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RESUMO

O azoto é um dos principais factores que limitam o crescimento das plantas. A enzima
glutamina sintetase (GS) corresponde a enzima mais importante do metabolismo do azoto
porque catalisa a formagdo de glutamina a partir de aménia e glutamato, ocupando a mesma
posi¢io chave que a RuBisCo ocupa no metabolismo do carbono. Existem duas isoformas da
GS nas plantas superiores. Uma corresponde a GS1 e surge no citosol das células que com-
pdem os 6rgdos da planta; a outra é a GS2, que surge no estroma dos cloroplastos das células
fotossintéticas e dos plastidios das células dos tecidos ndo fotossintéticos. Estas isoformas
acumulam-se diferencialmente nas plantas desempenhando papeis distintos no metabolismo
do azoto, apesar de poderem coexistir num mesmo 6rgdo. A GS2 das folhas ¢ responsavel
pela incorporagio da aménia resultante da assimilagio priméria ou proveniente da fotorrespi-
ragio. A GS1 presente nas raizes funciona na assimilagéo primaria da aménia; nas folhas pa-
rece estar envolvida com a producdo de glutamina para exportacdo devido a sua associagdo
preferencial com o floema.

A batateira (Solanum tuberosum L.) é uma planta de elevado interesse econémico, cor-
respondendo & quarta cultura mais importante e & primeira dicotiledonea mais cultivada em
todo o mundo, consistindo por isso numa das principais fontes de alimentagfo para 0 Homem.
Durante o seu ciclo de vida sofre alteragdes no desenvolvimento que traduzem processos de
produgdo, mobilizagdo e utilizagdo de compostos azotados em toda a planta, sendo por isso
importante o estudo deste metabolismo nesta espécie. A elevada salinidade e a secura s&o fac-
tores ambientais que constituem dos problemas mais graves na agricultura em muitas regides.
A resposta do metabolismo do azoto da batateira, € em especial da sua enzima chave, a estas
condices ambientais revela ser de elevado interesse ndo so6 fisiologico como econdmico. Ja
foram detectadas ambas as isoformas da GS nas folhas de batateira, estando a GS2 presente
no estroma dos cloroplastos das células de meséfilo e a GS1 no citosol das células de compa-
nhia de floema. Nos tubérculos foi detectada apenas a GS1, a qual surgiu no floema interno.
Até a data foi isolado e caracterizado um clone de cDNA relacionado com a GS2 e isolado um
clone de cDNA relacionado com a GS1.

Neste trabalho continuou-se a caracterizago bioquimica e molecular da GS em batatei-
ra. Foi isolado um terceiro clone de cDNA, o qual esta relacionado com a GS1 e ¢ distinto do
previamente isolado. A caracterizagio dos cDNAs da GS foi feita por determinagfio das suas
sequéncias, ¢ comparagdo destas com outras disponiveis em bases de dados, € por técnicas de

biologia molecular como “Southern”, “Western”, “Northern blotting” € RT-PCR. As sequén-
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cias de nucledtidos dos cDNAs utilizados neste estudo foram submetidas na base de dados
GenBank. Verificou-se que a expressio da GS ¢ finamente regulada ao longo do desenvolvi-
mento da batateira ¢ em resposta as condigdes ambientais a que a planta esta exposta. Esta
regulagdo ocorre principalmente ao nivel da transcrigéo sendo, no caso dos tubérculos, a regu-
lagio pos-transcricional notéria. A GS da batateira é representada por trés polipeptideos que
sio codificados por uma pequena familia nuclear multigénica com expressio diferencial. A
GS2 é codificada por um gene, surge apenas nos 6rgdos aéreos e corresponde a isoforma cuja
acumulagfio ¢ mais afectada na planta, uma vez que com o envelhecer das folhas e em respos-
ta a situagSes de secura e salinidade (250 mM; 100 e 200 mM NaCl) assiste-se a um declinio
das suas expressio e acumulacio. A GS1 ¢ resultado da expressdo diferencial de dois genes.
Nas raizes s6 um desses genes ¢ expresso, enquanto que nos restantes 6rgéos analisados séo
ambos. Desde o inicio do desenvolvimento foliar até a senescéncia ha um aumento gradual da
expressdo do gene da GS1 que nfio é expresso nas raizes, colocando-o no grupo dos “Senes-
cence Associated Genes”; em simultineo ocorre um decréscimo na expresséo € acumulagio
dos outros genes da GS ap6s o inicio deste processo fisiologico. A regulagio da expressdo dos
genes que codificam a GS nas diferentes fases de desenvolvimento foliar esta relacionada com
as possiveis vias de utilizagfio de glutamina: local — para a biossintese de constituintes azota-
dos; exterior — para a translocagiio de compostos azotados e a utilizagio destes noutros locais
da planta.

Padrdo comum de resposta a salinidade por parte dos diferentes 6rgdos da planta e do
tecido caloso (exposto a 50 e 100 mM de sal) consiste no aumento do teor de GS1 e a diminu-
icdo do teor de GS2. A diminuigdo de GS2 ¢é reflexo da destruicdo dos plastidios aliada a di-
minui¢io da expressdo do gene que a codifica. O aumento de GS1 em resposta as condigdes
de salinidade observado em todos os érgdos analisados deve-se essencialmente ao aumento da
expressio do gene que ¢ expresso nas raizes. O padrdo de expressdo deste gene, aliado 2 ele-
vada homologia com o cDNA gin -5 de tabaco, sugere o envolvimento desta forma da GS1
na manutencdo do teor de prolina na batateira, o qual aumentou em todas as situagdes estuda-
das nas plantas sujeitas a salinidade e secura, e que funciona como osmoprotector e osmorre-
gulador. A indugdio da expressdo de novo do outro gene da GS1 nas raizes expostas a salini-
dade e secura sugere o papel crucial desta forma na manutengo do metabolismo do azoto
nestes 6rgdos em resposta as condigdes externas desfavoraveis. A regulago da expressdo des-
te gene aparenta ser dependente do 6rgdo e de outros factores ainda ndo identificados, onde se

poderio incluir o balango hormonal e a razéio C/N nesse 6rgéo, por exemplo.
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ABSTRACT

Nitrogen is one of the major factors that limit plant growth. The most important enzyme
in the nitrogen metabolism is glutamine synthetase (GS) because it catalyses the formation of
glutamine from ammonia and glutamate, therefore occupying the same key position as
RuBisCo occupies in the carbon metabolism. There are two isoforms of GS in higher plants.
One corresponds to GS1 and appears in the cytosol of the plant cells; the other is GS2, and
appears in the stroma of the chloroplasts of photosynthesising cells and of the plastids of the
non-photosynthetic cells. These isoforms accumulate differentially and play distinct roles in
the nitrogen metabolism, although they may coexist in the same organ. The leaf GS2 is re-
sponsible for the incorporation of ammonia derived from the primary assimilation or from
photorespiration. GS1 present in roots functions in the primary assimilation of ammonia and
in the leaves appears to be involved with the production of glutamine to be exported because
of its association with the phloem.

Potato (Solanum tuberosum L.) is a plant that carries a great economical importance, be-
ing the fourth most important crop and the first most cultivated dicotyledonous plant in the
world, consisting in one of the major sources of food for mankind. During its life cycle potato
plants suffer changes in their development that translate processes of production, mobilization
and use of nitrogenous compounds within the plant. This is why the study of nitrogen metabo-
lism is so important. High salinity and drought are environmental factors that constitute the
major agricultural problems in many regions. The response of the potato nitrogen metabolism,
and specially its key enzyme, to these environmental conditions is of great physiological and
economical importance.

The two GS isoforms have been detected in potato leaves, being GS2 present in the
chloroplast stroma of the mesophyll cells and GS1 in the cytosol of the phloem companion
cells. In the tubers only GS1 was detected, being associated with the phloem. Until this date
there were isolated and characterised one cDNA clone related to GS2 and one ¢cDNA clone
related to GS1.

In this work the biochemical and molecular characterisation of GS in potato was contin-
ued. A third cDNA clone was isolated, which is related to GS1 and different from the cDNA
previously isolated. The cDNA characterisation was done by sequencing and by comparison
of their sequences to others available in data banks; and by molecular biology techniques as
Southern, Western, Northern-blotting and RT-PCR. The nucleotide sequences of these
c¢DNAs were submitted to the GenBank data bank.

ix



It was possible to verify that the expression of GS is finely regulated throughout plant
development an in response to environmental conditions. This regulation occurs mainly at the
transcriptional level, being in the case of tubers notorious some level of pos-transcriptional
regulation. Potato GS is represented by three polypeptides coded by a small multigenic family
with differential expression. GS2 is coded by one gene, is present at the upper organs only
and corresponds to the isoform which accumulation is most affected within the plant, since
there was observed a decline of its expression and accumulation throughout leaf development
and in response to drought and salinity (250 mM; 100 and 200 mM NaCl). GS1 is the result
of the differential expression of two genes. In roots only one of these genes is expressed but
both are expressed in the rest of the organs studied. The gene that is not expressed in roots has
a gradual increase of expression throughout leaf development, which makes it as belonging to
the “Senescence Associated Genes” group. Simultaneously there is a decrease in the expres-
sion and accumulation of the other GS-coding genes during this time. The regulation of the
expression pattern of the GS genes during leaf development is related to the possible path-
ways of glutamine utilization: local — biosynthesis of nitrogenous compounds; exterior —
transport of nitrogenous compounds and their use in other parts of the plant.

