundar o nucelo (Figueiredo et a/, 2006).

Figura 1.3 — Cynara cardunculus

A - Planta no seu habitat natural; B — Pormenor da inflorescéncia (Adaptado Pissarra et a/, 2007)



1.2.1.1. Expressao e localizacao das cardosinas A e B

Foram ja realizados varios estudos referentes a expressao e localizacdo das cardosinas A
e B em cardo. No que respeita a flor de cardo, os primeiros estudos revelaram que a cardosina A
se encontra presente em abundancia nesse o¢rgdo, tendo sido localizada nos vacuolos de
armazenamento proteico das papilas estigmaticas e também, embora com menor densidade,
nas células da epiderme do estilete (Ramalho-Santos ef a/, 1997). A cardosina B, por seu lado,
foi detectada na matriz extracelular do tecido de transmissdo do estigma (Vieira ef a/, 2001).
Duarte e colaboradores (2006) confirmaram estes dados, detectando a cardosina A ao longo do
desenvolvimento floral, principalmente no estigma, mas também na epiderme do estilete. Em
contraste, ndo foi detectada cardosina B nas camadas mais superiores do estigma, estando esta
proteina confinada a zona do tecido de transmissdo. Foi também detectada a presenca de
cardosina B no 6vulo, em simultaneo com a degeneracao do nucelo, antes da polinizacao. Apos
este fenomeno, a expressao da cardosina B passou a ser restrita a camada exterior das células
nucelares (Figueiredo et a/, 2006). A cardosina B foi ainda detectada por imunolocalizacdo nas
pétalas, remanescentes do tapete e no interior dos grdos de polen (Soares da Costa, 2009).
Ainda no que respeita a cardosina B, foram detectados transcritos desta proteina no estigma no
inicio do desenvolvimento floral, comecando a decrescer ao longo do mesmo. No estilete, foram
também detectados transcritos no inicio do desenvolvimento floral, mas, neste caso,
aumentavam ao longo do mesmo (Vieira ef a/, 2001; Soares da Costa, 2009). A cardosina B foi
detectada na sua forma precursora no estigma até a abertura da inflorescéncia; no estigma e
estilete, esta proteina foi detectada na sua forma processada em todos os estadios de
desenvolvimento floral (Soares da Costa, 2009).

No que se refere & cardosina A, a deteccdo de transcritos desta proteina no estigma e
estilete, revelou-se estavel ao longo do desenvolvimento. Na inflorescéncia senescente, os niveis
de transcritos vao diminuindo nos orgaos referidos. No ovario, os niveis de transcritos de
cardosina A sdao também constantes, embora com menor expressao que no estilete e estigma.
Quanto a expressado da cardosina A, a forma precursora da proteina é detectada ao longo do
desenvolvimento floral, incluindo no ovario, diminuindo com a senescéncia da inflorescéncia
(dados nao publicados).

Estudos de expressao e localizacao realizados na semente de cardo da cardosina A

sugerem o seu envolvimento no desenvolvimento pos-embrionario (Pereira et a/ 2008). No
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mesmo trabalho, a cardosina A foi detectada nos corpos proteicos e também, na forma
precursora, na parede celular das células embrionarias, diferindo da sua distribuicao nas flores,
0 que levou os autores a sugerir que 0 processamento e transporte intracelular desta proteina
sejam dependentes do tecido em que é expressa. A localizacdo observada neste trabalho,
sugeriu um possivel envolvimento da cardosina A na desestabilizacdo da membrana lipidica (via
PSI) durante as trocas de solutos e agua, durante a germinacdo da semente. Foi também
apresentada a hipdtese da cardosina A estar envolvida na conversdo e /ou degradacdo das
proteinas de armazenamento (Pereira et a/, 2008). Estudos da cardosina B em sementes
demonstraram que, tal como nas flores, a expressao desta proteina esta localizada em tecidos e
0rgaos que se encontram sob alteracdes metabolicas e morfoldgicas intensas. Estes resultados,
juntamente com os obtidos anteriormente, reforcam a ideia de uma especializacao das vias de
transito de acordo com as necessidades das células (Oliveira, 2009). As vias de transito seguidas
pela cardosina B em sementes mostraram que a proteina segue directamente do reticulo
endoplasmatico para os corpos proteicos (Oliveira, 2009).

Devido as dificuldades impostas pela planta nativa, nomeadamente o seu longo ciclo de
vida e tamanho, recorreu-se ao estabelecimento de culturas de tecido caloso, de cardo de modo
a facilitar o estudo das cardosinas neste sistema. Apos caracterizacdo desse tecido, no que diz
respeito a acumulacao de cardosinas A e B, verificou-se a existéncia de transcritos referentes a
ambas cardosinas, estas seriam produzidas de novo neste sistema (Oliveira et a/, 2009). Em
relacdo a expressao das cardosinas no tecido caloso, foram detectadas as formas precursoras
das cardosinas A e B, no entanto, apenas a forma madura da cardosina A foi detectada,
sugerindo diferentes formas de processamento para as diferentes proteinas neste sistema. As
cardosinas A e B foram localizadas no reticulo endoplasmatico, levando os autores a propor que
estas proteinas ficariam retidas no reticulo endoplasmatico devido a remocédo antecipada do
prosegmento (Oliveira et a/, 2009). Os autores sugerem a existéncia de uma expressao basal das

cardosinas cuja expressao € despoletada quando o metabolismo celular aumenta.

1.2.2. Arabidopsis thaliana

A Arabidopsis thaliana ¢ uma planta pertencente a classe das Angiospérmicas, ordem

das Dicotileddnias, familia das Brassicaceae (ou Cruciferae), estando distribuida a nivel mundial
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desde a Europa, Asia e América do Norte. Existem dois ecatipos que podem ser colhidos das
populacdes naturais e que sdo aceites para estudos experimentais: Columbia e Landsberg.

A Arabidopsis constitui um bom modelo de estudo pois é uma planta de pequeno porte e
ciclo de vida curto, sendo capaz de produzir descendéncia numerosa e é facilmente manipulavel
em laboratério (Figura 1.4A). E uma planta bem caracterizada fenotipicamente, possui um
genoma pequeno e é facilmente manipulada geneticamente (Meike, 1998). Para além destas
caracteristicas, a Arabidopsis esta proxima filogeneticamente de outras plantas Dicotileddneas e
¢ aceite como planta modelo devido ao conhecimento na genomica e aos recursos que estao
disponiveis para o seu estudo (Somerville e Koornneef, 2002). As flores ocorrem em
inflorescéncias e embora sejam pequenas (2mm) (Meike, 1998) sdo estruturas simples e
relativamente faceis de observar (Berger et a/, 2008). A flor de Arabidopsis é constituida por
quatro sépalas, quatro pétalas, seis estames e dois carpelos (Goto, 1996) (Figura 1.4B). O
desenvolvimento inicial da flor foi ja descrito em 12 estadios diferentes por Smyth e

colaboradores (1990) tendo em conta o tamanho das sépalas, pétalas, estames e gineceu.

gréaos de pélen

pétalaA \

sépala

Figura 1.4 — Arabidopsis thaliana
A - Planta completa; B — Esquema da flor (Adaptado de Drews e Yadegari, 2002)

1.2.2.1. Expressao heterdloga de cardosinas A e B

Devido as dificuldades inerentes ao estudo das cardosinas no seu sistema nativo

levaram os investigadores a procurar alternativas utilizando outras plantas como Nicotiana

tabacum e a Arabidopsis thaliana como sistemas heterdlogos. Estes sistemas tém-se mostrado
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eficazes uma vez que tém sido obtidos resultados que podem ser elucidativos no estudo destas
proteinases (Duarte ef a/, 2008; Soares da Costa, 2009).

Duarte e colaboradores (2008) utilizaram plantas de Arabidopsis para avaliar a
expressao de cardosina A detectaram a proteina na sua forma madura (31 kDa) e intermediaria
(35 kDa) no vacuolo, concluindo que a cardosina A era correctamente direccionada para o
vaclolo neste sistema. As plantulas de Arabidopsis foram utilizadas ainda noutro estudo, para
testar a expressado da cardosina B, de forma a seleccionar linhas com expressao estavel. Nestas
plantulas, a cardosina B foi detectada na sua forma processada, apesar da forma precursora da
proteina ter sido também detectada, embora em quantidades muito pequenas (Soares da Costa,
2009). Nestas plantulas de Arabidopsis, a cardosina B era detectada nos vactolos e no
apoplasto (Soares da Costa, 2009).

Num estudo realizado, utilizando sementes transgénicas de Arabidopsis transformadas
com o sistema indutivel, foi observada a cardosina B no citoplasma, 24h apés a inducdo da sua
expressao e esta marcacao manteve-se ao longo do desenvolvimento embrionario. Neste mesmo
trabalho pode-se ainda visualizar a acumulacdo da cardosina B na parede celular, sendo
indicativo que a proteina foi reconhecida no sistema heterologo (Oliveira, 2009).

Estes dados permitiram validar o sistema Arabidopsis como fiavel para o estudo das

cardosinas.

1.3. O sistema indutivel

O sistema de expressdo estavel indutivel LhGR (Craft ef a/, 2005) foi desenvolvido a
partir do sistema LhG4, descrito por Moore e colaboradores (1998). Este sistema baseia-se no
cruzamento de plantas repdrter com plantas activadoras. As plantas reporter, sao plantas de
linhas transgénicas que possuem o gene de interesse clonado a jusante de um promotor minimo
(pOp) composto apenas por uma TATA-box por locais de ligacdo (operadores /ac) para um factor
activador de transcricdo especifico (LhG4, ausente nestas plantas). As plantas activadoras sao
plantas de linhas transgénicas que expressam o factor activador de transcricdo quimérico LhG4,
que reconhece especificamente os locais de ligacdo do promotor da construcao reporter. O

transgene de interesse pode entao ser estudado nos descendentes dos cruzamentos entre as
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linhas de plantas activadoras e plantas reporter, pois € nestas que o transgene é expresso devido

a presenca do factor activador de transcricao quimérico (Figura 1.5) (Moore et a/, 1998).

nas plantas activaderas

W
/

Construcio activadora LhG4

=PI Y — -
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Promotor pOp | - .
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Figura 1.5 — Representacao esquematica do sistema de activacdo LhG4. A expressdo do transgene
ocorre na descendéncia resultante do cruzamento entre plantas activadoras e plantas reporter (Adaptado de Moore

et al, 1998).

O sistema LhGR surgiu a partir do sistema LhG4 mas tem a vantagem de nao necessitar
do cruzamento entre as plantas activadoras e as plantas repdrter para que ocorra transcricao do
transgene de interesse. O construcdo activador LhGR, tal como o LhG4, codifica um factor de
activacao de transcricao quimérico, mas ao qual foi adicionada uma sequéncia correspondente a
um dominio de ligacdo para um glucocorticoide. No sistema LhGR partimos de linhas de plantas
activadoras, que possuem integrado no seu genoma a construcao activador LhGR, e que sao
depois transformadas com um construcao repérter que inclui, no mesmo T-DNA, o gene reporter
e o transgene de interesse (Craft ef a/, 2005).

Nas plantas activadoras, antes ou depois da transformacao com a construcao reporter,
numa situacdo em que nao se encontre presente o glucocorticéide indutor dexametasona (Dex),
o factor activador de transcricdo quimérico resultante da expressao da construcado activador
forma um complexo inactivo com uma chaperonina expressa constitutivamente, a Heat shock
protein 90 (Hsp90). A dexametasona, visto nao existir naturalmente nas plantas, é aplicada de
forma exdgena e tem a capacidade de competir eficazmente com a Hsp90 na associacdo ao

factor de activador da transcricao quimérico (Craft et a/, 2005).
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Desta forma, o complexo glucocorticoide:activador de transcricdo assume uma forma
activa, ligando-se a construcao repérter pelo dominio de ligacao do DNA e permitindo o inicio da
transcricdo. A construcdo reporter permite a transcricao em duas direccoes: para um lado o
transgene de interesse inserido no Multiple Cloning Site (MCS), para o outro, o gene reporter
(GUS) e o marcador de resisténcia a higromicina, que vai servir para a seleccdo dos

transformantes estaveis (Figura 1.6).
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Figura 1.6 - Representacao esquematica do sistema de activacio de transcricio LhGR,
quimicamente indutivel. A construcao activadora esta incorporada no genoma das plantas pertencentes as linhas
activadoras. A construcéo repérter pode ser clonada com o cDNA de interesse, e posteriormente ser clonado num
vector e utilizado para gerar plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana. Neste caso, a activacdo do transgene esta

dependente da aplicacao exdgena do glucocorticoide dexametasona (Dex) (Adaptado de Moore et a/, 1998).

Foram ja obtidas, testadas e utilizadas plantas transformadas de Arabidopsis thaliana
com expressao indutivel e estavel em trabalhos anteriores (Macedo, 2005; Duarte ef a/, 2008;
Oliveira, 2009, Soares da Costa, 2009). Neste trabalho foram utilizadas linhas com expressao

estavel e indutivel correspondentes as cardosinas A e B.

1.4. Objectivos

O cardo é uma planta bianual de grandes dimensdes e dificil manuseamento em

laboratorio, por isso surgiu a necessidade de utilizar sistemas heterologos para expressar as
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proteinas de interesse. O uso destes sistemas tem vindo a ser implementado neste laboratorio
para estudo da biossintese e vias de transito para além de possiveis inferéncias sobre a sua
funcdo. Nesse sentido foram utilizadas plantas de Arabidopsis de linhas estaveis e indutiveis
transformadas com cardosina A e com cardosina B ja existentes e testadas no laboratorio
(Duarte et al, 2008; Soares da Costa, 2009; Oliveira, 2009) para a realizacao deste trabalho.

Este trabalho podera dividir-se em dois capitulos diferentes. Por um lado pretendia-se
avaliar se a sobreexpressao/expressao ectopica das cardosinas A e B alteraria de algum modo o
fendtipo das plantas transformadas. Este objectivo inclui uma caracterizacdo fenotipica das
linhas transgénicas de Arabidopsis thaliana, para comparacdo das plantas induzidas das linhas
transformadas com cardosina A e B com plantas wild #ype e plantas nao induzidas e, ainda, a
analise anatdmica por microscopia optica.

Por outro lado, utilizou-se a Arabidopsis thaliana como sistema heterdlogo, ja que se
pretendia caracterizar o padrdo espacial e temporal da expressao das cardosinas A e B nas
flores. O estudo da localizacdo tecidular e intracelular é importante na medida em que serve de
ponto de partida para o estudo das cardosinas, quer das suas possiveis funcdes, quer das vias
de transito seguidas por estas proteinas. Neste caso, utilizando a planta Arabidopsis como
sistema heterdlogo é possivel uma comparacao da localizacdo das cardosinas com o sistema
nativo de modo a inferir quais os possiveis trabalhos posteriores que poderdo ser realizados de
forma a resolver as problematicas relacionadas com o estudo das cardosinas.

Para estas analises seleccionou-se uma abordagem correntemente utilizada em analises
funcionais de genes, que inclui a producdo de construcdes quiméricas para expressdo ectopica,
constitutiva ou indutivel em plantas transgénicas, o que permite estudos do seu impacto em
processos biologicos, analise fenotipica, localizacdo subcelular, etc. A andlise da localizacdo
subcelular de uma proteina quimérica pode permitir inferéncias poderosas acerca da funcdo do
respectivo gene, o impacto observavel nas células e tecidos onde se expressa e correlacao com
as alteracdes funcionais a que conduz.

A expressao ectdpica para eventual estudo de ganho de funcao e analise fenotipica é
classicamente obtida colocando o gene sob controlo de um promotor constitutivo.

Contudo, esta expressdo de genes pode ter efeitos como esterilidade ou letalidade, o
que levou a utilizacao de métodos que permitem a regulacao temporal da expressao incluindo
promotores sensiveis a choque térmico ou sistemas de expressao quimicamente indutivel (Moore

et al, 2006).
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Estes promotores permitem estudar a actividade dos genes em fases especificas do
desenvolvimento da planta.

Aproveitando o sistema quimicamente indutivel usado neste laboratorio, pretendia testar-
se os efeitos da inducado por dexametasona em dois pontos especificos do desenvolvimento:
desde a imbibicao da semente e aguando do aparecimento das hastes.

Nas construcdes usadas, um promotor bidireccional minimo pOp6 dirige a expressao
simultaneamente, em direccbes opostas, do transgene de interesse e do gene repdrter da f-
glucuronidase (GUS).

Deste modo proceder-se-a a realizacdo de uma coloracéo histoquimica para deteccao da
actividade do gene repérter GUS nas flores permitindo verificar se as construcdes estao a ser
expressas nas plantas transgénicas e fazer uma primeira avaliacao da distribuicdo espacial da
expressao na planta

A localizacao da expressao dos genes de interesse tem sido feita neste laboratorio por
meio de duas abordagens: através da expressao de construcoes de fusdes com genes reporter e
através de imunofluorescéncia utilizando anticorpos especificos ja previamente testados neste
laboratorio.

Apesar das vantagens inerentes a utilizacdo de fusbes com genes reporter,
nomeadamente a possibilidade de observar a localizacao das proteinas /7 vivo, a localizacao por
técnicas imunoldgicas evita os efeitos possiveis da interferéncia da proteina repdrter no padrao
de expressao, permitindo aferir, por comparacéo a sua fiabilidade.

Neste trabalho a abordagem a utilizar ¢ a localizacdo das cardosinas por
imunocitoquimica, utilizando anticorpos primarios especificos e anticorpos secundarios
conjugados com fluorocromos. A observacéo é efectuada com recurso a microscopio classico de
fluorescéncia e a técnicas avancadas de microscopia confocal.

A localizacao da expressdao a nivel ultraestrutural, com elevada resolucao, permitira ainda
analisar a localizacdo nos compartimentos subcelulares, um dado imprescindivel para futuros

estudos de transito intracelular destas proteinas.
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2. Material e Métodos
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O material bioldgico utilizado em todas experiéncias foram flores provenientes de
Arabidopsis thaliana nas fases fechada e aberta (considerando que esta fase se inicia quando ja

¢ possivel distinguir as pétalas).

Material Bioldgico:

Para a obtencdo do material biolégico foram esterilizadas sementes provenientes de linhas
estaveis de Arabidopsis thaliana com expressao indutivel em 500 L de Etanol 70% (v/v) durante
5 minutos num tubo de 1,5 mL com agitacdo. Na camara de fluxo laminar transferiram-se as
sementes para um papel de filtro juntamente com o Etanol e deixaram-se a secar. Depois de
secas, colocaram-se as sementes em placas de Petri contendo meio MS (Murashige e Skoog)
suplementado com sacarose 1,5% (p/v) e bactoagar 0,7% (p/v). Utilizou-se Higromicina (15
ug/mL) para seleccionar as plantas resistentes, dado se terem utilizado linhas heterozigdticas.
Estas placas foram colocadas a 4°C durante 2 dias, para promover a vernalizacdo, na
obscuridade (devido a sensibilidade da Higromicina a luz). Apos vernalizacdo colocaram-se as
placas numa camara de crescimento com uma temperatura de 23°C e com um fotoperiodo de
16h de luz e 8h de obscuridade cerca de 15 dias até as plantas possuirem 4 a 5 folhas. Neste
ponto transferiram-se as plantas para substrato vegetal. De modo a induzir a expressao das
cardosinas A e B regaram-se as plantas com Dexametasona (Dex — preparado em DMSO) a 20
M. Nas plantas em que se pretendia uma inducéo desde o inicio da germinacao adicionou-se

de Dex ao meio MS utilizado para germinar as sementes.

Caracterizacao do desenvolvimento das linhas transgénicas de Arabidopsis thaliana

A preparacdo do material bioldgico para a caracterizacdo fenotipica foi realizada como descrito
anteriormente, apenas com algumas excepcbes. No caso das plantas induzidas desde a
germinacao, 0 meio de continha Dex a 20 UM e as plantas foram mantidas sempre com a
adicao de Dex durante a experiéncia. Como controlo foram utilizadas plantas wild fype e plantas
transformadas. No caso das plantas wild type nao se adicionou Higromicina ao meio. As plantas
controlo foram mantidas com DMSO 1% (v/v) desde a germinacdo. De modo a se poderem

medir as raizes colocaram-se as placas de Petri na vertical e adquiram-se as imagens a lupa
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Nikon SMZ — U DIA STAND com o auxilio de uma cadmara Nikon Digital Camera DXM1200F e do
software Nikon ACT1. Apds se transferirem as plantas para substrato vegetal ndo se mediram

mais as raizes.

Processamento do material biolégico para imunofluorescéncia

Foram recolhidas flores fechadas e abertas de Arabidopsis thaliana e processadas
separadamente. As flores foram fixadas em Paraformaldeido a 3% (v/v) em PBS 1x (140 mM
NaCl, 2,7 mM KCI, 6,5 mM Na,PO,, 1,5 mM K,PO,.2H,0. pH 7,3) a temperatura ambiente
durante 90 minutos. O material foi sujeito, posteriormente a uma série de 5 lavagens em PBS 1x
durante 10 minutos cada. Seguiu-se a desidratacdo numa série crescente de Etanol durante 30
minutos cada a temperatura ambiente — 30% (v/v), 50% (v/v), 70% (v/v), 90% (v/v) e 3x 100%
(v/v). A primeira passagem com Etanol foi mantida ON (overnighl) ou OW (overweekend).
Aquando da ultima passagem em Etanol 100%, o material apenas esteve 20 minutos a
temperatura ambiente, tendo sido colocado a 42°C, em banho-maria nos restantes 10 minutos.
Terminado este tempo foi adicionado um volume igual de PEG (90g de PEG e 10g de
Hexadecanol, misturados a 65°C) ao ultimo de Etanol, deixando-se a 42°C ON. Procedeu-se a
substituicdo da mistura de Etanol e PEG por 2 mL de PEG, permanecendo a 42°C durante pelo
menos 4 horas. Findo esse tempo, prepararam-se os blocos contendo o material a analisar
utilizando-se moldes proprios. A polimerizacdo ocorreu a temperatura ambiente ON, guardando-

se posteriormente os blocos a 4°C.

Preparacao de laminas revestidas com Poli — - Lisina

De modo a desengordurar e limpar, mergulharam-se laminas de vidro numa solucado com
detergente durante 5 minutos, lavando abundantemente de seguida com agua destilada para
remocao do detergente. Mergulharam-se depois as laminas em Etanol a 70% (v/v) durante 5
minutos. Substituiu-se esta solucao por uma de Poli — - Lisina 0,1% (p/v) durante 10 minutos.

Secaram-se as laminas numa estufa a 37°C ON ao abrigo de poeiras.
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Imunofluorescéncia

Foram obtidos cortes de 14 pm num micrétomo de parafina Spencer “820" Microtome
(American Optical Company, CAT 822) que foram posteriormente recolhidos para uma lamina
revestida com Poli — | -Lisina contendo 750 pL de PBS 1x. As laminas foram bem secas ao ar
para permitir uma aderéncia dos cortes as mesmas e colocadas posteriormente a 4°C ON.
Procedeu-se a re-hidratacdo dos tecidos, promovendo a remocdo do PEG, numa série
decrescente de Etanol diluido em PBS 1x, durante 10 minutos cada a temperatura ambiente -
3x 100% (v/v), 90% (v/v), 70% (v/v), 50% (v/v) e 30% (v/v). Seguiram-se duas lavagens em PBS
1x durante 10 minutos cada. Apos as lavagens, realizou-se o blogueio em BSA 100 mg/10 mL
(em PBS 1x) durante 15 minutos. Incubaram-se as laminas em camara himida a 26°C durante
1 hora com o anticorpo primario diluido em PBS 1x. Foram utilizados anticorpos anti-cardosina A
(anti-A) numa diluicdo de 1:200, e anti-cardosina B (anti-B) numa diluicdo de 1:120. Apds a
incubacdo com o anticorpo primario sucederam-se cinco lavagens em PBS 1x com gelatina de
peixe 1% (v/v) durante 10 minutos cada. Seguiu-se a incubacdo com o anticorpo secundario
Alexa Fuore 488 goat anti-rabbit 1gG (H+L) (Invitrogen, USA) numa diluicdio de 1:80 a
temperatura ambiente durante 1 hora, na obscuridade. Procedeu-se a duas lavagens em PBS 1x
com gelatina de peixe 1% (v/v) durante 10 minutos cada. Por fim, retirou-se o excesso de liquido,
colocou-se 5 - 7 UL (por lamina) de CitiFluor sobre os cortes e, posteriormente, a lamela. As
preparacdes foram seladas com verniz e guardadas na obscuridade a 4°C. As mesmas foram
observadas recorrendo a um microscopio de varrimento confocal a laser (CLSM) modelo Leica
TSP SP2 (Leica Microsystems, Alemanha) com um comprimento de onda de excitacdo de 488
nm. O processamento e analise de imagem foi realizado utilizando o programa informatico Leica

Confocal Software, versdo 2.61 Build 1538 — LSC Lite (Leica Microsystems, Alemanha).

Processamento do material biolégico para microscopia electréonica

Tal como anteriormente foram recolhidas flores fechadas e abertas de Arabidopsis
thaliana. Neste caso a fixacdo do material foi feita durante 2 horas com Paraformaldeido a 3%
(v/v), Glutaraldeido a 0,5% (v/v) e sacarose 1% (p/v) em tampdo cacodilato 0,1M com pH 6,8.

Seguiram-se trés lavagens em tampdo cacodilato 0,1M, pH 6,8, durante 10 minutos cada.
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Procedeu-se de seguida a desidratacdo do material numa série crescente de Etanol — 10% (v/v)
durante 10 minutos a temperatura ambiente, 20% (v/v) ON a temperatura ambiente, 30 % (v/V)
e 50% (v/v) durante 30 minutos a 4°C cada, 70% (v/v) durante 20 minutos a -20°C, 90% (v/v) e
2x 100% (v/v) durante 30 minutos a -20°C cada. A inclusdo do material foi sempre realizada a -
20°C, e foi iniciada com Etanol a 100% (v/v) e 10% de LRWhite durante uma hora. Findo esse
tempo foram-se adicionando gotas de LRWhite de modo gradual até ficar numa razdo de
50%:50% (v/v) durante a noite. Substitui-se por LRWhite puro, durante o dia, voltando-se a
substituir a noite por LRWhite puro permanecendo assim ON. Posteriormente realizou-se a
inclusdo em capsulas de gelatina, deixando a polimerizar numa estufa a 55°C ON. Os blocos

foram guardados a temperatura ambiente com silica para manter o ambiente seco.