A common pattern in the response to salinity by the different organs of the plant and
callus tissue (exposed to 50 and 100 mM salt) is an increase in the levels of GS1 and a de-
crease in GS2 levels. The decrease in GS2 is a reflex of the plastid destruction allied to the
decrease in the GS2-gene expression. The increase of GS1 observed in response to the salinity
conditions observed in all organs is due to the increased expression of the gene that is ex-
pressed in the roots. The expression pattern of this gene, allied to its high homology with the
tobacco gln 1-5 cDNA, suggests that this isoform is related with the increased proline levels
observed in all organs in response to drought and salinity, which will act as an osmoregulator
and an osmoprotector. The de novo induction of the other GS1 gene in roots exposed to salin-
ity and drought suggests that this isoform plays a crucial role in maintaining the nitrogen me-
tabolism within these organs in response to unfavourable external conditions. This gene ex-
pression regulation appears to be organ dependent and also dependent of other unidentified

factors, like the hormonal balance and the C/N balance within that organ in question.



RESUMEE

L’azote est I'un des principaux facteurs qui limitent la croissance des plantes. L ’enzyme
glutamine synthetase (GS) est ’enzyme la plus importante du métabolisme de 1’azote parce
qu’elle catalyse la formation de la glutamine & partir d” ammoniaque et de glutamate, occupant
la méme position-clef que la RuBisCo dans le métabolisme du carbone. Il y a deux isoformes
des GS dans les plantes supérieures. L une correspond a la GS1 et elle apparait dans le cytosol
des cellules des organes de la plante; ’autre est la GS2, qui apparait dans le I’estrome des chlo-
roplastes des cellules photosynthétiques. Ces isoformes s’accumulent différemment dans les
plantes jouant des rdles distincts dans la métabolisme de ’azote, bien qu’elles puissent exister
dans le méme organe. La GS2 des feuilles est responsable de I’incorporation de 'ammoniaque
résultant de Passimilation primaire ou de la photorespiration. La GS1 présente dans les racines
* fonctionne dans I’assimilation primaire de ’'ammoniaque; dans les feuilles elle semble étre im-
pliquée dans la production de glutamine & exporter a cause de son association au phloéme. La
plante de la pomme de terre (Solanum tuberosum L.) est une plante de grand intérét économi-
que, correspondant & la quatriéme culture la plus importante et a la premicre dicotylédone la
plus cultivée dans le monde entier, soient donc une des principales sources d’alimentation pour
I’homme. Pendant son cycle de vie, elle souffre des changements dans son développement qui
expliquent les processus de production, mobilisation et utilisation des composés d’azote dans
toute la plante. Il est donc important de faire I’étude de ce métabolisme dans cette espéce. La
salinité élevée et la sécheresse sont des facteurs environnementaux qui constituent les probie-
mes les plus sérieux dans ’agriculture dans plusieurs régions. La réponse du métabolisme de
I’azote de la plante de la pomme de terre, en particulier de son enzyme la plus importante, a ces
conditions environnementales a une grande importance physiologique et économique. On a d€ja
découvert les deux isoformes de la GS dans les feuilles de la plante de pomme de terre: la GS2
présente dans I’estrome des chloroplastes de cellules de mesophile et la GS1 dans le cytosol des
cellules de compagnie de phloéme. Dans les tubercules, on a découvert seulement la GS1, qui a
surgi dans le phloéme interne. Jusqu’a present, il a été isolé et caractérisé un clone de ADNc li¢
a la GS2 et isolé un clone de ADNc lié 4 la GS1. Dans ce travail, on a poursuivi la caractérisa-
tion biochimique et moléculaire de la GS dans la plante de pomme de terre. On a été isolé un
troisi¢me clone d’ADNc, qui est 1ié a la GS1 et différent de celui qui a été isolé. La caractérisa-
tion des ADNc de la GS a été faite par détermination de leurs séquence, et par comparaison de
celles-ci avec d’autres disponibles, et par des techniques de biologie moléculaire comme "Sou-

thern", "Northern", "Western blotting" et RT-PCR. Dans ce travail on a vérifi€¢ que I’expression
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de la GS est finalement régulée au cours du développement de la plante de pomme de terre et en
réponse a des conditions environnementales auxquelles la plante est exposée. Cette régulation
survient principalement au niveau de la transcription etant, dans le cas des tubercules, une régu-
lation pos-transcricionnel évidente. La GS de la plante de pomme de terre est représentée par
trois polypeptides codés par une petite famille nucléaire multigenique d’expression différen-
tielle. La Gs2 est codée par un géne, apparait seulement dans les organes aériens et correspond a
I’isoforme dont la accumulation est la plus affectée dans la plante avec vieillissement des feuil-
les, et en réponse & des situations de sécheresse et de salinité on peut noter le déclin de cette
expression et accumulation. La GS1 est le résultat de la différente dans 'expression de deux
génes. Dans les racines, seulement I'un des génes s’exprime, pendant que dans les autres orga-
nes analisés ils les deux s’expriment. Du début du développement foliaire jusqu’a la sénescence,
il y a une augmentation graduelle de I’expression du géne de la GS1 qui n’est pas exprimé dans
les racines, c’est le groupe des "Senescence Associated Genes". Au méme temps, il y a une dé-
croissance dans ’expression et 'accumulation des autres génes de la GS apres le début de ce
processus physiologique. La régulation de I’expression des genes qui codifient la GS dans les
différentes phases du développement foliaire est rapportée avec les possibles voies d’utilisation
de glutamine — locale — pour la biosynthése des constitues azotés — extérieur — pour la transloca-
tion des composés azotés et son utilisation dans d’autres endroits de la plante. Le modéle com-
mun de réponse 4 la salinité de la part des différents organes de la plante et du tissu caleux
(exposé a 50 et 100 mM de sel) consiste en ’augmentation de la teneur en GS1 et la diminution
de la teneur de GS2 qui est le réflexe de la destruction des plastides liée a la diminution de
I’expression du géne codant. L augmentation de la GS1 en réponse aux conditions de salinité
observée dans tous les organes analisés est dile surtout & I’augmentation de I’expression du geéne
qui s’exprime dans les racines. Le modele d’expression de ce géne, lié a 'homologie ¢levé avec
I’ADNc gin I-5 du tabac, suggére I'implication de cette forme de la GS1 dans le maintien de la
teneur en proline dans la plante de pomme de terre, dont I’augmentation a €té vérifiée dans tou-
tes les situations étudiées a partir des plantes exposées & des conditions de la salinité et séche-
resse, et qui fonctionne comme osmoprotecteur et osmorégulateur. L’induction de I'expression
de novo de I'autre géne de la GS1 dans les racines exposées a la salinité et sécheresse suggere
un role trés important de cette forme dans la manutien du métabolisme de ’azote dans ces orga-
nes en réponse a des conditions externes défavorables. La régulation de Pexpression de ce gene
semble étre dépendant de ’organe et d’autres facteurs comme le bilan hormonal et la raison

C/N dans cet organe, par exemple.
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1.1 - A ASSIMILACAO DO AZOTO EM GLUTAMINA E GLUTAMATO

As plantas superiores sdo organismos autotréficos porque conseguem sintetizar os seus
componentes moleculares organicos a partir de nutrientes inorganicos obtidos do meio ambi-
ente que as rodeia.

Muitos dos componentes bioquimicos presentes nas células vegetais contém azoto na
sua constitui¢io, como por exemplo, os nucledtidos ¢ os aminoacidos que formam os acidos
nucleicos ¢ as proteinas. O azoto ¢ o nutriente mineral que mais limita o crescimento vegetal
(189). Este nutriente estd presente sob muitas formas na biosfera. A atmosfera contém gran-
des quantidades de azoto (N, — 78 %), mas, para a maioria dos organismos, a excepgdo das
plantas leguminosas simbiontes, este reservatorio de azoto ndo se encontra directamente dis-
ponivel. A aquisigiio de azoto da atmosfera requer a quebra da ligagdo covalente tripla exis-
tente entre os dois atomos de azoto para que se produza aménia (NHs) ou nitrato (NO3'). As

reacgdes acabadas de descrever sdo designadas de fixagdo do azoto (189).

As plantas obtém azoto principalmente da absorgdo de amonia e de nitrato a partir do
solo. O nitrato pode ser armazenado nos tecidos em grandes quantidades, ou pode ser translo-
cado de tecido para tecido sem provocar efeitos deletérios nas plantas. Contrastando com o
nitrato, os niveis elevados de amonia sdo toxicos para as plantas. A amoénia provoca a dissipa-
¢do dos gradientes transmembranares de protdes, os quais s30 necessarios para o transporte de
electrdes na fotossintese e na respiragdo, € para o sequestro de metabolitos nos vacuolos. As
plantas assimilam rapidamente a amonia perto do local de absorgdo (raizes) ou donde foi ge-
rada e armazenam o excesso nio assimilado nos vaciolos, evitando os efeitos téxicos nas
membranas e no citosol (65, 189).