Imunocitoquimica

Obtiveram-se cortes ultra-finos utilizando um ultramicrétomo modelo Leica Reichert
Supernova e recolheram-se os cortes para grelhas niguel. Todo o material utilizado foi
previamente lavado com acetona de modo a ficar limpo e desprovido de gorduras. Incubaram-se
as grelhas em TBS 1x com Tween20 1% (v/v) durante 10 minutos, passaram-se posteriormente
as grelhas para a solucdo bloqueio, constituida por TBS 1x com goat serum 1% (v/v) e glicina a
100 mM, durante 10 minutos. A incubacado com anticorpo primario foi feita de seguida durante
uma hora em TBS 1x com goat serum 1% (v/v) e glicina a 100 mM. Foram utilizados anticorpos
anti-cardosina A (anti-Ab) numa diluicdo de 1:200, e anti-cardosina B (anti-Ba) numa diluicdo de
1:50. Seguiram-se 5 lavagens em TBS 1x. Apds as lavagens as grelhas foram novamente
incubadas em TBS 1x com goat serum 1% (v/v) e glicina 100 mM durante 10 minutos. Seguiu-
se a incubacdo com o anticorpo secundario conjugado com ouro coloidal (10 nm gold labelled
goat anti-rabbit IgG (H+L), GE Healthcare, UK) numa diluicdo de 1:20 durante 1 hora. Procedeu-
se entdo a 5 lavagens em TBS 1x, seguidas de 5 lavagens com agua destilada estéril. A
contrastacao foi realizada em acetato de uranilo 2% (v/v) durante 5 minutos, lavaram-se as
grelhas por agua destilada bx, e por fim em citrato de chumbo durante 1 minuto. Posteriormente

visualizaram-se as grelhas num microscépio electronico de transmissao Zeiss modelo EM 10 C.
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Coloracao histoquimica para deteccao da actividade do gene reporter GUS nas

flores

Colocaram-se flores abertas e fechadas de linhas transgénicas de cardosina A e decardosina B,
induzidas com Dex e ndo induzidas, em tubos de 1,5 mL. Incubaram-se os tubos em camara
humida, durante 4 horas, a 37 °C em 250 mL tampao de coloracdo de GUS [tampédo fosfato
100 mM pH = 7,0, Tris-HCI 10 mM, pH = 8,0, EDTA 1 mM, Triton X-100 0,05 % (v/v) e 1
mg/mL de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-Dglucuronido (X-Gluc, previamente dissolvido em 10 pL de
dimetilformamida — DMF; Melford Laboratories)]. Removeu-se a solu¢cdo de coloracao GUS e
adicionou-se 250 pL de Etanol a 70% (v/v), incubando-se de seguida a 42 °C durante 30
minutos de modo a se remover as clorofilas presentes nas amostras. Substitui-se o Etanol a 70%
(v/v) por novo Etanol a 70% (v/v) e incubou-se os tubos & temperatura ambiente durante 16
horas. A aquisicao de imagens foi feita numa lamina onde se colocaram os exemplares,
observando-se os mesmos num microscopio de epifluorescéncia Nikon Optiphot-2 (Japao), e
fotografou-se com o auxilio de uma camara Nikon Digital Camera DXM1200F. A actividade de
GUS foi revelada pela formacao de um precipitado de cor azul, resultante da metabolizacéo do

substrato X-Gluc.
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3. Resultados
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3.1. Caracterizacao fenotipica das linhas transgénicas de Arabidopsis thaliana

3.1.1. Ensaio preliminar

De forma a avaliar o efeito que a expressao heterdloga das cardosinas A e B poderiam
ter no desenvolvimento das plantas de Arabidopsis avaliaram-se varios parametros durante o seu
crescimento. Foram utilizadas plantas pertencentes a linhas transgénicas de Arabidopsis com
expressado indutivel e estavel de cardosina A e cardosina B. As plantas foram regadas com Dex
diluido em agua de modo a induzir a expressdo de cardosina A e cardosina B nas respectivas
linhas. Realizou-se um ensaio primario onde se mediram as raizes (ao longo do desenvolvimento
das plantas), tendo em conta a zona pilosa, assim como o numero de raizes laterais. Mediu-se
também o tamanho dos cotilédones, das siliquas e a altura das hastes florais. Contabilizou-se
também o numero de flores, hastes florais principais e siliquas. Neste primeiro ensaio as plantas
ndo induzidas foram regadas com agua. O comprimento das raizes, comprimento da zona pilosa
e numero de raizes laterais foram medidos, apds vernalizacao, apenas até ao 14° dia (com 3 a 4
dias de intervalo), ou seja, enquanto as plantulas se encontravam na placa de Petri. Apds esse
periodo transferiram-se as plantulas para substrato sélido, ndo sendo, por isso, possivel avaliar
estes parametros. A partir do 14° dia, os restantes parametros foram avaliados a cada 7 dias

com as plantas em substracto sélido, até ao 43° dia em que se finalizou o trabalho.

3.1.1.1. Comprimento da raiz principal

Em relaccdo ao parametro respeitante ao comprimento da raiz principal, nas plantas
wild type, pdde-se verificar um crescimento gradual até ao 10° dia, onde as raizes apresentavam
em meédia de 27,8 mm. A partir deste dia observou-se um crescimento mais acentuado até ao
14° dia, onde as raizes apresentaram em média 65,1 mm (Figura 3.1).

O crescimento das raizes das plantas das linhas que continham a construcdo que
codifica a cardosina A foi semelhante entre as plantas induzidas (A+) e ndo induzidas (A) e
também entre ambas e as plantas wild fype, embora nas linhas transgénicas o crescimento
fosse mais ténue. Observou-se portanto, um crescimento gradual até ao 10° dia, a partir do qual
0 crescimento se tornou mais acentuado, atingindo em média 56, 9 mm nas plantas induzidas e

em média 49, 9 mm nas plantas nao induzidas (Figura 3.1A).
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Tal como no caso das plantas da linha de cardosina A, nas plantas que continham a
construcao que codifica a cardosina B induzidas (B+) e nao induzidas (B-) mantiveram um
crescimento semelhante entre si, e entre ambas e as plantas wild fype, embora nas plantas wild
type o crescimento tenha sido mais acentuado. Verificou-se entdo, um crescimento gradual até
ao 10° dia, a partir deste dia o crescimento tornou-se mais acentuado até ao 14° dia, onde as
raizes atingiram em meédia 54,2 mm e 44,3 mm nas plantas induzidas e nao induzidas,
respectivamente (Figura 3.1B).

Num terceiro grafico compararam-se apenas as plantas induzidas de ambas as
construcdes (que codificam a cardosina A e B) e as plantas wild type. Através da anaise desse
mesmo grafico é possivel comprovar-se a semelhanca de comportamento no crescimento das
raizes principais das plantas induzidas de ambas as construcdes e as plantas wild fype, sendo
notério o crescimento mais acentuado nas plantas wild #ype. No entanto, a diferenca entre

ambas as construcdes nao é muito relevante (Figura 3.1C).
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Figura 3.1 — Comparacao do comprimento das raizes principais de plantulas de linhas transgénicas
de Arabidopsis e wild type. (A) Comprimento das raizes principais de plantulas da linha de Arabidopsis
transformada com cardosina A, ndo induzidas (A-) e induzidas (A+) com dexametasona. (B) Comprimento das raizes
principais de plantulas da linha de Arabidopsis transformada com cardosina B, ndo induzidas (B-) e induzidas (B+)
com dexametasona. (C) Comparacédo entre o comprimento de raizes principais de plantulas de linhas transgénicas

induzidas de Arabidopsis (A+ e B+) e wild type. Os valores correspondem a média de 12-26 plantulas.
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3.1.1.2. Comprimento da zona pilosa das raizes principais

No que respeita ao comprimento da zona pilosa da raiz principal, nas plantas wild type,
pode-se verificar um crescimento gradual até ao 10° dia, onde as raizes apresentavam em média
23,9 mm. A partir deste dia observou-se um crescimento mais acentuado até ao 14° dia, onde
as raizes apresentavam em meédia 60,2 mm (Figura 3.2).

Nas plantas que continham a construcdo que codifica para a cardosina A induzidas (A+)
e nao induzidas (A-) observou-se um aumento gradual do comprimento da zona pilosa até ao 10°
dia onde a zona pilosa apresentava uma média de 14 mm, continuando a aumentar até ao 14°
dia onde a zona pilosa atingiu uma média de 40,8 mm. Nas plantas transformadas com a
mesma construcdo ndo induzidas (A-) verificou-se um aumento gradual da zona pilosa ao longo
do tempo atingindo uma média de 30,5 mm no 14° dia (Figura 3.2A).

As plantas transformadas com a construcéo que codifica a cardosina B induzidas (B+) e
ndo induzidas (B-) mantiveram um crescimento semelhante entre si, e entre ambas e as plantas
wild type, embora nas plantas wild type o crescimento tenha sido mais acentuado. Verificou-se
entdo, um crescimento gradual até ao 10° dia, a partir deste dia o crescimento tornou-se mais
acentuado até ao 14° dia, onde o tamanho da zona pilosa das raizes atingiu em média 45,4 mm
e 34,3 mm nas plantas induzidas e ndo induzidas, respectivamente (Figura 3.2B).

Num terceiro grafico compararam-se apenas as plantas induzidas de ambas as
construcdes (que codificam a cardosina A e B) e as plantas wild fype. Através da anaise desse
mesmo grafico é possivel comprovar-se a semelhanca de comportamento no crescimento das
raizes principais das plantas induzidas de ambas as construcdes e as plantas wild fype, sendo
notério o crescimento mais acentuado nas plantas wild fype. No entanto, a diferenca entre
ambos as construcdes ndo é muito relevante, tal como era de esperar tendo em conta o

tamanho total das raizes principais (Figura 3.2C).
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Figura 3.2 — Comparacao do comprimento da zona pilosa das raizes principais das plantulas de
linhas transgénicas de Arabidopsis e wild type. (A) Comprimento da zona pilosa das raizes principais de
plantulas da linha de Arabidopsis transformada com cardosina A, nao induzidas (A) e induzidas (A+) com
dexametasona. (B) Comprimento da zona pilosa das raizes principais de plantulas da linha de Arabidopsis
transformada com cardosina B, nao induzidas (B-) e induzidas (B+) com dexametasona. (C) Comparacao entre o
comprimento da zona pilosa das raizes principais de linhas transgénicas induzidas de Arabidopsis (A+ e B+) e wild

type. Os valores correspondem a média de 12-26 plantulas.
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3.1.1.3. Namero de raizes laterais

Relactivamente ao numero de raizes laterais, até ao 3° dia nao ha registo de raizes
laterais em qualquer planta. Desde o 3° dia até ao 7° dia, as plantas wild type apresentam um
ligeiro aumento do numero de raizes laterais até uma média de 4,8 raizes laterais. A partir do 7°
dia 0 aumento do nimero de raizes laterias nestas plantas acontece de forma exponencial até ao
14° dia. Neste dia, as plantas wild type apresentam uma média de 40,2 raizes laterais (Figura
3.3).

Nas plantas transformadas com a construcdo que codifica a cardosina A, o niimero de
raizes laterais manteve-se semelhante entre as plantas induzidas (A+) e nao induzidas (A-) até ao
14° dia. Em ambos os grupos de plantas, desde o 3° dia até ao 10° dia a média de raizes
laterais nas plantas foi aumentando de forma gradual, aumentando de seguida de forma
exponencial até ao 14° dia, em que a média de raizes laterais era de 25,5 para as plantas A+ e
24,1 para as plantas A- (Figura 3.3A).

Nas plantas transformadas com a construcdo que codifica a cardosina B, o nimero de
raizes laterais foi aumentando de forma gradual e semelhante entre as plantas induzidas (B+) e
ndo induzidas (B-) até ao 10° dia, a partir do qual ambos os grupos de plantas apresentaram um
aumento exponencial no nimero de raizes laterais. No 14° dia, o nimero de raizes laterais era
maior nas plantas induzidas em relaccdo as ndo induzidas sendo em média 28,8 e 22,7
respectivamente (Figura 3.3B).

Comparou-se as plantas induzidas de ambas as construcdes (que codificam a cardosina
A e B) e as plantas wild type e foi possivel constatar-se que a partir do 3° dia, as plantas wild
type possuiam sempre maior nimero de raizes laterais. O nimero de raizes laterais nas plantas
com as construcdes que codificam para a cardosina A e B foi semelhante até ao 10° dia, a partir
do qual se verificou uma ligeira diferenca no numero de raizes laterais entre as plantas de
ambos os construcdos, em que as plantas com a construcdo que codificava a cardosina B
apresentavam um maior numero de raizes laterais em relaccdo as plantas que continham a

construcao que codifica a cardosina A (Figura 3.3C).
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Figura 3.3 — Comparaciao do nimero de raizes laterais de plantulas de linhas transgénicas de
Arabidopsis e wild type. (A) Nimero de raizes laterais de plantulas da linha de Arabidopsis transformada com
cardosina A, nao induzidas (A-) e induzidas (A+) com dexametasona. (B) Numero de raizes laterais de plantulas da
linha de Arabidopsis transformada com cardosina B, ndo induzidas (B-) e induzidas (B+) com dexametasona. (C)
Comparacao entre o numero de raizes laterais de plantas de linhas transgénicas induzidas de Arabidopsis (A+ e B+)

e wild type. Os valores correspondem a média de 12-26 plantulas.
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3.1.1.4. Cotilédones

Os cotilédones foram medidos a partir do 3° dia até ao 10° dia, ap6s o qual ja nao foi
possivel verificar o tamanho dos cotilédones dado que estes senescem. Nas plantas wild fype, tal
como nas restantes plantas testadas pode-se verificar um aumento linear do tamanho dos
cotilédones entre 0 3° e 0 10° dia, observando-se uma média de 3,1 cm (Figura 3.4).

Nas plantas que continham a construcdo que codifica para a cardosina A induzidas (A+)
e nao induzidas (A-) observou-se uma média de 2,9 cm e 2,8 cm ao 10° dia, respectivamente
(Figura 3.4A).

Nas plantas que continham a construcao que codifica para a cardosina A induzidas (B+)
e ndo induzidas (B-) observou-se uma média de 2,5 cm e 2,6 cm ao 10° dia, respectivamente
(Figura 3.4B).

Embora o crescimento entre os diferentes grupos de plantas tenha sido semelhante,
pode-se verificar que o crescimento dos cotilédones foi menor nas plantas nas plantas

transformadas com a construcéo B, e maior nas plantas wild type (Figura 3.4C).
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Figura 3.4 — Comparacdao do tamanho dos cotilédones de plantulas de linhas transgénicas de
Arabidopsis e wild type. (A) Tamanho dos cotilédones de plantulas da linha de Arabidopsis transformada com
cardosina A, néo induzidas (A-) e induzidas (A+) com dexametasona. (B) Tamanho dos cotilédones de plantulas da
linha de Arabidopsis transformada com cardosina B, ndo induzidas (B-) e induzidas (B+) com dexametasona. (C)
Comparacao entre o tamanho dos cotilédones de plantulas de linhas transgénicas induzidas de Arabidopsis (A+ e

B+) e wild type. Os valores correspondem a média de 12-26 plantulas.
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3.1.1.5. Nimero de hastes principais

O numero de hastes principais comecou a ser contabilizado a partir do 14° dia quando
se passaram as plantas para substracto solido, no entanto, o aparecimento de hastes observou-
se no 21° dia em algumas plantas. Nas plantas wild type, no 21° dia, o numero médio de raizes
ainda ndo chegava a 1. A partir deste dia, o numero de hastes florais foi aumentando
gradualmente até ao 35° dia, onde estabilizou, havendo 2,9 hastes em média por planta (Figura
3.5).

O numero de hastes prinicipais nas plantas transformadas com a construcdo que
codifica para a cardosina A, nas plantas induzidas (A+) tal como nas wild type comeca por aumentar
gradualmente até ao 35° dia, no qual atinge uma meédia de 2 hastes principais. A partir deste dia, 0
numero de hastes principais manteve-se até ao 43° dia. Nas plantas nao induzidas transformadas com a
mesma construcao (A-), o numero de hastes principais era menor que nas plantas induzidas até ao 35°
dia, aumentando gradualmente até ao mesmo, sendo que no 35° dia o numero médio de hastes
principais era de 1 por planta. A partir deste dia, até ao 43°, o nimero de hastes principais aumentou
significativamente até a média de 2,3 por planta (Figura 3.5A).

Nas plantas transformadas com a construcdo que codifica a cardosina B, o nimero de
hastes principais aumentou, nas plantas induzidas (B+), até ao 35° até uma média de 2 hastes
principais, a partir do qual o numero médio de hastes principais ficou estavel neste grupo de
plantas. Nas plantas ndo induzidas (B-) ndo se registou o aparecimento de hastes principais até
ao 21° dia. No entanto, entre 0 21° dia e o 28° dia houve um aumento significativo de hastes
principais neste grupo de plantas, em que foi atingida uma média de 2,3 hastes principais. Entre
o 28° dia e o 35° dia, o numero de hastes principais manteve-se estavel, aumentando
ligeiramente de seguida até ao 43° dia, quando as plantas possuiam em média 2,7 hastes
(Figura 3.5B).

Comparando as plantas transformadas com ambas as construcdes induzidas (A+ e B+)
pode-se verificar uma ligeira convergéncia no numero de hastes principais desde o 21° dia até
ao 43° dia. Também é possivel se verificar que nas plantas wild fype o numero de hastes
principais €, em média, maior desde o 28° dia até ao 43° em relacao as plantas de ambas as

construcdes induzidas (Figura 3.5C).
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Figura 3.5 — Comparacao do nimero de hastes principais de plantas de linhas transgénicas de
Arabidopsis e wild type. (A) Numero de hastes principais de plantas da linha de Arabidopsis transformada com
cardosina A, ndo induzidas (A-) e induzidas (A+) com dexametasona. (B) Numero de hastes principais de plantas da
linha de Arabidopsis transformada com cardosina B, ndo induzidas (B-) e induzidas (B+) com dexametasona. (C)
Comparacao entre o numero de hastes principais de plantas de linhas transgénicas induzidas de Arabidopsis (A+ e

B+) e wild type. Os valores correspondem a média de 3-23 plantas.
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3.1.1.6. Altura das hastes florais

A altura das hastes florais foi medida tendo em conta as hastes principais das plantas.
Assim, no caso das plantas wild fype o crescimento das hastes florais foi gradual até ao 43° dia,
quando as hastes florais mediam em média 24,3 cm (Figura 3.6).

O crescimento das hastes florais das plantas das linhas que continham a construcao que
codifica a cardosina A foi semelhante entre as plantas induzidas (A+) e ndo induzidas (A-),
crescendo ambas, de forma gradual, tal como as hastes florais das plantas wild #ype, atingindo
em média 19,2 cm de altura ao 43° dia (Figura 3.6A).

Nas plantas transformadas com a construcdo que codifica a cardosina B nas plantas
induzidas (B+), o crescimento das hastes florais foi gradual até ao 35° dia, abrandando de
seguida até ao 43° dia em que foram atingidos em média 16,4 cm de altura. Nas plantas néo
induzidas transformadas com a mesma construcdo (B-), as hastes florais tiveram um
crescimento ténue entre 0 21° dia e 0 28° dia até uma média de 1,7 cm. A partir do 28° dia,
esse crescimento foi mais acentuado até ao 43° dia, em que atingiu uma média de 19,4 cm de
altura, atingindo portanto, um valor maior que nas plantas induzidas em que a média da altura
das hastes florais foi de 16,4 cm (Figura 3.6B).

Comparando o crescimento das hastes florais nas plantas wild fype e de ambas as
construcdes induzidas (A+ e B+) pode-se verificar que as plantas wild fype foram as que mais
cresceram. Nas plantas A+, as hastes florais possuiam em média uma maior altura até ao 35°
dia, em relaccdo as B+, a partir do qual nas plantas A+ o crescimento das hastes florais
abrandou tendo continuado nas plantas B+, motivo pelo qual no 43° dia, a altura das hastes

florais nas plantas B+ era maior que nas A+ (Figura 3.6C).
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Figura 3.6 — Comparacido da altura das hastes florais de plantas de linhas transgénicas de
Arabidopsis e wild type. (A) Altura das hastes florais de plantas da linha de Arabidopsis transformada com
cardosina A, nao induzidas (A-) e induzidas (A+) com dexametasona. (B) Altura das hastes florais de plantas da linha
de Arabidopsis transformada com cardosina B, nao induzidas (B-) e induzidas (B+) com dexametasona. (C)
Comparacao entre a altura das hastes florais de plantas de linhas transgénicas induzidas de Arabidopsis (A+ e B+) e

wild type. Os valores correspondem a média de 3-23 plantas.
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3.1.1.7. Namero de flores

Tal como nas hastes florais, 0 numero de flores comecou a ser contabilizado a partir do
21° dia, ou seja apds se transferirem as plantas para substrato solido, que corresponde ao
periodo em que comecam a surgir as hastes florais.

As plantas wild type apresentaram desde cedo um maior numero de flores que as
plantas transgénicas, aumentando de forma acentuada desde o 21° dia até ao 35° dia quando
se podiam contabilizar uma média de 35,9 flores. A partir deste dia, o numero de flores
comecou a decrescer, correspondendo ao aumento do nimero de siliquas (Figura 3.7).

Nas plantas transformadas com a construcao que codifica a cardosina A induzidas (A+),
as flores apenas comecaram a aparecer apds o 21° dia, o aumento do numero de flores foi
gradual até ao 35° dia quando apresentavam uma média de 23,9 flores, a partir do qual se
observou um ligeiro decréscimo no numero de flores. Nas plantas nao induzidas (A-) o
aparecimento de flores também ocorreu apés o 21° dia, o aumento do numero de flores foi
gradual, atingindo uma meédia de 29,6 flores no 43° dia, neste grupo de plantas ndo se observou
a fase de decréscimo do niimero de flores (Figura 3.7A).

Nas plantas transformadas com a construcdo que codifica a cardosina B induzidas (B+),
embora tal como nas plantas wild fype tenha ocorrido o aparecimento de flores antes do 21° dia,
0 aumento do numero de flores nesta construcao foi gradual e ndo tdo acentuado como nas
plantas wild type. Nas plantas B+ houve um aumento de flores até ao 28° dia, atingindo uma
média de 17,9 flores que se manteve até ao 35° dia, a partir do qual se observou um
decréscimo no numero de flores. Nas plantas transformadas com a mesma construcdo néo
induzidas (B-) ndo se observou um declinio do numero de flores durante o tempo de experiéncia
recorrido, tendo-se observando uma média de 28,7 flores no 43° dia (Figura 3.7B).

Nas plantas transformadas com a construcdo que codifica a cardosina A induzidas (A+)
pode-se observar uma média maxima de flores 23,9 e nas plantas transformadas com cardosina
B induzidas (B+) pode-se observar uma média maxima de 17,9 flores, enquanto nas plantas wild
type este maximo representou-se numa média de 35,9 flores. Nos 3 casos, houve um
decréscimo no numero de flores a partir do 35° dia, sendo este decréscimo menos acentuado

nas plantas A+ (Figura 3.7C).
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Figura 3.7 — Comparaciao do nimero de flores de plantas de linhas transgénicas de Arabidopsis e
wild type. (A) Numero de flores de plantas da linha de Arabidopsis transformada com cardosina A, ndo induzidas
(A) e induzidas (A+) com dexametasona. (B) Numero de flores de plantas da linha de Arabidopsis transformada com
cardosina B, ndo induzidas (B-) e induzidas (B+) com dexametasona. (C) Comparacéo entre o nimero de flores de
plantas de linhas transgénicas induzidas de Arabidopsis (A+ e B+) e wild type. Os valores correspondem a média de

3-23 plantas.
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3.1.1.8. Nimero de siliquas

As siliquas comecaram a aparecer apos o 21° dia nas plantas wild fype e nas plantas
transformadas com a construcdo que codifica para a cardosina B induzidas (B+), e apds o 28°
dia nas plantas transformadas com a construcdo que codifica para a cardosina A induzidas (A+)
(Figura 3.8).

0 aumento do numero de siliquas, nas plantas wild type, foi muito pouco acentuado
entre 0 21° dia e o 28° dia, apresentando nesta altura uma média de 2,6 siliquas. A partir do
28° dia observou-se um aumento bastante acentuado no numero de siliquas até ao 43° dia, no
qual se podiam contabilizar uma média de 44,8 siliquas por planta (Figura 3.8).

Nas plantas transformadas com a construcdo que codifica para cardosina A induzidas
(A+) o numero de siliguas comecou por aumentar gradualmente entre o 28° dia e o 35° dia
atingindo uma média de 6 siliquas, continuando a aumentar de forma mais acentuada até ao
43° dia, em que se podia contabilizar uma média de 23,9 siliquas por planta. Nas plantas
transformadas com a mesma construcdo nao induzidas (A-) o numero de siliquas comecou a
aumentar a partir do 28° dia atingindo uma média de 17,4 siliquas por planta ao 43° dia (Figura
3.8A).

Nas plantas transformadas com a construcdo que codifica para a cardosina B induzidas
(B+) o numero de siliquas comegou por aumentar muito lentamente entre 0 21° dia e 0 28° dia,
em que apresentavam uma média de 0,9 siliquas. Continuando, de seguida, a aumentar de
forma linear e acentuada até ao dia 43° dia, onde apresentavam uma média de 23 siliquas por
planta. Nas plantas transformadas com a mesma construcdo ndo induzidas (B+) apenas se
observou um aumento do numero de siliquas a partir do 35° dia atingindo uma média de 8,3
siliquas por planta ao 43° dia (Figura 3.8B).

As plantas wild type mostraram desde o inicio um maior numero de siliquas, a partir do
28° dia, essa diferenca tornou-se mais acentuada, apresentando estas plantas, no 43° dia, uma
média de 44,8 siliquas, enquanto ambos grupos de plantas transformadas com cardosina A e B

induzidas (A+ e B+) apresentavam uma média de 23 siliquas cada (Figura 3.8C).
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Figura 3.8 — Comparacao do nimero de siliquas de plantas de linhas transgénicas de Arabidopsis e
wild type. (A) Numero de siliquas de plantas da linha de Arabidopsis transformada com cardosina A, nédo induzidas
(A-) e induzidas (A+) com dexametasona. (B) Numero de siliquas de plantas da linha de Arabidopsis transformada
com cardosina B, nao induzidas (B-) e induzidas (B+) com dexametasona. (C) Comparacao entre o numero de
siliquas de plantas de linhas transgénicas induzidas de Arabidopsis (A+ e B+) e wild type. Os valores correspondem

a média de 3-23 plantas.
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3.1.1.9. Tamanho das siliquas

0 tamanho das siliquas foi medido usando aleatoriamente uma siliqua de cada planta.
Nas plantas wild type houve um crescimento acentuado do tamanho das siliquas desde o
momento do seu aparecimento no 21° dia, quando as siliquas apresentavam uma média de 0,7
cm, até ao 35° dia. Apds o qual, o crescimento médio das siliquas abrandou atingindo, no 43°
dia, 1,1 cm (Figura 3.9).