Todo o azoto absorvido pelas plantas tem de ser inicialmente reduzido a amonia antes
de ser incorporado numa forma organica (113). As enzimas envolvidas neste processo sdo a
nitrato redutase (NR; E.C.1.6.1.1) e a nitrito redutase (NiR; 1.7.99.3). A nitrato redutase cata-

lisa a seguinte reacgdo no citosol:
NO; + NAD(P)H + H' + 2 ¢ — NO, + NAD(P)" + H,O
na qual NAD(P)H indica NADH ou NADPH. O nitrito formado ¢ altamente reactivo e poten-

cialmente toxico para a células, sendo imediatamente transportado do citosol para os cloro-

plastos (folhas) ou plastidios (raizes). Nestes organelos, a enzima nitrito redutase reduz o ni-
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trito a amonia, utilizando a ferredoxina (Fd) como dador de electrdes de acordo com a seguin-
te reacgao:
NO; + 6 Fdeg+ 8 H' + 6 € — NHy" + 6 Fdox + 2 H,O

Nas plantas, quer as raizes quer as folhas, tém capacidade de assimilar o nitrato em
amonia; no entanto, para a maioria das plantas, este processo ¢ executado nas fothas. As célu-
las impedem a acgdo toxica da amonia convertendo-a rapidamente em aminoacidos (189). A
amonia é entdo assimilada em glutamina e em glutamato, os quais funcionam como compos-
tos transportadores de azoto das fontes para os reservatorios, quer em leguminosas, quer em
ndo leguminosas. As principais enzimas envolvidas neste processo s3o a glutamina sintetase
(GS; E.C.6.3.1.2), a glutamato sintase (GOGAT, glutamina-2-oxoglutarato aminotransferase;
E.C.1.4.7.1), que compdem o ciclo GS-GOGAT, e a glutamato desidrogenase (GDH,
E.C.1.4.1.2). Estas enzimas desempenham as suas fungdes nos trés principais processos de
assimilagio de amonia: assimilagdo priméria de amoénia, reassimilagio da amonia proveniente

da fotorrespiracgdo € a reassimilag@o do azoto reciclado (113).

I — Assimilacdo primaria da amonia

Nas plantas leguminosas, a amoénia pode ser formada pela fixagdo directa do azoto at-
mosférico (N) dentro dos nodulos radiculares pela acgéio do Rhyzobium. Nas plantas ndo le-
guminosas, esta amonia € gerada pelas acgdes combinadas das enzimas nitrato redutase e ni-
trito redutase, como descrito anteriormente, sendo, na maioria das espécies tropicais e subtro-
picais, o nitrato transportado das raizes para as folhas ¢ ai reduzido a amonia nos plastidios
(113).

11 — Reassimilac@io da amonia proveniente da fotorrespiracdo

O ciclo do azoto proveniente da fotorrespiragdo representa o maior fluxo de azoto nas
folhas iluminadas da maioria das plantas com fotossintese C3 (209). Este processo bioquimi-
co ¢ iniciado pela actividade oxigenase da RuBisCo (106, 113). As reacgdes da fotorrespira-
¢io ocorrem em trés compartimentos celulares (figura 1.1): o cloroplasto, o peroxissoma ¢ a

mitocdndria. No cloroplasto, a actividade oxigenase da RuBisCo conduz a formagdo de fosfo-

9
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glicerato (PGA) e de fosfoglicolato. O fosfoglicolato ¢ desfosforilado a glicolato, o qual passa
para o peroxissoma onde ¢ convertido em glicina. A glicina deixa o peroxissoma e, na mito-
condria, sofre descarboxilagdo oxidativa conduzindo a formagdo de CO; e NHj. Por cada duas
moléculas de glicina geradas pela fotorrespiragfo, forma-se uma molécula de CO,, uma molé-
cula de NH; e uma de serina. A serina é exportada da mitocdndria para o peroxissoma, onde ¢
convertida em glicerato. O glicerato entra no cloroplasto onde ¢ convertido em fosfoglicerato,
o qual pode ser incorporado no ciclo de Calvin, que ocorre no estroma deste organelo (115,

185, 189).
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Figura I.1: Diagrama esquematico representando as reacgdes envolvidas na fotorrespira-
¢do e a localizagdo subcelular das mesmas. (Retirado de (24)).

Estas reacgdes conduzem 2 libertagdo de CO, e de amonia. Nas plantas com fotossintese
C3, a amoénia libertada por este processo pode exceder em dez vezes a assimilagdo primaria de

azoto (113). Se ocorrer diminuigio das actividades da GS e da GOGAT podera haver diminu-
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icdo do teor proteico foliar. Esta diminui¢do ocorrera durante a exposigdo a luz e podera ser
parcialmente recuperada durante a obscuridade.

A diminuicdo do teor de aminoécidos limita a biossintese de proteinas em geral, e em
particular da RuBisCo. Esta observagdo implica que, pelo menos sob situagbes que promovam
a fotorrespiragio, ocorram alteragdes no metabolismo as quais vao exercer efeitos retroactivos
sobre o metabolismo de azoto ¢ de carbono (81). O ciclo GS-GOGAT ¢ fundamental para que
a planta possa sobreviver, uma vez que permite a reassimilagdo desta amonia proveniente da

fotorrespiragdo em glutamina e glutamato (113, 210).

II1 — Reassimilacdo do azoto reciclado

A aménia também pode ser libertada durante alguns processos bioquimicos tais como o
catabolismo proteico, a desaminag@o dos aminoacidos e algumas reacgdes especificas na bios-
sintese da metionina, da isoleucina, dos fenilpropanoides e da lenhina (66, 113).

Apesar de ocorrer constantemente reciclagem da amonia nas plantas, existem duas altu-
ras principais no ciclo de vida de uma planta em que ocorre reassimilagdo de quantidades ma-
cigas de amoénia em glutamina e glutamato para posterior translocagio. Uma dessas alturas
corresponde 4 germinagdo da semente. Durante este periodo, as proteinas de reserva da se-
mente sdo degradadas e o azoto libertado é transportado na forma de glutamina para as plantu-
las em desenvolvimento. Mais tarde, as proteinas das folhas senescentes sdo degradadas e o
azoto nelas contido ¢ assimilado em glutamina para ser transportado para as partes em desen-
volvimento da planta (25, 66, 113).

A assimilagdo da amonia é levada a cabo pela acgdo das diferentes isoformas da gluta-
mina sintetase que catalisam a produgdo de glutamina a partir da amonia e do glutamato atra-
vés do ciclo GS-GOGAT (113). A glutamina ¢ essencial nos processos de assimilagéo, trans-
porte e reassimilagdo de compostos azotados na planta de tal modo que se considera que este
aminoacido ocupa um lugar chave no fluxo de azoto na biosfera e que a glutamina sintetase
(GS) representa no metabolismo do azoto um papel comparavel ao da RuBisCo no metabo-

lismo do carbono (66).
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1.2 -0 CICLO GS-GOGAT

A enzima glutamina sintetase (GS; E.C.6.3.1.2) combina a aménia com 0 glutamato
para originar glutamina. Esta reac¢do requer a hidrélise de uma molécula de ATP e envolve
um catidio bivalente, como o0 Mg®*, 0 Mn”* ou 0 Co®* como cofactor. A enzima glutamato sin-
tase (GOGAT; glutamina-2-oxoglutarato aminotransferase; E.C.1.4.7.1/ E.C. 1.4.1.14) transfe-
re o grupo amida da glutamina para o 2-oxoglutarato (ou a-cetoglutarato), originando duas
moléculas de glutamato (figura 1.2). As plantas possuem duas formas da GOGAT: uma delas
aceita electrdes do NADH, enquanto que a outra aceita electrdes da ferredoxina (Fd). A GO-
GAT que recebe os electrdes do NADH (NADH-GOGAT; E.C.1.4.1.14) esta localizada nos
plastidios das células ndo fotossintéticas, como as raizes, e nas bainhas perivasculares das fo-
thas em desenvolvimento. Nas raizes, a NADH-GOGAT est4 envolvida na assimilagio prima-
ria da amonia absorvida da rizosfera; na bainha perivascular a NADH-GOGAT assimila a glu-
tamina translocada das raizes ou das folhas senescentes. A GOGAT dependente da ferredoxi-
na (Fd-GOGAT; E.C.1.4.7.1) pode ser encontrada nos cloroplastos dos rebentos e folhas ou
nos plastidios das raizes de plantas que estejam submetidas a uma nutrigdo azotada rica em
nitratos. Nos cloroplastos, a F&-GOGAT esta envolvida no metabolismo do azoto proveniente
da fotorrespiragio, nas raizes pensa-se que actua na assimilagdo da glutamina formada a partir
da redugiio do nitrato absorvido (113, 189).