Nas plantas transformadas com a construcdo que codifica para a cardosina A induzidas
(A+) o crescimento foi acentuado desde o seu aparecimento até ao 43° dia, em que as siliquas
apresentavam em meédia 1,02 cm. Nas plantas transformadas com a mesma construcdo nao
induzidas (A-) ao 43° dia as siliquas apresentavam uma média de 0,78 cm (Figura 3.9A).

Nas plantas transformadas com a construcdo que codifica para a cardosina B induzidas
(B+), o tamanho das siliquas no 28° dia era em média 0,2 cm. A partir do 28° dia, o
crescimento das siliquas comecou a ser mais notério, atingindo as siliquas 1,04 cm em média
no 43° dia. Nas plantas transformadas com a mesma construcado ndo induzidas (B-) as siliquas
apresentavam uma média de 1 cm no 43°dia (Figura 3.9B).

0 tamanho das siliquas nas plantas wild type foi sempre maior que nas restantes
plantas transgénicas. No entanto, as plantas B+ apresentaram siliquas maiores do que as

plantas A+ desde o inicio (Figura 3.9C).
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Figura 3.9 — Comparacao do tamanho das siliquas de plantas de linhas transgénicas de Arabidopsis
e wild type. (A) Tamanho das siliquas de plantas da linha de Arabidopsis transformada com cardosina A, nao
induzidas (A-) e induzidas (A+) com dexametasona. (B) Tamanho das siliquas de plantas da linha de Arabidopsis
transformada com cardosina B, nao induzidas (B-) e induzidas (B+) com dexametasona. (C) Comparacao entre o
tamanho das siliquas de plantas de linhas transgénicas induzidas de Arabidopsis (A+ e B+) e wild type. Os valores

correspondem a média de 3-23 plantas.
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Os valores maximos atingidos (em média) nos diferentes parametros referentes a este
segundo ensaio estao representados na Tabela 3.1, onde se pode verificar com clareza um

desenvolvimento maior das plantas wild fype em relacao as plantas transgénicas.

Tabela 3.1 — Comparaciao dos valores maximos (média) dos diferentes paramentros analisados nas

plantas de linhas transgénicas de Arabidopsis e wild type.

Wt A+ A B+ B-

comprimento raizes (mm) 65,1 56,9 49,9 54,2 443

zona pilosa (mm) 60,2 40,7 30,5 45,4 34,3

n° raizes laterais 40,2 25,5 241 28,8 22,7

cotilédones (cm) 3,1 2,9 2,8 2,6 2,5 rle?rfjs
n° hastes principais 2,9 2 2,3 2 2,7 20 43° dia
altura hastes florais (cm) 24,3 19,2 19,2 16,4 19,4 (media)
n° flores 35,9 23,9° 29,6 17,9a 28,7

n° siliquas 44 8 23,9 17,4 23 8,33

tamanho siliquas (cm) 1,1 1,02 0,78 1 1,04

a - valor maximo (média) ao 35° dia

3.1.2. Segundo ensaio

Tendo em consideracao os resultados do ensaio preliminar, procedeu-se a realizacao de
um segundo ensaio, no qual se avaliou o comprimento das raizes e numero de raizes laterais,
assim como o numero de flores. Neste segundo ensaio foram alterados alguns parametros de
avaliacdo de modo a tornar mais fidedigna a caracterizacdo, motivo pelo qual as plantas que
serviram de controlo foram regadas com DMSO diluido em agua para sujeitar as plantas as
mesmas condicdes de stresse. O comprimento das raizes e numero de raizes laterais foram
medidos, apds vernalizacdo, apenas até ao 12° dia (com 2 a 3 dias de intervalo), ou seja,
enquanto as plantulas se encontravam na placa de Petri. Apos esse periodo transferiram-se as

plantulas para substrato solido, ndo sendo, por isso, possivel avaliar estes parametros.
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3.1.2.1. Comprimento da raiz principal

Relativamente ao comprimento das raizes (Figura 3.10A), nas plantas wild fype as raizes
cresceram de forma linear até ao 7° dia abrandando o crescimento até ao 12° dia, onde
apresentavam um comprimento médio de 32 mm (Figura 3.10A).

O crescimento das plantas das linhas que continham a construcdo que codifica a
cardosina A foi semelhante entre as plantas induzidas com Dex (A+) e as ndo induzidas (A-)
(Figura 3.10A). As raizes foram crescendo lentamente até ao 7° dia quando apresentavam uma
média de 7,8 mm de comprimento nas plantas A+ e 8,8 nas plantas A-. A partir deste dia, até ao
10° dia, sofreram um crescimento acentuado até aos 21,6 mm de comprimento, no caso das
plantas induzidas, e de 19,5 mm de comprimento, no caso das plantas ndo induzidas (Figura
3.10A). Estes dados revelam um ligeiro aumento do crescimento das raizes das plantas
induzidas em relacdo as nao induzidas. A partir do 10° até ao 12° dia o crescimento de ambas
as linhas (induzidas e nao induzidas) foi menos acentuado (Figura 3.10A).

Tal como no caso das plantas da linha de cardosina A, nas plantas que continham a
construcao que codifica a cardosina B induzidas (B+) e nao induzidas (B-) (Figura 3.10B)
mantiveram um crescimento semelhante entre si, apesar de as plantas induzidas terem um
crescimento ligeiramente mais acentuado que as nao induzidas. Em ambos 0s casos o
crescimento foi muito reduzido até o 7° dia, tendo aumentado progressivamente até uma média
de 11,5 mm de comprimento, no caso das plantas induzidas, e até cerca de 7 mm de
comprimento no caso das plantas nao induzidas (Figura 3.10).

Através da analise do grafico C (Figura 3.10), e comparando as linhas transgénicas de
cardosina A com as de cardosina B, pode-se também constatar que as raizes das plantas da
linha de cardosina A apresentaram um crescimento maior que as da linha de cardosina B. A
partir do 7° dia as raizes da linha de cardosina A sofrem um crescimento bastante acentuado,
que nao é observado na linha a expressar cardosina B. Este aumento traduz-se, no fim do
ensaio, por uma diferenca bastante significativa, em que as raizes das plantas a expressar
cardosina A apresentam um comprimento duas vezes superior ao das plantas da linha a
expressar cardosina B. O crescimento das plantas wild fype mostrou-se sempre maior que nas

plantas transformadas (Figura 3.10C).
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Figura 3.10 — Comparacao do comprimento das raizes de plantulas de linhas transgénicas de
Arabidopsis e wild type ao longo do desenvolvimento. (A) Comprimento das raizes de plantulas da linha de
Arabidopsis transformada com cardosina A, ndo induzidas (A) e induzidas (A+) com dexametasona. (B)
Comprimento das raizes de plantulas da linha de Arabidopsis transformada com cardosina B, ndo induzidas (B-) e
induzidas (B+) com dexametasona. (C) Comparacdo do comprimento das raizes de plantulas de linhas transgénicas

induzidas de Arabidopsis (A+ e B+) e wild type. Os valores correspondem a média de 17-28 plantulas.
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3.1.2.2. Namero de raizes laterais

No que diz respeito ao numero de raizes laterais (Figura 3.11), nas plantas wild type
este foi aumentando de forma gradual até ao 7° dia, a partir do qual comecou a aumentar de
forma exponencial até atingir em média 20,7 raizes laterais por planta (Figura 3.11).

0 numero de raizes laterais nas plantas com a construcdo que codifica para a cardosina
A foi semelhante tanto nas induzidas (A+) como nas nao induzidas (A-), praticamente nao
existindo raizes laterais (Figura 3.11A). Estas comecaram a aparecer e aumentar, principalmente
a partir do 7° dia até uma média de 6 e 5,5 raizes laterais por planta ao 12° dia nas plantas A+
e A- respectivamente (Figura 3.11A).

O numero de raizes laterais nas plantas com a construcdo que codifica para a cardosina
B induzidas (B+) foi ligeiramente superior em relacado ao das plantas nao induzidas (B-) ao longo
do tempo (Figura 3.11B). No entanto, em ambos os casos, o numero de raizes laterais foi
aumentando de forma gradual até ao 12° dia, em que as plantas induzidas atingem uma média
de 8 raizes laterais por planta, e as ndo induzidas uma média de 5,2 raizes laterais Figura
3.11B).

Comparando com as plantas wild type, o numero de raizes laterias total no final do
ensaio era quatro vezes menor nas plantas transformadas com cardosina A (Figura 3.11C). Tal
como no caso das plantas transformadas com cardosina A, comparando com as plantas wild
type, 0 numero de raizes laterais total no final do ensaio era quatro vezes menor nas plantas
transformadas com cardosina B (Figura 3.11C). No entanto as plantas transformadas com a
construcao que codifica para a cardosina B possuiam um maior niumero de raizes laterais que as

plantas transformadas com a construcao que codifica para a cardosina A (Figura 3.11).
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Figura 3.11 — Comparaciao entre o numero de raizes laterais de plantulas de linhas transgénicas de
Arabidopsis e wild type. (A) Nimero de raizes laterais de plantulas da linha de Arabidopsis transformada com
cardosina A, nao induzidas (A-) e induzidas (A+) com dexametasona. (B) Numero de raizes laterais de plantulas da
linha de Arabidopsis transformada com cardosina B, nao induzidas (B-) e induzidas (B+) com dexametasona. (C)
Comparacao entre o numero de raizes laterias de plantulas de linhas transgénicas induzidas de Arabidopsis (A+ e

B+) e wild type. Os valores correspondem a média de 17-28 plantulas.
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3.1.2.3. Namero de flores

No que respeita ao numero de flores, este comecou a ser contabilizado a partir do 18°
dia, ou seja, 6 dias apods se transferirem as plantas para substrato sélido, que corresponde ao
periodo em que comecam a surgir as hastes florais (Figura 3.12).

As plantas wild type apresentaram um desenvolvimento mais rapido do que as plantas
transgénicas, comecando as flores, e mais tarde as siliquas, a aparecer mais cedo nestas
plantas (Figura 3.12). O numero de flores das plantas wild fype aumenta de forma exponencial
até ao 30° dia, em que apresenta uma média de 26,9 flores por planta, comecando a diminuir
posteriormente, correspondendo esta diminuicdo ao aparecimento das siliquas (Figura 3.12).

Nas plantas transformadas com a construcdo que codifica a cardosina A e depois de
induzidas (A+), o numero de flores vai aumentando de forma linear até ao 33° dia, onde atinge
uma média de 27,8 flores por planta (Figura 3.12A). Nas plantas com a mesma construcéo,
mas nao induzidas (A-), o numero de flores vai aumentando de forma gradual até ao 26° dia, e
neste ponto sofre um aumento um pouco mais acentuado até uma média de 19,7 flores por
planta ao 33° dia (Figura 3.12A). A partir deste dia deixou de se contabilizar o numero de flores,
nado de verificando por isso a diminuicdo do numero das mesmas.

Quanto ao numero de flores nas plantas transformadas com a construcado que codifica
para a cardosina B, e depois de induzidas (B+), este vai aumentando de forma gradual até uma
média de 22,9 flores por planta ao 33° dia (Figura 3.12B). Nas plantas nao induzidas (B-) o
numero de flores por planta vai aumentando gradualmente, sendo este aumento mais acentuado
a partir do 26° dia, ao 33° dia estas plantas possuem em meédia 19,9 flores por planta (Figura
3.12B).

As plantas transgénicas nao induzidas comportaram-se de forma idéntica as plantas
induzidas (Figura 3.12). No entanto, nas ndo induzidas podemos verificar que as plantas da linha
da cardosina A possuem um maior numero de flores no final dos 33 dias de experiéncia,
relativamente as restantes plantas transgénicas (Figura 3.12A). Como referido anteriormente, as
plantas wild type possuem um maior nimero de flores desde o inicio em relacao aos restantes
grupos de plantas, com excepcao das plantas A+ que, embora mais tarde, atingem valores

maiores de flores (Figura 3.12C).
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Figura 3.12 — Comparaciao do nimero de flores de plantas de linhas transgénicas de Arabidopsis e
wild type. (A) Numero de flores de plantas da linha de Arabidopsis transformada com cardosina A, néo induzidas
(A) e induzidas (A+) com dexametasona. (B) Numero de flores de plantas da linha de Arabidopsis transformada com
cardosina B, ndo induzidas (B-) e induzidas (B+) com dexametasona. (C) Comparacéo entre o nimero de flores de
plantas de linhas transgénicas induzidas de Arabidopsis (A+ e B+) e wild type. Os valores correspondem a média de

9-17 plantas.
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Os valores maximos atingidos (em média) nos diferentes parametros referentes a este
segundo ensaio estao representados na Tabela 3.2, onde se pode verificar com clareza um
desenvolvimento maior das plantas wild fype em relacao as plantas transgénicas, tal como no

ensaio preliminar.

Tabela 3.2 - Comparacdo dos valores maximos (média) referentes aos diferentes parametros

analisados nas plantas de linhas transgénicas de Arabidopsis e wild type.

Wt A+ A- B+ B- Valores
comprimento raizes (mm) 32 20 18 9 6 maximos
n° raizes laterais 20,7 5 5 7 5 ao 33° dia
n° flores 26,92 28 18 21 20 (média)

a - valor maximo (média) ao 30° dia

3.2. Coloracao histoquimica para deteccao da actividade do gene repérter GUS nas

flores

Recolheram-se flores fechadas e abertas pertencentes a linhas transgénicas de
Arabidopsis com expressao indutivel e estavel de cardosina A e cardosina B. Foram recolhidas
flores previamente induzidas com Dex e flores ndo induzidas, servindo estas ultimas de controlo.
Sujeitaram-se as flores a coloracéo histoquimica da B-glucuronidase para detectar o produto do
gene reporter presente na construcdo. A B-glucuronidase metaboliza o substracto X-Gluc
formando um precipitado de cor azul. A deteccdo do precipitado azul num determinado tecido ¢
indicativa da expressao do transgene nesse mesmo tecido, ja que o transgene e o repérter estdo
sob accao do mesmo promotor.

Tanto as flores fechadas como as abertas da linha de cardosina A induzida apresentam
uma coloracao azul em quase toda a flor, enquanto no que se refere as flores da mesma linha
nao induzidas, apenas uma flor fechada (em doze flores testadas) e uma flor aberta (em quatro
flores testadas) apresentavam coloracado azul ténue, provavelmente resultado de uma falha de
manipulacéo (Figura 3.13).

Metade das flores abertas da linha de cardosina B induzida apresentava coloracdo azul
apenas em parte da flor (Figura 3.13). Tanto as flores fechadas induzidas, como as flores

fechadas e abertas nao induzidas, nao apresentavam qualquer coloracao azul (Figura 3.13).
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Figura 3.13 — Deteccao histoquimica in situ da expressao do gene reporter Gus em flores de linhas
transgénicas de Arabidopsis. Foram utilizadas flores fechadas (a, c, e, g) e abertas (b, d, f, h) de linhas de
Arabidopsis transformadas com cardosina A (a-d) e B (e-h), ndo induzidas (a-b, e-f) e induzidas (c-d, g-h) com

dexametasona. O precipitado azul corresponde a expressao /7 sifu do gene reporter.

3.3. Localizacao das cardosinas A e B nas flores

De modo a estudar a localizacdo das cardosinas A e B nas flores de A. thaliana,
recolheram-se flores abertas e fechadas de linhas indutiveis com expressdo estavel de cardosina
A e de cardosina B, induzidas desde o inicio (Dex) e induzidas aquando do aparecimento das
hastes florais (Dex).

Foi realizada imunolocalizacdo das cardosinas A e B em linhas induzidas desde o inicio e
induzidas aquando do aparecimento das hastes com anticorpos especificos para cada cardosina.
Como controlo da especificidade do anticorpo secundario, realizou-se também, uma

imunolocalizacdo em linhas induzidas desde o inicio sem o anticorpo primario. Realizou-se ainda

52



imunolocalizacdo em plantas nao induzidas com o anticorpo primario de modo a aferir a
especificidade do mesmo.

Os resultados foram avaliados por microscopia confocal de varrimento a laser (CLSM) e
para recolha das imagens foram utilizados dois comprimentos de onda de excitacdo, um de 488
nm revelando, a verde, a marcacao relativa ao anticorpo secundario associado as cardosinas, e
outro de 514 nm que permite captar a autofluorescéncia natural das estruturas celulares, a
vermelho. Estas duas imagens captadas foram posteriormente sobrepostas. No caso das flores
fechadas observaram-se cortes de estigma, ovario e anteras, enquanto nas flores abertas
restringiu-se o estudo aos tecidos do ovario, porque 0s restantes orgaos encontravam-se ja em
estado avancado de desenvolvimento e ndo foi possivel obter seccées e imagens em bom
estado.

Através da observacdo ao microscopio Optico, e numa baixa ampliacao, pdde-se
identificar algumas diferencas anatdémicas entre as flores fechadas e as flores abertas. As flores
fechadas mantinham, na sua maioria, total integridade podendo observar-se o estigma, os
ovarios e as anteras (Figura 3.14 a). Em algumas flores fechadas, o estigma encontrava-se
desenvolvido sendo possivel observar as papilas estigmaticas. Os dévulos ndo se encontravam
diferenciados, no entanto, na maioria dos casos, era possivel observarem-se 0s graos de pélen
dentro das anteras, que estavam ainda fechadas (Figura 3.14 a). Nos ovarios das flores abertas
era possivel observar os o6vulos diferenciados com nucelo e o saco embriondrio bem
individualizados (Figura 3.14 b). Em alguns casos observaram-se anteras ja deiscentes e sem

graos de polen e estigmas desintegrados com citoplasma retraido.
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Figura 3.14 - Seccdes longitudinais de flores de Arabidopsis. a - Flor fechada. b - Flor aberta. E possivel
se observar graos de pdlen (gp) nas anteras (A) na flor fechada (a). Também & possivel se distinguir os diferentes

estadios de desenvolvimento dos dévulos (Ov) dentro dos ovarios das flores fechada (a) e aberta (b).

3.3.1. Localizacao da cardosina A em flores

Relativamente as plantas transformadas com a construcédo que codifica para a cardosina
A Dex#, nas flores fechadas era possivel observar uma marcacao pontuada no citoplasma e em
alguns vacuolos das células corticais do estigma, imediatamente abaixo das papilas estigmaticas
(Figura 3.15 a-c). Nas restantes células do estigma apenas se observou marcacao no citoplasma
e em muito menor quantidade (Figura 3.15 a-c). Quanto a zona do ovario observou-se uma
marcacao pontuada, mais acentuada no citoplasma das células da zona central da maioria dos
ovulos, embora também fosse possivel observar marcacao no citoplasma das restantes células
do ovario, embora com menor intensidade (Figura 3.15 d-f). Nas anteras era visivel marcacéao no
citoplasma do interior dos graos de pdlen ja maduros, assim como no citoplasma e em alguns
vacuolos das células do tapete (Figura 3.15 g-). Na zona do endotécio nao parecia haver
marcacao, no entanto, na restante antera existia alguma fluorescéncia, sendo esta mais
proeminente nas células do tapete, graos de pdlen e nos vasos condutores na zona de insercao
do estilete (Figura 3.15 g-i).

Relativamente a flor aberta observou-se marcacao no citoplasma das células do ovario,
sendo esta marcacao mais evidente na zona central dos évulos, isto &, na zona do nucelo e saco

embrionario (Figura 3.15 jl).
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Figura 3.15 — Imunolocalizacao de cardosina A em seccoes de flores de linhas transgénicas de
Arabidopsis induzidas com dexametasona aquando do aparecimento de hastes florais. Nas flores
fechadas, a marcacéo de cardosina A foi detectada nas células do estigma (a-c) principalmente nas células corticais
(Cc) abaixo das papilas estigmaticas (Pe). Foi também observada marcacdo na zona central dos évulos (d-f), e nos
vacuolos e citoplasma das células do tapete (T) das anteras (g-i). Nas flores abertas a cardosina A foi detectada com
maior intensidade na zona do nucelo (N) dos évulos (ov) (j-I). As setas vermelhas indicam marcagdo nos vacuolos,

enquanto as setas brancas indicam a marcacdo no citoplasma das células. A marcacdo foi detectada a verde
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(imagens a esquerda) e a autofluorescéncia a vermelho (imagens centrais). As imagens a direita correspondem a

sobreposicao das anteriores.

Quanto as plantas transformadas com a construcao que codifica para a cardosina A Dex'
observou-se uma marcacdo menos acentuada relativamente a observada nas plantas induzidas
apenas apos o aparecimento da haste floral (Figuras 3.15 e 3.16).

No que respeita as flores fechadas verificou-se uma marcacdo pontuada no citoplasma
das células do estigma, principalmente na zona cortical, logo abaixo das papilas estigmaticas
(Figura 3.16 a<c). O mesmo tipo de marcacédo era também observado ao nivel das células das
papilas (Figura 3.16 a-c). Nos restantes tecidos do estigma a marcacao nédo era tao evidente. Em
relacao ao ovario péde-se observar uma marcacao pontuada no citoplasma das células podendo-
se distinguir o nucleo que apresentava uma coloracdo alaranjada, e os vacuolos (a preto),
principalmente nos oévulos (Figura 3.16 d-f). Nas anteras observou-se uma marcacdo pontuada
no citoplasma das células do cortex, principalmente na zona de insercdo do filete (Figura 3.16 g-
i). Também foi possivel observar-se marcacao no interior dos vacutolos das células do tapete e
graos de pdlen, sendo esta marcacdo muito menos acentuada que nas plantas Dex* (Figura 3.16
gi).

Quanto a flor aberta verificou-se marcacao no citoplasma das células do ovario com
maior realce na zona correspondente ao nucelo e ao saco embrionario (Figura 3.16 g-i).

Em todas as situacdes a marcacao observada nas plantas Dex' foi menos acentuada que

nas plantas Dext (Figuras 3.15 e 3.16).
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Figura 3.16 — Imunolocalizacdao de cardosina A em seccoes de flores de linhas transgénicas de
Arabidopsis induzidas com dexametasona desde o inicio da germinacao. Nas flores fechadas, a marcagéo
de cardosina A foi detectada nas células do estigma tanto nas células corticais (Cc) como nas papilas estigmaticas
(Pe) (a-c), células do ovulo (Ov) (d-f), células do tapete (T) e graos de pdlen (gp) nas anteras (g-i). Nas flores abertas
a marcacao de cardosina A foi detectada com maior intensidade na zona do nucelo (N) dos 6vulos (Ov) (j-). As setas
vermelhas indicam a marcacao nos vacuolos, enquanto as setas brancas indicam a marcacao no citoplasma das
células. A marcacdo foi detectada a verde (imagens a esquerda) e a autofluorescéncia a vermelho (imagens

centrais). As imagens a direita correspondem a sobreposicdo das anteriores.
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Relativamente as plantas transformadas com cardosina A, e observando os controlos
(sem anticorpo primario) de plantas induzidas com Dex desde o inicio detectou-se uma coloracao
alaranjada consistente com a sobreposicao do verde e do vermelho, nao havendo por isso
marcacdo nessas zonas e confirmando que o anticorpo secundario nao se liga inespecificamente
a estes tecidos (Figura 3.17 coluna esquerda).

No entanto, nos controlos de plantas sem inducdo e nos quais foi realizada
imunolocalizacdo com anti-A, observou-se alguma fluorescéncia verde que devera corresponder a
uma marcacao inespecifica em alguns espacos intercelulares e também dentro das células dos
ovarios das flores abertas (Figura 3.17 h). No caso das flores fechadas esta marcacdo também
foi possivel ser observada tanto no ovario como no estigma e anteras, embora com menor

intensidade que no caso das flores abertas (Figura 3.17 coluna direita).

58



Figura 3.17 — Controlos de imunolocalizacao da cardosina A em seccoes de flores de linhas
transgénicas de Arabidopsis. Coluna esquerda - plantas induzidas desde o inicio do desenvolvimento, nas
quais foi realizada imunolocalizacdo sem anticorpo primario; coluna direita — plantas ndo induzidas -secc¢des
incubadas com anti-cardosina A e com Alexa Fuore 488 associado ao anticorpo secundario. Foi possivel ver-se nas
imagens seccdes de estigmas evidenciando as papilas estigmaticas (Pe) (a-b), ovarios com oévulos (Ov) (c-d) e
anteras evidenciando as células do tapete (T) e gréos de polen (gp) (e-f) de flores fechadas (a-f) e dvulos (Ov) de

flores abertas (g-h). Nas plantas nao induzidas, foi detectada alguma marcacdo (setas brancas) nas anteras das
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flores fechadas, assim como nos 6vulos das flores abertas. As imagens apresentadas correspondem a sobreposicdo

da fluorescéncia obtida com o Alexa 488, a verde, e a autofluorescéncia, a vermelho.

3.3.2. Localizacao da cardosina B em flores

Relativamente as plantas transformadas com a construcéo que codifica para a cardosina
B Dext pbde-se observar uma marcacao verde pontuada no citoplasma das células do estigma
das flores fechadas, principalmente nas células do cortex (Figura 3.18 a-c). Fortuitamente notou-
se uma marcacao pontuada nos espacos intercelulares e junto a parede das células, assim
como na cuticula que reveste as papilas estigmaticas (Figura 3.18 a-c). Nos ovarios das flores
fechadas verificou-se marcacdo no interior das células no citoplasma, esta marcacdo estava
presente em todo ovario, principalmente no ovulo (Figura 3.18 d-f). Verificou-se marcacdo
ocasional no ovario junto das paredes celulares e espacos intercelulares, sendo esta marcacao
visivel também nas anteras (Figura 3.18 d-i). Neste 6rgdo pdde-se observar marcacao pontuada
no citoplasma dos graos de polen e nas células do tapete (Figura 3.18 g-i).

Relativamente a flor aberta, observou-se marcacdo no citoplasma das células do ovario,
principalmente do ¢vulo. No entanto, na zona central no 6vulo correspondente ao saco
embrionario e nucelo néo se verificou uma marcacao acentuada (Figura 3.18 j).

Comparando os orgdos florais analisados neste estudo, a marcacdo no ovario das flores
fechadas e abertas foi a mais evidente nas plantas transformadas com cardosina A (Figuras 3.15

e 3.18 cf)
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Figura 3.18 - Imunolocalizacdao de cardosina B em seccoes de flores de linhas transgénicas de
Arabidopsis induzidas com dexametasona aquando do aparecimento de hastes. Nas flores fechadas, a
marcacao de cardosina B é detectada nas células corticais (Cc) e papilas estigmaticas do estigma (a-c), nas células
dos ovulos (Ov) (d-f), e células do tapete (T) e graos de pdlen (gp) nas anteras (A) (g-). Nas flores abertas, a
marcacdo de cardosina B foi detectada em todo o 6vulo (Ov) com excepcédo da zona do nucelo (N) (j-I). As setas
brancas indicam a marcacao no citoplasma das células. A marcacéo foi detectada a verde (imagens a esquerda) e a

autofluorescéncia a vermelho (imagens centrais). As imagens a direita correspondem a sobreposicao das anteriores.
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No que respeita as plantas transformadas com a construcdo que codifica para a
cardosina B induzidas desde o inicio observou-se, nas flores fechadas, alguma marcacao
pontuada no citoplasma das células do estigma, assim como na cuticula que reveste as papilas
estigmaticas (Figura 3.19 a-c). No ovario a marcacao foi detectada no citoplasma das células,
principalmente na zona do dvulo (Figura 3.19 d-f). Nas anteras a marcacdo mais notéria
encontrava-se no citoplasma e em alguns vacuolos das células do tapete, embora também fosse
possivel observar marcacdo no citoplasma das restantes células da antera, incluindo nos graos
de polen (Figura 3.19 g-i). Por toda a flor fechada foi possivel verificar-se, nos érgaos observados,
alguma marcacao pontuada nos espacos intercelulares e junto a parede celular.