Como resultado final da actuacio conjunta destas duas enzimas (GS ¢ GOGAT) ocorre
conversio dos ides amonia e de a-cetoglutarato em glutamato, através da glutamina, com gas-
tos de ATP e poder redutor. A GS incorpora um grupo amida no glutamato ¢ produz glutami-
na. A GOGAT retira esse grupo da glutamina e acrescenta um grupo amina ao a-cetoglutarato
originando duas moléculas de glutamato. Como o glutamato ¢ um substrato para a GS, uma
das moléculas formadas pode ser utilizada para repor a quantidade de glutamato para uma
subsequente reacgio catalisada pela GS, o destino da segunda molécula de glutamato formada
podera ser funcionar como dador do grupo amina na formagdo de outros compostos azotados
(193). Por haver esta “reciclagem” do glutamato esta via € designada por ciclo GS-GOGAT
(113) (figura 1.2).

A glutamina e o glutamato produzidos deste modo podem ser utilizados para a sintese

de todos os outros compostos azotados essenciais para a planta(66, 107).
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Figura 1.2: As vias possiveis para a assimilagdo da aménia. As enzimas envolvidas sdo: a glu-
tamato desidrogenase (GDH), a glutamina sintetase (GS) ¢ a glutamato sintase (GOGAT). A
caixa evidencia a incorporagio da aménia no grupo amida da glutamina e subsequentemente
no grupo amina do glutamato. (Adaptado de (206)).

No entanto, a aménia pode ser assimilada através de uma via alternativa. A enzima glu-
tamato desidrogenase (GDH; E.C.1.4.1) catalisa uma reacgao reversivel de sintese / desami-
nacdo do glutamato (figura 1.2). E possivel detectar a presenca de uma forma da GDH depen-
dente do NADH (NADH-GDH; E.C.1.4.1.2) nas mitocOndrias e de uma forma dependente do
NADPH (NADPH-GDH; E.C.1.4.1.4) nos cloroplastos dos érgéos fotossintéticos. Apesar de
ambas as formas serem relativamente abundantes, as suas fungdes especificas ainda estdo por
ser descobertas, porque, apesar da fotorrespiragio conduzir & libertagdo de aménia nas mito-
condrias, esta enzima ndo parece ser responsavel pela sua reassimilagdo (189, 203). De facto,
a K, da GDH para a aménia ¢ bastante elevada, factor que desfavorece a sua possivel inter-
vengdo na assimilagio primaria deste composto. O uso do inibidor especifico da GS, metioni-
na sulfoximina, bloqueia a incorporagio da aménia em glutamina ou glutamato, o que revela a
incapacidade da GDH de substituir o ciclo da GS-GOGAT na assimilagdo da amonia, apesar
dos niveis de amonia e da actividade da GDH manterem-se elevados. Todos estes factores re-
futam a hipotese da GDH estar envolvida nos processos de biossintese, sendo atribuida uma
fungdo catabolica — a desaminagdo do glutamato — uma vez que a actividade desta enzima
aumenta durante a germinagdo e a senescéncia, dois periodos em que ocorre catabolismo de

aminoacidos (113, 175, 189, 206).
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1.3 - O METABOLISMO DA GLUTAMINA E DO GLUTAMATO

Ap6s a assimilagdo da aménia em glutamina e glutamato, estes dois aminoécidos actu-
am como dadores importantes de azoto em muitas reacgdes celulares, e em particular, na bios-
sintese de aspartato e asparagina (113). O azoto é incorporado nestes aminoacidos através de

reaccoes de transaminagdo catalisadas por aminotransferases. Uma das enzimas envolvidas

neste processo ¢ a aspartato aminotransferase (AAT; AspAT; E.C.2.6.1.1) que catalisa a reac-

¢ao0

Glutamato + oxaloacetato — aspartato + 2-oxoglutarato

na qual o grupo amina do glutamato ¢ transferido para o atomo carboxilo do aspartato. O as-
partato ¢ um aminoacido que participa no vaivém do malato-aspartato, 0 qual permite a trans-
feréncia de equivalentes redutores da mitocondria e do cloroplasto para o citosol. Nas plantas
com fotossintese C4, o aspartato também esta envolvido no transporte de carbono das células
do mesofilo para as células da bainha perivascular. As aminotransferases podem ser encontra-
das no citosol, nos cloroplastos, nas mitocondrias, nos glioxissomas € nos peroxissomas. As
que estdo localizadas nos cloroplastos parecem desempenhar um papel importante na biossin-
tese de aminoacidos. (113, 189).

O aminoacido asparagina é uma amida que funciona néio s6 como percursor das protei-
nas, mas também como um composto chave no transporte ¢ armazenamento de azoto devido a
sua elevada estabilidade e a sua elevada razdio azoto:carbono (2N:4C), enquanto que a gluta-
mina apresenta uma razio 2N:5C e o glutamato 1N:5C (110, 113, 189). A principal via de bi-
ossintese de asparagina envolve a transferéncia do azoto localizado no grupo amida da gluta-

mina para o aspartato atraveés da reacgo

Glutamina + aspartato + ATP — asparagina + glutamato + AMP + PPi

catalisada pela enzima asparagina sintetase (AS; E.C.6.3.5.4), a qual esta localizada no citosol
das células das folhas e das raizes. A amoénia € um substrato possivel da AS, particularmente
sob condi¢des em que os niveis desta sdo toxicos, funcionando, nestes casos, como fonte do
grupo amida (189). Por esta razio, a asparagina também ¢ considerada um produto resultante

da desintoxicagdo da amonia (113).
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Os esqueletos carbonatados envolvidos nas reacgdes de transaminagdo descritas sdo o 2-
oxoglutarato e o oxaloacetato. A intervengdo destes dois compostos intermediarios do ciclo de
Krebs, e a necessidade de ATP e de poder redutor, unem intimamente o metabolismo do azoto

ao metabolismo do carbono (71, 192).

1.4 — A ENZIMA GLUTAMINA SINTETASE (GS)

Como ja foi referido, a GS ¢ a primeira enzima na via principal de assimilagdo da amo-
nia nas plantas superiores, ocupando a mesma posi¢io chave no metabolismo do azoto que a
ribulose bifosfato carboxilase (RuBisCo) ocupa no metabolismo do carbono (66).

O estudo da biologia molecular da GS iniciou-se em 1983 com a clonagem ¢ analise da
sequéncia completa do gene estrutural que a codifica (g/n4) da cianobactéria Anbaena (Tumer
et al, 1983 in (66)). Apos este trabalho seguiram-se rapidamente outros sobre a GS de animais
e de plantas (ver referéncias em (66)). Desde entdo, as sequéncias genomicas ¢ de mRNAs
relativas & GS de animais e plantas tém sido clonadas e utilizadas para estudar a organizagdo,
a estrutura, a evolugio e a expressdo dos genes que codificam esta enzima e para deduzir, a

partir das suas sequéncias nucleotidicas, a estrutura primaria das suas subunidades (66).

1.4.1 — A estrutura quaterndria da GS e a modulacfio da actividade enzimética

A GS das plantas superiores apresenta uma massa molecular estimada entre 350 — 400
kDa ¢ ¢ formada por oito subunidades idénticas ou muito semelhantes entre si. Estas subuni-
dades estio dispostas em dois conjuntos de tetrdmeros planos sobrepostos paralelamente. As
GS até a data estudadas apresentam propriedades cataliticas e regulatorias muitos semelhan-
tes, incluindo um requerimento de catides bivalentes, assim como uma susceptibilidade a re-
troinibigiio pela glicina, pela alanina e pelo fosfato de carbamilo, sendo inactivadas pela L-
metionina-S-sulfoximina, o que sugere semelhanga entre os centros activos € 0s mecanismos
de reacgiio nas diferentes GS estudadas. Com base nestas caracteristicas e propriedades,
Eisemberg ¢ seus colaboradores (1987 in (66)) propuseram um modelo para o arranjo das
subunidades que compdem a enzima octamérica, extrapolando-o da estrutura tridimensional
da GS de Salmonela typhimurium. Este modelo refere-se a disposi¢io de duas camadas de te-

trameros como compostas por dois pares de subunidades, formando cada par um centro acti-
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vo. Segundo este modelo, ocorreriam, no total, quatro centros activos na GS. No entanto, ou-
tros trabalhos conduziram & obtengio de resultados que s3o mais consistentes com a existén-
cia de oito centros activos por enzima (90); (ver referéncias em (66)).

A GS catalisa a biossintese da glutamina através da reacgéo

ATP + L-glutamato + NH; — L-glutamina + ADP + Pi

Esta reacgfio necessita de um catifo bivalente metalico como cofactor € de uma fonte de
energia na forma de ATP. Nesta reacgo, a amonia, depois de assimilada, é transformada no
grupo amida da molécula glutamina.

A actividade biossintética da GS pode ser determinada utilizando a hidroxilamina como

substrato em vez de amonia, a qual conduz & formag3o de y-glutamil hidroxamato, de acordo

com a seguinte reacgio

ATP + L-glutamato + NH,OH — y-glutamil hidroxamato + ADP + Pi

Ha evidéncias que a velocidade méaxima (Vmax) € a constante de Michaelis (Kn) da en-
zima para a hidroxilamina e para a amonia sdo semelhantes e de que a sua afinidade para ou-
tros substratos ndo ¢ afectada pela hidroxilamina (147). Por esta razdo, esta reacgéo e frequen-
temente usada para determinar a actividade biossintética in vitro, por determinagdo colorime-
trica de y-glutamil hidroxamato formado.