Na flor aberta pode-se observar alguma marcacao no citoplasma do ovario, incluindo nos
ovulos, nos quais ndo se verifica marcacao evidente na zona do saco embrionario (Figura 3.19 j-
l).

A marcacdo observada nas plantas transformadas com cardosina B foi menor
relativamente a marcacdo observada nas plantas transformadas com cardosina A. No entanto,
considerando apenas as plantas a expressar cardosina B observou-se uma maior marcacao nas
plantas Dex* em relacdo as plantas Dex no que respeita aos ovarios das flores abertas e

fechadas (Figuras 3.18 e 3.19).
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Figura 3.19 - Imunolocalizacdao de cardosina B em seccdes de flores de linhas transgénicas de
Arabidopsis induzidas com dexametasona desde o inicio da germinagao. Nas flores fechadas, a marcagéo
de cardosina B foi detectada nas células corticais (Cc) e papilas estigmaticas (Pe) do estigma (a-c), nas células do
ovulo (Ov) (d-f), nas células do tapete (T) e grdos de polen (gp) nas anteras (g-i). Nas flores abertas, a marcacao de
cardosina B foi detectada nas células do 6vulo (Ov) com excepcao da zona do saco embrionario (Se) (j-I). As setas

vermelhas indicam a marcacao nos vacuolos, enquanto as setas brancas indicam a marcagdo no citoplasma das
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células. A marcacdo foi detectada a verde (imagens a esquerda) e a autofluorescéncia a vermelho (imagens

centrais). As imagens a direita correspondem a sobreposicdo das anteriores.

Os controlos das plantas Dex, nas quais foi realizada imunolocalizacdo sem anti-B, nao
apresentavam a fluorescéncia verde relativa ao anticorpo secundario, tal como se verificou nas
mesmas plantas onde se realizou a imunolocalizacdo com anticorpo primario (Figura 3.19 e
figura 3.20 coluna esquerda). Contudo, nos controlos de imunolocalizacdo de plantas nao
induzidas foi possivel observar alguma fluorescéncia verde nos espacos intercelulares e junto as
paredes das celulares (Figura 3.20 coluna direita). Mais raramente observou-se essa marcacao
nos vacuolos das células e por vezes no citoplasma. Este tipo de marcacao ocorreu nos estigmas
mas principalmente nas anteras e ovarios das flores fechadas (Figura 3.20 b, d, f). Nas flores
abertas também foi possivel observar este tipo de marcacdo nos espacos intercelulares junto as

paredes celulares, e mais raramente no citoplasma das células dos ovarios (Figura 3.20 h).
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Figura 3.20 - Controlos de imunolocalizacao da cardosina B em seccoes de flores de linhas
transgénicas de Arabidopsis. Coluna esquerda — plantas induzidas desde o inicio do desenvolvimento, seccoes
sem anticorpo primario; coluna direita — plantas nao induzidas, seccbes incubadas com anti-cardosina B e com
Alexa Fuor® 488 associado ao anticorpo secundario. Foi possivel ver-se nas imagens seccdes de estigmas,
mostrando as papilas estigmaticas (Pe) (a-b), ovarios com oévulos (Ov) (c-d) e anteras, evidenciando as células do
tapete (T) e graos de poélen (gp) (e-f), de flores fechadas (a-f) e ovarios de flores abertas (g-h). Nas plantas nao

induzidas, nas flores fechadas, foi detectada alguma marcacao (setas brancas) nos espacos intercelulares e, por
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vezes, dentro das células, no estigma (b), no ovario (d), antera (f) e do ovario das flores abertas (h). As imagens
apresentadas correspondem a sobreposicdo da fluorescéncia obtida com o Alexa 488, a verde, e a

autofluorescéncia, a vermelho.

De modo a se evidenciar comparativamente a localizacdo das cardosinas A e B nas
flores de Arabidopsis transformadas com as respectivas construcdes, foi elaborada uma tabela,
onde se pode verificar que a localizacdo das cardosinas A e B é maioritariamente citoplasmatica,
com excepcao das células do tapete, em ambos grupos de plantas transformadas com as
construcées que codificam para a cardosina A (induzidas desde o inicio e aquando do
aparecimento das hastes) ou para a cardosina B (induzidas desde o inicio), e grdos de pdlen,
nas plantas transformadas com a construcdo que codifica para a cardosina A induzidas desde o

inicio (Tabela 3.3).
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Tabela 3.3 - Sintese e comparacao da localizacao das cardosinas A e B nas plantas transgénicas

induzidas desde o inicio (Dex I) e aquando do aparecimento das hastes florais (Dex H).

Cardosina A Cardosina B
Dex H Dex | Dex H Dex |
citoplasma
(marcacao mais
evidente nas
cuticula e cuticula e
Estigma células corticais | citoplasma
citoplasma | citoplasma
abaixo das
papilas
estigmaticas)

Papilas estigmaticas Citoplasma citoplasma | citoplasma | citoplasma Flor
Ovario Citoplasma citoplasma | citoplasma | citoplasma fechada
Ovulos Citoplasma citoplasma | citoplasma | citoplasma

citoplasma e citoplasma citoplasma
vacuolos das e vacuolos e vacuolos
Antera citoplasma
células do das células das células
tapete do tapete do tapete
Graos de polén Citoplasma vacuolos citoplasma | citoplasma
Ovario Citoplasma citoplasma | citoplasma | citoplasma
citoplasma
citoplasma (marcacdo | citoplasma Flor
i (marcacao mais mais (excepto
Ovulos citoplasma aberta
evidente na evidente na zona
zona nucelar) zona nucelar)
nucelar)
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3.3.3. Estudos preliminares de imunolocalizacao intracelular da cardosina A

Foram iniciados estudos de imunolocalizacdo por microscopia electronica com
anticorpos especificos para a cardosina A em flores de linhas de Arabidopsis a expressar
cardosina A induzidas aquando do aparecimento das hastes florais, de forma a se poder
visualizar a localizacao das cardosinas utilizou-se ouro coloidal conjugado com o anticorpo
secundario. Como controlo utilizaram-se cortes sem o anticorpo primario.

Observaram-se cortes de ovario e anteras de flores abertas (Figura 3.21); contudo, os
resultados obtidos vieram mostrar que de um modo geral a técnica necessita de optimizacao
quer a nivel de fixacdo (sem se perder a antigenicidade) quer a nivel de concentacdo de
anticorpos durante as incubacdes.

Observando os cortes obtidos nao parecia haver uma localizacdo preferencial da
cardosina A nas células podendo este facto estar relaccionado com a concentracdo de
anticorpos durante a incubacao. Ao nivel dos feixes vasculares e das células do ovario a
marcacdo foi ocasionalmente detectada (Figura 3.21A e B), sendo mais consistente quer nas

ornamentacdes de exina dos graos de polen, quer no interior de microvacuolos (Figura 3.21C).

Figura 3.21 - Imunolocalizacao da cardosina A em seccdes de ovarios e anteras de flores abertas de

linhas transgénicas de Arabidopsis. (A) Feixe vascular onde é possivel se observar os elementos de vaso do
xilema (Ampliacdo: 7000X). (B) Célula do ovario, onde é possivel observar-se o ntcleo (N) com o nucléolo (nc) e o
vacuolo (v) (Ampliacdo: 12000X). (C) Grao de polen, onde se pode observar microvacuolos no seu interior (mc) e a

exina (E) (Ampliacdo: 12000X). As setas vermelhas indicam a marcacao correspondente ao ouro coloidal.
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4. Discussao

69



As cardosinas A e B acumulam-se nas flores e sementes de Cynara cardunculus. Estas
duas cardosinas apresentam uma elevada homologia, no entanto, foram localizadas em
diferentes locais da flor de cardo, a cardosina A foi localizada nos vacuolos de armazenamento
proteico das papilas estigmaticas (Ramalho-Santos ef a/, 1997), enquanto a cardosina B foi
localizada na matriz extracelular do tecido de transmissao (Vieira et a/, 2001). Estas proteinas
tornaram-se, por isso, um modelo apelativo para o estudo das suas funcdes e trajecto
intracelular.

As cardosinas A e B foram ja estudadas em diferentes sistemas devido & dificuldade em
as estudar na planta nativa, tendo sido estudadas em tecido caloso de cardo (planta nativa)
(Oliveira et a/, 2010), e em sistemas heterdlogos como a planta do tabaco e Arabidopsis (Soares
da Costa, 2010). No entanto, até este trabalho ainda ndo se tinha realizado a caracterizacéo
fenotipica em linhas estaveis em flores de Arabidopsis, assim como nao fora estudada a

expressao e localizacao das cardosinas nas mesmas plantas.

4.1. Caracterizacao fenotipica das linhas transgénicas de Arabidopsis thaliana

Foram j& descritos casos em que a expressdo ectopica de diferentes genes poderdo
afectar o desenvolvimento das plantas em que sdo sobreexpressos. A expressdo ectopica da
proteinase aspartica PCS1 causa infertilidade masculina por impedir a deiscéncia das anteras
(Ge et al, 2005). Também a sobreexpressdo do gene CDSI0 (At2g28010) sob o controlo do
promotor 35S na planta ornamental Pelargonium aumenta o nimero de ramificacdes e causa
nanismo (Chabannes ef a/, 2009). Assim, como resposta a hipotese da expressao ectopica das
cardosinas poder afectar de alguma forma o desenvolvimento das plantas transformadas, surgiu
a necessidade de se realizar uma caracterizacao fendtipica das linhas de Arabidopsis thaliana
transformadas com as construcdes que possuem os genes das cardosinas A e B.

Nesse sentido, num estudo preliminar, mediu-se o comprimento das raizes principais e 0
comprimento da zona pilosa das raizes secundarias, o tamanho dos cotilédones e siliquas, e
altura das hastes florais principais. Contabilizou-se também, o numero de raizes laterais, hastes
florais principais, flores e siliquas. Os resultados deste primeiro ensaio revelaram um melhor
desenvolvimento das plantas wild fype comparativamente as plantas transformadas, tanto em

relacao as induzidas como as nao induzidas, em todos os parametros, levantando a hipotese
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que a insercdo de uma construcao por si s, podera de alguma forma atrasar o desenvolvimento
das plantas. No entanto, observando a Tabela 3.1 (capitulo resultados) podemos constactar que
nao se verificou, entre as plantas transformadas (tanto induzidas como nao induzidas) um grupo
de plantas com valores maximos (em média) em todos os parametros. Assim, nao foi possivel
inferir com certeza sobre o grupo de plantas transformadas que melhor se desenvolve neste
primeiro ensaio. No entanto, as plantas transformadas com os construcdes que codificam para
as cardosinas A e B induzidas (A+ e B+) parecem ter tido um desenvolvimento floral mais
acelerado em relacao as nao induzidas (A- e B-). Este dados vieram sugerir, que ao contrario do
que se esperava, a sobreexpressdo das cardosinas A e B em Arabidopsis nao influencia
negativamente o seu desenvolvimento. De um modo geral, as plantas transformadas com a
construcao que codifica para a cardosina A parecem ter um melhor desenvolvimento, revelando
que a insercao da construcao da cardosina A nas plantas utilizadas ndo despoleta um atraso no
desenvolvimento das plantas como a insercdo da construcao da cardosina B. Entre as plantas
transformadas e induzidas parece ter havido um melhor desenvolvimento nas plantas
transformadas com a construcéo que codifica para a cardosina A (A+), com excepcdo no numero
de raizes laterais e zona pilosa.

Com base nos resultados do ensaio preliminar realizou-se um segundo ensaio, no qual
se avaliou apenas alguns parametros — comprimento das raizes, numero das raizes laterais e
numero total de flores.

Estudos anteriores postulam que a dexametasona ndo afecta o desenvolvimento da
Arabidopsis, no entanto, deve ser dissolvida em DMSO (Moore et a/, 2006), como tal, na
tentativa de eliminar o possivel efeito de stresse provocado pelo DMSO, as plantas controlo
(plantas wild type e plantas transformadas ndo induzidas) foram regadas com agua contendo
DMSO a 1%. Verificou-se que tal como no primeiro ensaio, as plantas wild type apresentam um
melhor desenvolvimento em relacdo as plantas transgénicas, reforcando a ideia de que as
plantas wild type tém um melhor desenvolvimento que as plantas transformadas, quer induzidas,
quer ndo induzidas. Dentro das plantas transgénicas, as plantas transformadas com a
construcao que codifica para a cardosina A apresenta um maior comprimento da raiz e um
maior numero de flores, no entanto, as plantas transformadas com a construcdo que codifica
para a cardosina B apresentam um maior numero de raizes laterias, tal como no primeiro
ensaio. Estes resultados juntamente com o facto das plantas wild fype terem um crescimento

mais desenvolvido em relacao as plantas transformadas, sugerem que as plantas tm um
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crescimento afectado pela introducdo de uma construcao ao seu genoma nativo, no entanto,
dentro deste grupo de plantas transgénicas, as plantas transformadas com a construcao que
codifica para a cardosina A sofrem um atraso no desenvolvimento menor que as plantas
transformadas com a cardosina B. Dentro das plantas transformadas, as plantas que expressam
as cardosinas parecem corrigir um pouco esse atraso no desenvolvimento em relacdo as wild
type ja que apresentam valores mais proximos das plantas wild fype nos diferentes parametros,
embora esses valores sejam mais baixos.