A determinagiio da actividade transferase da GS pode ser feita na presenga de arsenato,

ADP e do ido metalico apropriado. Nestas condigdes, a GS catalisa a reacgdo de transferéncia
do y-glutamil, levando a formagio de y-glutamil hidroxamato a partir da glutamina e da hi-

droxilamina com libertagdo de amonia, de acordo com a reacgdo que se segue

glutamina + NH,OH — y-glutamil hidroxamato + NHj

Esta reacgdio necessita de grandes quantidades de nucledtidos cataliticos. A reacgdo de
transferase ndo tem fungio fisiolégica conhecida mas, in vifro, apresenta normalmente niveis
bastante mais elevados que a reacgdo biossintética, razdo pela qual ¢ mais usada para medir a
actividade em extractos proteicos brutos.

A caracterizagdo da regulagio da actividade da GS iniciou-se entre as décadas de 60 70

¢ incidiu principalmente sobre a influéncia de compostos quimicos, essencialmente de i6es
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metalicos, nesta actividade. Foi possivel verificar a ocorréncia de uma forte inibi¢io por parte
dos ides Cu*; He?*, Cd**, Zn®*, Ni**, Fe’* e Fe'" na actividade da GS isolada e purificada das
raizes de plantas de arroz crescidas em culturas hidroponicas, contendo amoénia como unica
fonte azotada; a presenga de Co** parece ter conduzido a uma estimulagio da enzima. As Ky,
para o L-glutamato e para o ATP foram estimadas em 2,75 mM e 0,44 mM, respectivamente
(100). Na mesma planta, foi possivel separar as duas isoformas da GS e estimar, para a GSle
para a GS2, o K, para o glutamato, que assumiu os valores 2 € 20 mM, respectivamente. Ain-
da foi possivel verificar que o pH optimo para a GS2 era 8,0 ¢ que esta enzima era 1abil ao
calor e inibida pela glucosamina-6-fosfato, enquanto que para a GS1 o pH optimo era 7,5 ¢ a
enzima era muito estavel ao calor e nfio era inibida por este composto (85). Em ervilheira, o
pH 6ptimo para a actividade enzimética varia entre 5,0 e 8,2, dependendo da concentragéo do
tipo de catifio bivalente presente e da concentragdo de ATP. A estabilidade da enzima aumen-
ta na presenca de magnésio ou manganés (147). Estudos semelhantes foram executados em
espinafre, nos quais a GS de folha foi purificada e caracterizada, apresentando uma K, para o
L-glutamato e para o ATP de 6,7 e 1,8 mM, respectivamente, e um pH optimo de 8,3. Esta GS
apresentou inibigdo irreversivel pelos inibidores competitivos metionina sulfoximina e fosfoi-
notricina (58).

O ATP e o ADP parecem influenciar a actividade da GS da ervilha. Ambos competem
entre si para se ligarem ao local alostérico da enzima. O ADP possui maior afinidade que o
ATP e a sua ligagio conduz a activagdo da enzima, enquanto que se for o ATP a ligar-se ao
local alostérico, a enzima fica inactiva. Foi possivel concluir que o ATP pode ligar-se & GS,
ndo $6 No centro activo, como também num local alostérico, inibindo a sua actividade quando
presente neste Gltimo (103). Também se verificou que 0 ADP actua como inibidor competiti-
vo na isoforma da GS purificada de folhas de tomateiro, a qual sofre inibig8o pelo aspartato e
pela fosfoserina (31). Ainda em tomateiro, foi possivel isolar um factor proteico dos extractos
de raizes, com massa molecular aparente de 110 kDa, responsavel pela inibigéo da GS isolada
das folhas. Este factor proteico parece actuar ou como um inibidor competitivo da GS para
com o ATP, ou formando complexos com a GS (70).

As culturas de tecido caloso representam um sistema bastante controlado e ideal para
estudar o efeito dos reguladores de crescimento sobre o objecto de estudo. Com este proposito
foi investigado o efeito das auxinas e das citocininas na actividade da GS em culturas de teci-
do caloso de Canavalina ensiformes L.. Foi possivel verificar que na presenga do acido indo-
leacético (IAA) e do acido nafatalenoacético (NAA) a actividade da GS aumenta, tendo o

NAA conduzido a um valor superior de actividade. Os ensaios efectuados em tecido caloso

17




Introdugao

incubado em varias razdes citocinina/auxina permitiram verificar a ocorréncia de um efeito
dose-resposta por parte da actividade da enzima (200).

Em algumas plantas é possivel verificar que as condigdes de nutri¢éo azotada influenci-
am a actividade da GS. Na planta de beterraba foi possivel verificar que a amonia conduz ao
aumento da actividade da GS, enquanto que o nitrato ndo exerce qualquer efeito (126).

Sobe o ponto de vista molecular, a regulagdio da GS pode ser feita a diferentes niveis: "

1) Transcricdo
2) Processamento e estabilidade do mRNA
3) Tradugdo
4) Localizagdo subcelular, processamento ou modificagdo dos polipeptideos primari-
os da GS
5) Montagem das enzimas octaméricas
6) Modulagdo da actividade das holoenzimas
7) Degradagio da GS
Ha evidéncias de que a regulagio da transcri¢@o correspondera ao principal ponto de re-

gulagdo da actividade da GS nas plantas (113, 206).

1.4.2 — Heterogeneidade das isoenzimas da GS

Nas plantas é possivel encontrar duas classes de isoenzimas da GS, as quais estdo loca-
lizadas em compartimentos celulares distintos ¢ que podem ser identificadas por cromatogra-
fia de troca i6nica (66, 113). As folhas verdes das plantas superiores geralmente possuem du-
as isoenzimas, designadas por GS1 e GS2, e que estdo localizadas no citosol € no cloroplasto,
respectivamente (113). As duas isoformas da GS foram designadas GS1 e GS2 de acordo com
a ordem de eluigio em coluna de troca idnica (85).

Como j4 referido, estas duas isoformas apresentam caracteristicas bioquimicas distintas,
como por exemplo, a estabilidade térmica, o pH 6ptimo de actuagdo e as afinidades para o
glutamato e o ATP.

Na maioria das espécies estudadas, verificou-se por SDS-PAGE que as subunidades da
GS2 apresentam uma massa molecular ligeiramente superior (43-45 kDa) as da GS1 (37-43
kDa) (ver referéncias em (66)). Apesar de distintas, as subunidades da GS apresentam homo-
logias de aminoacidos que permitem a utilizagdo de anticorpos capazes de, na maioria dos ca-

sos, reconhecer ambas as isoformas com a mesma eficiéncia (87).
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Na maioria das espécies vegetais a GS é codificada por uma familia de genes nucleares
homélogos, um deles codificando a GS2 e os restantes codificando subunidades relacionadas
com a GS1 (66, 113, 206). A razio porque as plantas possuem varios genes a codificar a GS¢
ainda desconhecida. Uma das razdes podera ser o facto das diferentes isoenzimas da GS pos-
suirem propriedades bioquimicas diferentes, sendo por isso necessarias para assimilar a amo-
nia nos diferentes compartimentos celulares. Uma outra possibilidade reside no facto de ser
possivel atingir mais facilmente o controlo da transcrigdo de um determinado numero de ge-
nes nos diferentes tipos celulares, do que estabelecer um leque enorme de controlos para um
tinico gene (41).

A cristalografia efectuada por raios-X da GS codificada pelo gene gind de Salmonelia
typhimurium revelou que os centros activos sdo formados entre cadeias, na interface entre os
dominios C e N terminais de subunidades adjacentes e ndo dentro da mesma subunidade (2).

De todas as espécies vegetais onde a GS foi caracterizada, ha duas que se salientam por
esta enzima estar bem estudada e que sdo o feijoeiro e a ervilheira. Em feijoeiro (Phaseolus
vulgaris L.) existem pelo menos quatro genes distintos a codificar a GS. Desses quatro, trés
codificam subunidades da GS1, as quais so diferentes umas das outras (a, 3, € ), € o restante
codifica a subunidade da GS2 (8) (12, 41, 42, 67, 121). Na ervilheira (Pisum sativum L.), 0s
¢DNAs correspondentes aos polipeptideos da GS “GS1”, “GSn” e “GS2” foram clonados e as
suas sequéncias de aminoécidos deduzidas (196, 197, 202). O mecanismo de montagem des-
tas isoenzimas parece ser semelhante naquelas duas espécies de leguminosas. Os polipepti-
deos da GS1 produzidos apresentam massa molecular semelhante entre eles mas pontos isoe-
léctricos diferentes. Com base nestes resultados foi formulado um modelo que visa explicar a
montagem das isoenzimas da GS na planta (figura 1.3), no qual explicam que estes polipepti-
deos podem associar-se uns com os outros, em diferentes proporgdes, produzindo uma gama
de formas hetero-octaméricas (66, 113, 206), o qual foi confirmado por cromatografia liquida
de troca ionica (11)] e pela elaboragio de enzimas funcionais cujos dominios C e N terminais
haviam sido trocados (34). Segundo este modelo, a associagdo das diferentes subunidades da
GS numa variedade de isoenzimas hetero-octa-méricas, podera trazer implica¢des nas fungoes
bioldgicas da enzima, uma vez que os octimeros assim formados poderdo possuir proprieda-

des cinéticas diferentes das propriedades dos homo-octdmeros correspondentes (66).
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Figura 1.3: Expressdo da glutamina sintetase em duas leguminosas. A) feijoeiro; B) ervi-
lheira. Os diagramas revelam o modelo de associagdo das diferentes subunidades em iso-
enzimas hetero-octaméricas. (Adaptado de (206)).

1.4.3 — A estrutura primaria das subunidades da GS

Algumas das sequéncias aminoacidicas das subunidades que compdem as GS de plan-
tas, mamiferos e bactérias foram deduzidas a partir de cDNAs clonados € comparadas entre si.
Da comparagio das sequéncias de aminoacidos foi possivel verificar a existéncia de quatro
regides fortemente conservadas, organizadas na mesma ordem linear e nos trés tipos de subu-
nidades. Esta observagio indica que as subunidades da GS actualmente existentes evoluiram
de um ancestral comum e que partitham de uma estrutura terciaria semelhante. Estas regides
conservadas foram designadas por I, IL, Il e IV (figura 1.4), e ¢ sabido que fazem parte do ci-
lindro que forma o centro activo da enzima de S fyphimurium. Esta elevada conservagdo suge-
re que a estrutura tridimensional das enzimas dos procariotas € dos eucariotas seja muito se-
melhante (66).
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Figura 1.4: Esquema representativo de polipeptideo maduro hipotético da GS. 1, IL, II e IV represen-
tam as quatro regides conservadas referidas no texto; o asterisco (*) corresponde aos dezasseis residu-
os de aminoacidos caracteristicos dos polipeptideos que compdem a GS2.

Para além destas quatro regides ou segmentos conservados, também € possivel reconhe-
cer determinados residuos de aminoacidos cuja presenga € conservada entre as subunidades da
GS dos diferentes grupos do organismos. Existem dois residuos de cisteina nos centros acti-
vos das GS vegetais. Pelo menos um desses residuos, e possivelmente ambos, parecem ser
essenciais para que a enzima seja activa, possivelmente por estarem localizados perto ou no
local de ligagdo ao Mg** e ao ATP. A maioria das subunidades da GS1 possui trés residuos de
cisteina, um dos quais est4 localizado no dominio N-terminal em . typhimurium e parece es-
tar envolvido na actuagdo do centro activo da enzima. Existe um residuo de histidina como
componente essencial do centro activo pelo que a sua perda ¢ suficiente para inactivar a enzi-
ma. Este residuo esté localizado no segmento conservado III (assinalado a vermelho na figura
1.4) e parece estar envolvido na ligagio do L-glutamato ao centro activo (referéncias em (66)).
A substituigdo de um residuo do 4cido glutdmico, que ocupa a posigdo 297 no polipeptideo o
da GS de P. vulgaris, por um residuo de alanina conduziu a um aumento da resisténcia a ini-
bigdo da actividade biossintética pela acgdo do inibidor metionina sulfoximina. Esta alteragdo
na sequéncia de aminoacidos conduziu a uma redugfo da actividade transferase da GS, ¢ a um

aumento da K, para a amoénia de cerca de 100 vezes, ndo se manifestando na capacidade
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imunorreactiva da enzima, o que indica que ndo ocorreram alteragdes significativas da con-
fo-macdo desta (37).

A revelagio de residuos de aminoacidos e de sequéncias peptidicas potencialmente es-
senciais podera ser de grande utilidade em futuros trabalhos que visem elucidar a estrutura da

enzima e a relacionar com a sua actividade.

1.4.4 — A subunidade da GS2

A localizagio intracelular das isoformas da GS foi inicialmente investigada por fraccio-
namento subcelular em meio aquoso € ndo aquoso. A GS2 foi encontrada na fracgio cloro-
plastidial. Foram preparados anticorpos especificos para a GS da folha de espinafre para estu-
dar a sua localizagio intracelular por imunofluorescéncia indirecta. Esta experiéncias confir-
maram a localizagdo da GS2 no cloroplasto (ver referéncias em (17)). As técnicas de imunoci-
toquimica acopladas 4 microscopia electronica revelaram ser um instrumento importante no
estudo e caracterizagdo das isoformas da GS das plantas. Através do uso desta técnica foi pos-
sivel detectar a localiza¢do da GS2 no estroma dos cloroplastos das folhas € dos cotilédones
de tomateiro (17). Resultados semelhantes a estes foram subsequentemente obtidos noutras
espécies vegetais. Na planta da soja foi possivel verificar a presenga de GS2 no estroma dos
cloroplastos das folhas e no estroma dos plastidios dos nédulos (19); a GS2 surge no estroma
dos cloroplastos de feijoeiro (46), de tabaco (33), da planta do arroz (98), de milho (9) e de
batateira (155).

O gene que codifica a subunidade plastidial da GS2 codifica um polipeptideo percursor
que ¢ transportado para os plastidios. Este polipeptideo percursor € constituido por um pepti-
deo sinal de 56 a 60 residuos de aminoéacidos que estd localizado na extremidade N-terminal,
e cuja remogdo na altura da entrada para o cloroplasto ou plastidio resulta num polipeptideo
maduro. O polipeptideo da GS2 possui ainda uma porgo C-terminal conservada entre todas
as subunidades da GS2, constituida por 16 residuos de aminoacidos, cuja fungdo ainda € des-
conhecida. A compartimentalizagdo dos polipeptideos plastidiais nos cloroplastos resulta
numa isoforma de composi¢do homogénea (figura 1.4 — peptideo & no esquema A; peptideo
(GS185 no esquema B) uma vez que s6 é produzido um tipo de produto génico pela célula (66,
206).

A GS2 do feijoeiro ¢ formada por subunidades inicialmente sintetizadas como percurso-
res de 47 kDa, com uma pré-sequéncia, de cerca de 50 residuos de aminoacidos, que permite a
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importagio destas subunidades para o interior do cloroplasto, sendo ai processadas num poli-
peptideo maduro de 42 kDa (121).

A GS2 da planta da mostarda (Sinapis alba L.) ¢ a tnica isoforma da GS presente na
planta e ¢ composta por oito subunidades de igual massa molecular (50 kDa), organizadas em
dois grupos sobrepostos de quatro subunidades, formando oito centros reactivos por enzima.
Para que se mantenha a integridade enzimatica € necessaria a presenca de ATP ¢ de Mg**
(90). Estes resultados forma confirmados por “Southern” e ““Northern blottings”, verifican-
do-se que 0 mRNA que codifica para esta subunidade apresenta um tamanho de aproximada-
mente 1,7 kb (88). Em Asparagus officinalis L. as suas subunidades apresentam uma massa
molecular de 44 kDa (49), assim como na ervilheira (196, 197), no mitho (119), na planta do
arroz (98) e em Percea americana Mill. (123) enquanto que em Raphanus sativus L. apresen-
ta uma massa molecular de 42 kDa (101). Na familia SOLANACEAE pode ser encontrada na
planta do tabaco (Nicotiana tabacum L.), sendo composta por 4 subunidades glicosiladas de
44 - 45 kDa (87, 142); em Nicotiana plumbaginifolia encontra-se no estroma dos cloroplastos
e ¢ composta por subunidades de 44 kDa (195) e em tomateiro (Lycopersicon esculentum
Mill.) é composta por subunidades de 44 kDa e 45 kDa (157).

Verificou-se que o gene da GS2 ¢ principalmente expresso em tecidos verdes, sendo o
inicio da sua expressdo coincidente com a maturagdo dos cloroplastos de ervilheira (54, 202)
e o desenvolvimento de cotilédones funcionais em feijoeiro (38), o que sugere haver para
além de uma relagfo entre a luz e a sua expressdo, uma expressdo especifica no que respeita
ao tecido. No milho, o mRNA da GS2 s6 foi detectado nas folhas e verificou-se que a sua
acumulac?io estava relacionada com a ontogenia da fothas (166, 168). Um outro trabalho reve-
lou que a expressdo da GS2 ¢ influenciada pela luz consistiu em fazer-se o tratamento de
plantulas de beterraba pela obscuridade, o qual conduziu a uma diminuigio da acumulagio
dos transcritos da GS2; apds a transferéncia das plantulas para a luz os niveis de mRNAs da
GS2 elevaram-se para os valores iniciais (101).

Em Arabidopsis a GS2 é formada por subunidades de 43 kDa e a sua expressdo ¢ indu-
zida pela luz, s6 ocorrendo nas folhas (160). A GS2 foi detectada em caules e folhas de toma-
teiro. Nesta planta foi possivel verificar que esta isoforma sofre flutuagdes diurnas de acumu-
lagdo, sendo os niveis dos seus transcritos mais elevados no inicio do que no final do dia (8).