Tratando-se este estudo de um ensaio preliminar deve ser repetido de forma a confirmar
os resultados seguindo as condicdes do segundo ensaio, ja que neste as plantas controlo foram
regadas com DMSO a 1%, pois as condicdes impostas pelo laboratdrio ndo permitiram a
utilizacao de um numero de plantas elevado. Para além deste estudo, realizando uma analise
fenotipica baseada em momentos chave do desenvolvimento das plantas (Boyes ef a/, 2001),
avaliando o tempo necessario para a emergéncia da radicula, dos cotilédones, desenvolvimento
da roseta, aparecimento dos gomos florais e siliquas, poderia complementar estes resultados.
Deste modo, seria possivel perceber se o menor desenvolvimento revelado pelas linhas

transgénicas se deve a um atraso na progressao dos estados de desenvolvimento.

4.2. Expressao e localizacao das cardosinas A e B nas flores

De forma a inferir sobre a expressdo das cardosinas A e B nas plantas transgénicas, foi
realizada uma coloracdo histoquimica para deteccdo da actividade do gene reporter GUS nas
flores. Tal como esperado, as flores fechadas e as flores abertas das plantas transformadas com
a construcdo que codifica para a cardosina A induzidas com Dex apresentavam coloracdo azul,
sugerindo que a houve expressdo do gene repérter GUS e consequentemente expressdo da
cardosina A, ja que a expressao do sistema utilizado neste estudo é bidireccional, como
explicado anteriormente no capitulo da introducdo. No caso das plantas transformadas com a
construcao que codifica para a cardosina B, nao se verificou a mesma coloracao azul nas flores
fechadas e nas flores abertas, apenas metade apresentavam coloracao azul, contudo, estes
resultados podem dever-se a alguma falha na técnica de deteccdo da actividade da P-

glucoronidase, ja que quando efectuada imunolocalizacdo houve deteccdo de marcacdo. No
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entanto, é ainda necessario validar estes resultados através de técnicas de Western-blotting e RT-
PCR.

O promotor presente nas construcdes usadas neste trabalho, como referido
anteriormente, foi o pOp6 que é um promotor quimérico com o promotor minimo constitutivo
CaMV 35S, e por isso, ¢ capaz de permitir a expressdo em toda a planta. Deste modo, era
esperada uma expressao das cardosinas A e B em todos os tecidos das plantas transformadas e
induzidas, o que se verificou, ja que foi realizada imunolocalizacdo das cardosinas A e B, e foi
detectada marcacao respeitante as diferentes cardosinas em todos os tecidos observados. No
entanto, apesar de se observar uma marcacao generalizada em todos os tecidos, foi observada
marcacao preferencial em alguns tecidos em detrimento de outros, em ambos grupos de plantas
transformadas com as construcdes que codificam para a cardosina A ou cardosina B.

Conhecem-se até a data 3 proteinases asparticas de Arabidopsis que se expressam nas
flores, sendo elas a Al, A2 e A3. E também conhecido que as APs Al e A3 expressam-se nas
pétalas e carpelos, e também nas camadas exteriores da antera no inicio do desenvolvimento
floral, enquanto a A2 tem uma expressao fraca no tecido de transmissdo (Chen ef a/, 2002). No
entanto, nos contolos, ndo se verificou marcacdo em nenhum grupo de plantas transformadas
com as construcdes que codificam para a cardosina A ou B, revelando que os anticorpos usados
contra as cardosinas ndo reconhecem as proteinases asparticas endogenas presentes nas flores
de Arabidopsis.

Em estudos anteriores, a cardosina A foi localizada nas papilas estigmaticas da flor de
cardo (Ramalho-Santos ef a/, 1997). No presente estudo, apesar de se ter localizado cardosina A
nas papilas estigmaticas, a localizacdo mais evidente foi observada na nas células corticais do
estigma situadas abaixo das papilas estigmaticas das flores de Arabidopsis thaliana. Esta
marcacdo foi visualizada nas plantas transformadas com a construcdo que codifica para a
cardosina A induzidas desde o inicio e induzidas aquando o aparecimento das hastes principais.
Ainda nestas plantas foi possivel observar-se marcacdo no citoplasma das células dos ovarios,
incluindo nos ovulos, quer nas flores abertas ou fechadas. Também foi observada marcacéo
referente a cardosina A na antera, principalmente nas células do tapete. Nestas foi observada
marcacao nos vacuolos e citoplasma nas plantas induzidas aquando o aparecimento das hastes
e nos vacuolos nas plantas induzidas desde o inicio. Também nos graos de polén se verificou
uma diferenca na localizacao da cardosina A nas plantas induzidas aquando o aparecimento das

hastes em relacao as plantas induzidas desde o inicio, tendo sido observada marcacdo no
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citoplasma e nos vacuolos respectivamente. Para além destas diferencas na localizacao da
cardosina A nas plantas induzidas desde o inicio e induzidas aquando o aparecimento das
hastes, foi também visivel uma marcacao ligeiramente mais acentuada em todos os estadios,
das plantas induzidas a meio do seu desenvolvimento em relacéo as induzidas desde o inicio.
Este conjunto de resultados sugere que devera haver um mecanismo de controlo da
sobrexpressdo da cardosina na planta da Arabidopsis, ou entdo, as plantas, apesar de
transformadas com a construcdo que codifica para a cardosina A, ndo expressando desde o
inicio, ndo sentirao um possivel stress causado pela sobrexpressao, sendo assim capazes de
expressar melhor a cardosina quando é adicionado o glucocorticoide (Dexametasona) as plantas.

Quanto as plantas transformadas com a construcdo que codifica para a cardosina B
induzidas (quer desde o inicio do desenvolvimento, quer aquando do aparecimento das hastes
principais), nas flores fechadas verficou-se marcacdo no citoplasma do estigma, e também na
cuticula que reveste as papilas estigmaticas, assim como no citoplasma das células dos ovarios,
incluindo os dvulos. Nas anteras para além de se observar marcacao no citoplasma das células,
incluindo no citoplasma dos graos de polen, também se observou, nas plantas induzidas desde o
inicio, em vacuolos das células do tapete, como se verficou também nas plantas transformadas
com a construcdo que codifica para a cardosina A. Ao contrario do descrito por Figueiredo e
colaboradores (2006) nas flores de cardo, nas flores abertas de Arabidopsis ndo se observou
marcacao na zona do nucelo dos 6vulos em flores de Arabidopsis. No entanto, é necessario ter
em conta que é muito dificil fazer um paralelismo de estadios de desenvolvimento dos évulos
das flores de Arabidopsis e de cardo, podendo ser este o motivo da diferenca de expressao da
cardosina B nas duas plantas. Por outro lado, a planta de Arabidopsis tem mecanismos de
controlo que podem interferir com a expressao de determinados genes, mesmo utilizando um
promotor constitutivo. A marcacao de cardosina B observada, & também oposta a que se
verificou nas plantas trasnformadas com a construcao que codifica para a cardosina A, onde se
observou uma marcacdo mais evidente na zona do nucelo dos ovulos das flores abertas,
evidenciando que a cardosina A, apesar de muito semelhante estrutural e filogeneticamente a
cardosina B, pode ter mecanismos de actuacao e funcoes diferentes.

A cardosina B, embora menos seja menos abundante que a cardosina A nas flores de
cardo, tem uma actividade proteolitica maior que a cardosina A, assim como uma especificidade

de substractos mais abrangente (Ramalho-Santos ef a/, 1996), estes factos podem levar para

74



uma sensibilidade diferente da planta Arabidopsis as diferentes cardosinas, levando a niveis e
padrdes de expressao diferentes nas plantas transgénicas.

Para além do interesse na sua funcado, as cardosinas A e B tém sido estudadas no
sentido de elucidar as suas vias de transito. Em estudos anteriores, a cardosina A foi apontada
como sendo vacuolar em cardo (Ramalho-Santos ef a/ 1997), mas também em sistemas
heterologos como Arabidopsis e tabaco (Duarte, 2008 e Pereira, 2008). Por outro lado a
cardosina B foi inicialmente detectada na matriz extracelular do tecido de transmissao (Vieira et
al, 2001) tendo sido mais recentemente observada a nivel vacuolar em tecidos sujeitos a morte
celular programada, no ovario de cardo (manuscrito em preparacdo). Estudos recentes
mostraram que quando expressa em sistemas heterologos, a cardosina B é vacuolar podendo
ser secretada em determinadas circunstancias (Soares da Costa, 2009). Desta forma foi
sugerido que a acumulacao na parede pode ser a excepcao € nao a regra para a cardosina B
(Soares da Costa ef a/, 2010). O mesmo foi observado em Arabidopsis, em que dependendo do
tecido a localizacdo intracelular de ambas as cardosinas varia: em sementes a forma madura da
cardosina B ¢ secretada (Oliveira, 2009); ja nas folhas a mesma cardosina é vacuolar e também
secretada. No presente trabalho ambas as cardosinas parecem acumular-se, de uma forma
geral, no citoplasma nas flores de Arabidopsis. No entanto, nas plantas transformadas com a
construcao que codifica para a cardosina A foi possivel observar-se cardosina A , nos vacuolos e
citoplasma das células do tapete, em ambos os grupos de plantas induzidas no inicio do
desenvolvimento e aquando do aparecimento das hastes florais, e também nos vaculos dos
graos de polen nas plantas induzidas desde o inicio e nao nas plantas induzidas aquando do
aparecimento das hastes florais, sugerindo que neste caso a proteina possa ser vacuolar , mas
quando a inducao da expressao é feita a meio do desenvolvimento das plantas, ndo ha o tempo
necessario para que a proteina atinja o seu destino final. O mesmo parece acontecer com a
cardosina B nas células do tapete, ja que também foi possivel localizar-se a cardosina B nos
vacuolos das células do tapete da antera, ambos os casos em flores fechadas. No entanto o grau
de desenvolvimento da antera, assim como o momento da inducdo, poderao também estar
relaccionados com as diferencas nas localizacdes de ambas as cardosinas, nao descartando por
isso a hipotese de ambas se poderem comportar como sendo vacuolares nestes orgdos das
flores de Arabidopsis. Resumindo, de um modo geral, o direccionamento das cardosinas parece
estar dependente do tipo de célula e tecido em que estdo a ser expressas. Ha uma

especializacao das vias de transito que de certa forma pode ser responsavel pela diferente
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localizacao observada nos diferentes tipos de células. No entanto, ainda muito trabalho ha ainda
a fazer de forma a corroborar estes resultado e a elucida-los.

Em trabalhos futuros, pretendem-se elaborar construcées com os promotores nativos
das cardosinas e posteriormente transfomar Arabidopsis. Estes promotores foram ja isolados e
testados por Pimentel e colaboradores (2007). Desta forma poder-se-a estudar a expressao das
cardosinas sobre a accdo dos respectivos promotores e estabelecer comparacées com o0s

resultados obtidos com o promotor constitutivo.
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5. Conclusao
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Este trabalho foi importante na medida em que trouxe novos conhecimentos no estudo
das cardosinas utilizando a Arabidopsis thaliana como sistema heterdlogo.

Com este trabalho podemos confirmar que a Arabidopsis ¢ um modelo capaz de
expressar estavelmente as cardosinas A e B, sem que seja afectada a viabilidade e fertilidade
das plantas. No entanto, o desenvolvimento ¢ afectado, sendo que as plantas wild fype possuem
um desenvolvimento mais rapido em relacdo as plantas transformadas. Apesar deste atraso no
desenvolvimento, as plantas transformadas desenvolvem-se normalmente e produzem
descendéncia viavel. De modo a complementar este estudo seria interessante efectuar uma
analise fenotipica baseada em momentos chave do desenvolvimento das plantas, avaliando o
tempo necessario para a emergéncia da radicula, dos cotilédones, desenvolvimento da roseta,
aparecimento dos gomos florais e siliquas.

A expressao das cardosinas foi avaliada recorrendo a coloracao histoquimica para
deteccdo da actividade do gene reporter GUS nas flores e imunolocalizacdo associada a
microscopia oOptica e electronica. Estes resultados revelaram que as cardosinas eram bem
expressas nas flores. Através da microscopia confocal podemos inferir sobre a localizacdo das
cardosinas. Estas apesar de expressas por toda a flor, apresentaram uma localizacao
preferencial tanto a nivel tecidular como intracelular. Assim, no que se refere a localizacdo
tecidular e intracelular pode-se constatar que as cardosinas tém padrées de acumulacao
distintos da planta nativa, sendo detectadas ao nivel do citoplasma. E de salientar que neste
estudo foi utilizado um promotor constitutivo, o que podera justificar as diferencas de distribuicao
das cardosinas na flor.

Estudos futuros utilizando os promotores nativos a direccionar a expressdo das
cardosinas poderado ser elucidativos quer dos seus possiveis papéis fisioldgicos, quer das vias de

transito seguidas por estas proteinas.
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