A transformagio de plantas de tabaco com um gene formado por uma porgdo de 1,3 kb
da regifio promotora do gene da GS2 da planta de arroz fundido ao gene GUS permitiu estabe-
lecer uma relagdo entre a expressdo da GS2, a luz e a diferenciag@o dos plastidios. Neste tra-

balho foi possivel verificar que a transferéncia das plantas transformadas, adaptadas a obscu-
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ridade, para uma situagdo de exposigdo 4 luz conduziu ao aumento da actividade GUS nas fo-
lhas (104). A transferéncia de feijoeiros adaptados & obscuridade para uma situagdo de luz
conduziu ao aumento da expressdo do gene que codifica a GS2, indicando que a expressdo
deste gene devera ser regulada essencialmente ao nivel da transcrigdo ¢ estara intimamente
relacionada com o desenvolvimento da capacidade fotossintética (38). Na gimnospérmica Pi-
nus pinaster, a ontogenia dos cloroplastos ¢ feita de modo independente da luz, pelo que se
verifica que plantas crescidas na obscuridade ¢ na presenca da luz acumulam clorofilas de
modo semelhante. Nesta espécie verificou-se que a acumulago dos mRNAs da Unica isofor-
ma da GS ocorria de modo independente da luz, sugerindo que serd o desenvolvimento da ca-
pacidade fotossintética o principal factor a regular a expresséo deste gene (30, 73).

O uso de plantas transgénicas de tabaco, nas quais se introduziu o promotor do gene que
codifica a GS2 de ervilheira fundido ao gene GUS, permitiu verificar que a expressdo do GUS
estava direccionada para os diferentes tipos de tecidos fotossintéticos de uma modo dependen-
te da luz (56).

A irradiacdo de ervilheiras estioladas com a luz vermelha conduziu a uma acumulagio
gradual do mRNA e dos polipeptideos da GS2. O padrido de acumulagdo obtido € semelhante
ao padriio obtido com os genes que se sabem responder ao fitocromo (54, 196). A expressédo
da GS2 em tomateiro também ¢ induzida pela luz vermelha (8). Os niveis de mRNA da GS2
sdo induzidos pela luz vermelha, sendo este efeito revertido pela luz vermelho-distante (146).
Estes resultados indicam que a expressdo da GS2 ¢ regulada pela luz e que essa regulagdo €
mediada, em parte, pelo fitocromo. As plantas mutantes aurea de tomateiro, caracterizadas
por ndo possuirem fitocromos espectrofotometricamente activos, facultaram o estudo do en-
volvimento da luz vermelha na regulagdo da expressio do gene da GS2. Os resultados obtidos
neste trabalho permitiram concluir que a luz vermelha induz a transcrigdo do gene que codifi-
ca a GS2, e que nesta regulagdo parece estar envolvido um fotorreceptor especifico para a luz
azul/UV-A (134).

Na tentativa de identificar os factores cis responsaveis pela especificidade tecidular e
pela resposta da expressio dos genes da GS2 a luz procedeu-se a clonagem das regides pro-
motoras de alguns genes que codificam a GS2. Essas regides foram sequenciadas e utilizadas
na elaboracio de plantas transgénicas (39, 198). Num desses estudos, fundiu-se o gene GUS a
regifio promotora do gene da GS2 de ervilheira e transformaram-se plantas de tabaco e Arabi-
dopsis. Estas plantas foram transformadas com delecgdes a 3’ € a 5° do local de inicio de
transcrigdio, na tentativa de localizar a posig¢do dos elementos cis responsaveis pela regulagdo

génica. Verificou-se que existe uma sequéncia localizada a 323 bp a 5’ do local de inicio de
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transcrigio que ¢é suficiente para conferir a regulagdo da expressdo deste gene pela luz, quer
em tabaco, quer em Arabidopsis, o que sugere que os elementos frans responsaveis pelo reco-
nhecimento desta sequéncia seja conservados (198).

A expressdo do gene da GS2 também parece ser regulada pelo metabolismo da cclula
em resposta aos niveis de hidratos de carbono e de azoto ai presentes. Em ervilheira, os hidra-
tos de carbono — sacarose, frutose e glucose — induzem a acumulag@o da GS em plantas adap-
tadas e mantidas na obscuridade. Os conhecimentos adquiridos até a data sugerem que a ex-
pressdo méaxima da GS2 necessita de um componente ambiental (luz - via fitocromo) e de um
componente metaboélico (indugdo da produgdo de metabolitos de carbono pela luz) para que
possa ocorrer. Os aminoacidos — aspartato, asparagina, glutamina e glutamato — provocam
efeitos antagonicos aos da sacarose, enquanto que a adi¢do de 2-oxolutarato ndo parece ter
qualquer efeito nos niveis de mRNA da GS2 (146).

Nas plantas de milho, de girassol, de arroz € em culturas de células de plantas de arroz
verificou-se que a adigdo de nitrato como Unica fonte de azoto conduziu ao aumento a activi-
dade e expressdo da GS2 (47, 84, 166, 168, 188).

A funcdo in vivo da GS2 foi elucidada através de estudos moleculares dos genes e de
plantas mutantes na GS2. O isolamento de plantas de cevada mutantes em GS2 cloroplastidial
permitiu verificar a importancia desta isoforma no metabolismo de azoto durante a fotorrespi-
ragdo. Estes mutantes apresentavam um crescimento normal quando submetidos a condigdes
que ndo conduziam a fotorrespiragdo, conseguindo inclusive produzir sementes vidveis. No
entanto, quando as plantas eram transferidas para condigdes que promoviam a fotorrespiragdo,
verificava-se que em poucos dias produziam clorose ¢ apresentavam concentragdes muito ele-
vadas de amonia nas folhas, acabando por morrer (203). Estes mutantes ndo morriam devido 4
acumulagdio de niveis toxicos de amdnia mas sim devido a perda do azoto organico, uma vez
que suplementando estes mutantes a crescer em condig¢des conducentes a fotorrespiragdo com
alanina, asparagina e glutamina ¢ impedida a sua morte (ver referéncias em (113)). Foi possi-
vel concluir que as principais fungdes da GS2 consistem na reassimilagdo da amonia libertada
durante a fotorrespiragio e na assimilagdo da amoénia proveniente da assimilagdo primaria.
Deste modo, a actuagiio do ciclo GS-GOGAT ¢é absolutamente necessario para que ocorra re-
assimilagiio da amonia durante a fotorrespiragdo das plantas superiores C3 (203). A apoiar
estes resultados verificou-se que em ervilheira os niveis de transcritos da GS2 aumentaram
sob condi¢bes indutoras da fotorrespiragdo (54) e que plantas transgénicas de arroz e de taba-

co que produziam a GS2 em excesso nas folhas apresentavam uma capacidade fotorrespirato-
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ria superior &s plantas no transformadas, indicando que a GS2 desempenha, de facto, um pa-
pel chave neste processo (91, 106).

Foram criadas plantas de tabaco transformadas pela introducdo de um gene resultante da
fusdo da regisio promotora do gene que codifica a subunidade pequena da RuBisCo de soja
com o cDNA da GS?2 de tabaco, tendo como objectivo promover uma expressdo forte € loca-
lizada deste cDNA nas folhas. Verificou-se que estas plantas apresentavam niveis elevados de
mRNA e de polipeptideos da GS2, de glutamina e de glutamato, enquanto que os niveis de
amonia na folha baixaram, ndo parecendo ocorrer qualquer alteragdo do teor proteico foliar.
Este o aumento de actividade da GS2 implicou um aumento dos pesos fresco € seco das plan-
tas (133).

O passo limitante na fotorrespiragdo corresponde a reassimilagdo pela GS2 da amonia
libertada. Se houver GS2 suficiente para reciclar a amonia, a fotorrespiragdo podera permitir o
funcionamento do ciclo de Calvin-Benson e proteger as plantas da fotooxidagéo (106). A fo-
torrespiragio ¢ importante para a sobrevivéncia das plantas C3 a crescer sob condigBes de
stresse oxidativo porque permite dissipar a energia fotoquimica em excesso, assim como per-
mite reciclar o NADP. As plantas transgénicas que sobreexpressam a GS2 apresentam um
aumento de tolerancia a radiacfio excessiva. Sob estas condigdes ocorre degradagio e forma-
¢io de agregados de GS2 porque esta enzima parece ser um alvo inicial dos danos oxidativos,
apresentando uma elevada sensibilidade na presenga da luz e do metilviologénio (150).

Nas folhas das plantas superiores a GS2 actuara na assimilagdo primaria da amonia pro-
duzida pela redugdo do nitrato, assim como na reassimilagio da amonia libertada durante a
fotorrespiragdo nas plantas C3. Nos plastidios das raizes actuara essencialmente na assimila-

¢do da amonia ai absorvida (110).

1.4.5 — As subunidades da GS1

Como referido anteriormente, a designagio utilizada para esta isoforma da GS teve ori-
gem nos perfis de eluigdio obtidos por cromatografia de troca iénica, devido ao facto esta iso-
forma aparecer primeiro.

Devido ao facto da GS1 ser uma das enzimas envolvidas na fixagdo da amonia resultan-
te da fixagdo simbidtica de azoto pelo Riyzobium, os primeiros estudos dos genes que codifi-
cam a GS1 forma feitos em leguminosas onde se verificou a ocorréncia de varios genes a co-

dificar a GS1.
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Foi possivel isolar a GS1 da fracgdo citosolica dos nddulos de Lupinus angustifolius e
verificar que esta isoforma ¢ formada por oito subunidades. Esta enzima revelou-se sensivel
ao calor e apresentava um valor de pH 6ptimo de actua¢do compreendido entre 7,5 e 8,0, na
presenca de 10 mM de MgSO;. Também se verificou que diminuindo a concentragdo de mag-
nésio o pH 6ptimo de actuagdo aumentava, por sua vez diminuindo com o aumento da con-
centragio de magnésio. A actividade da GS1 isolada foi determinada na presenca de alguns
aminoacidos e verificou-se que esta diminuiu na presenga de aspartato na concentragdo de 2
mM, enquanto que a presenca quer de glutamina, quer de asparagina, a baixas concentragdes
ndo pareceu haver alteragdes notorias na actividade. Estes aminoacidos s6 revelaram ter efei-
tos inibitérios da GS nas concentragdes 20 mM e 30 mM, respectivamente. O AMP inibiu a
GS por competigdo com o ATP; o ADP também exerceu um efeito inibitorio, so que néo
competitivo (130).

Do rastreio de uma biblioteca de cDNA de ervilheira foi possivel isolar dois clones —
pGS134 e pGS341 — que codificam subunidades citosolicas da GS. Estes clones reconhecem
mRNAs de 1,4 kb cuja acumulagio aumenta apos a nodulagéo e que codificam polipeptideos
de 38 kDa. Estes polipeptideos acumulam-se nos nodulos e também podem ser encontrados
nas raizes, segundo um padrdo que ndo ¢ influenciado pela luz (197). Os genes que codificam
a GS1 em ervilheira podem ser agrupados em duas classes: uma € constituida por dois genes
que partilham 99 % de homologia (designados pelos autores de genes gémeos); a segunda
classe ¢ formada apenas por um gene cuja sequéncia difere significativamente da dos da pri-
meira classe. Foi possivel verificar que os genes gémeos apresentam uma expressdo coorde-
nada durante a formag@o dos nodulos, e nos cotilédones, durante a germinago, enquanto que
o0 outro gene era expresso coordenadamente com os primeiros durante a nodulagdo mas nio
apresentava o mesmo padrio de expressdo nos cotilédones. Segundo estes resultados, os auto-
res sugeriram que os genes que codificam a GS nos nédulos desempenham fungbes ndo re-
dundantes: os genes gémeos estariam envolvidos na produgéo de glutamina para o transporte
intercelular, enquanto que o terceiro gene estaria envolvido na produgio de glutamina para
uso intracelular, impedindo a acumulagio de niveis toxicos de aménia nos nédulos. Foi ainda
possivel observar que a expressdo destes genes ndo pareceu ser influenciada pela amonia
(202).

Em Phaseolus vulgaris foram identificados trés polipeptideos da GS1 ao nivel dos nd-
dulos: o, B € v. Verificou-se que as subunidades B e y podem associar-se entre si para originar
octimeros heterologos; no entanto, as subunidades 3 também podem associar-se entre si para

originar octdmeros homologos. A subunidade y parece ser especifica dos nodulos (41). Os es-
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tudos de imunocitoquimica permitiram localizar GS1 no citosol das células que compdem os
nédulos, as raizes, os caules e as folhas de feijoeiros (46). O estudo da expressdo dos genes
que codificam as subunidades o e B permitiu detectar a presenga destas nas folhas. Os estudos
da sua acumulagdio especifica através de “Northern blot-tings” permitiu verificar que os niveis
de mRNA acumularam-se com um padrio semelhante & acumula¢@io dos respectivos poli-
peptideos durante o desenvolvimento da folha, tendo sido encontrados teores mais elevados
enquanto as folhas eram jovens (38). Quando as regides promotoras dos genes que codificam
as subunidades B e y de feijoeiro foram unidas ao gene GUS e¢ introduzidas em Lotus cornicu-
latus verificou-se que estes genes apresentavam expressdo diferencial: o promotor do gene y
direccionou a expressio do GUS para as células infectadas pelo Rhyzobium nos nddulos en-
quanto que o promotor do gene B direccionava a expressdo para as raizes e para os nodulos,
estando a sua expressdo restrita a vasculatura dos nédulos maduros. Nos outros Orgéos tam-
bém foi possivel detectar uma certa expressdo do gene ¥, indicando que nfo se trata de um
gene com expressdo especifica nos nodulos (67).

Em Medicago truncatula foram identificados dois genes a codificar a subunidade cito-
slica da GS. Ambos os genes codificavam transcritos de 1,4 kb e apresentavam expresséo
diferencial: o gene MtGSa era altamente expresso nos nodulos e em caules, tendo sido detec-
tados com niveis mais baixos de express@o nos peciolos, nas flores, nas sementes e em semen-
tes em germinagdo; o gene MtGSb apresentou maior expressdo nas raizes € em sementes em
germinagio, sendo moderadamente expresso nos outros tecidos estudados. A expressdo destes
genes nas raizes nio pareceu ser influenciada pelo tipo de nutri¢do azotada (182).

A regifio promotora do gene GS3A que codifica uma subunidade da GS1 de ervilheira
foi usada para fazer construgdes de fusdes de varias delecgdes a 5’ com o gene GUS. Estas
construgdes génicas foram introduzidas em plantas de tabaco e de luzerna. Verificou-se que o
promotor intacto dirigiu a expressido do GUS para o floema e para a vasculatura das folhas,
dos caules e das raizes nas duas espécies de plantas transformadas. Esta expressdo direcciona-
da permaneceu activa até mesmo quando o promotor foi delectado até ~132 bp do local de
inicio de transcrigdo (20). A expressdo da GS1 para a vasculatura revelou ser especifica do
floema, uma indicagdo que a GS1 podera desempenhar uma fungdo importante na produgéo
de compostos azotados para o transporte intercelular (56).

Uma estratégia semelhante foi utilizada para estudar a regido promotora do gene que
codifica a subunidade da GS1 de soja (AGS15). A actividade GUS foi detectada em raizes de
tabaco e de luzerna, indicativo que o promotor retém a capacidade de promover a expressdo

especifica para um tecido até mesmo noutras espécies. Estes resultados sugerem que ofs) ele-
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mento(s) cis responsaveis pela especificidade de tecido pode(m) ser reconhecido(s) por facto-
res frans presentes quer em leguminosas, quer em néo leguminosas (132). Este trabalho tam-
bém permitiu verificar que a aplicagio exogena de amoénia ndo conduziu a nenhum aumento
de actividade GUS em tabaco, enquanto que em Lotus corniculatus verificou-se um aumento
desta actividade. Estes resultados mostraram que o gene da GS1 de soja pode ser regulado
pela disponibilidade de amoénia nas plantas leguminosas e sugerem a existéncia de um outro
elemento cis responsavel pela regulagio da actividade do promotor por este composto, 0 qual
necessita do envolvimento de factores trans existentes apenas em leguminosas (132). Um ou-
tro trabalho, semelhante ao acabado de descrever, permitiu verificar que os elementos cis res-
ponsaveis pela indugdo do gene que codifica a subunidade da GS1 de soja (AGS15) pela amé-
nia estdo localizados na regidio compreendida entre —3,5 kb e —1,3 kb relativamente ao local
de inicio de transcrigio. Os elementos envolvidos na expressdo especifica deste gene para os
pulvinulos estfo localizados entre —1,3 kb € —0,7 kb e apenas 240 bp parecem ser suficientes
para conduzir a expressdo deste gene para as anteras (127). Este promotor, com 3467 bp, €
indispensavel para que ocorra expressio regulada pela aménia. A remogdo de parte desse
promotor conduz a perda da capacidade de indugdo do gene pela aménia. Esta perda de indu-
tibilidade é devida a alteragdo de um elemento cis fortemente constitutivo, designado SCPE,
que esta localizado nas primeiras 400 bp da regido distal do promotor. Para além desta regifo,
verificou-se serem necessarios outros elementos cis que modulam a actividade do SCPE,
como por exemplo, o direccionamento da expressdo deste gene para tecidos especificos (194).

A comparagio das sequéncias das regides promotoras dos genes que codificam as dife-
rentes subunidades da GS1 das leguminosas sugere haver uma variabilidade de sequéncias
reguladoras miltiplas responsaveis pela expressio de um determinado gene da GSI1. Deste
modo, ¢ possivel explicar as diferengas nas respostas da expressdo dos varios genes que codi-
ficam a GS1 nas diferentes leguminosas (127).

Ha trabalhos que sugerem a possibilidade das diferentes subunidades da GS1 poderem
associar-se formando octdmeros heterélogos (29, 77, 114), podendo resultar dessas associa-
¢es formas enzimaticas com propriedades distintas capazes de responderem as exigéncias do
tecido onde estio presentes. Estas evidéncias foram confirmadas quando se preparou um
constructo a codificar o dominio N-terminal da subunidade GS1b e o dominio C-terminal da
subunidade GSla de Medicago truncatula. Com esta estratégia, tentou-se produzir polipepti-
deos cujos dominios estivessem trocados de modo que, ao associarem-se, originassem uma
enzima cujos centros activos seriam quiméricos, mimetizando a associaco heteromérica entre
estas subunidades in vivo. Apos a introdugio deste gene em bactérias de Escherichia coli de-
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ficientes em glutamina sintetase, verificou-se que estas enzimas eram catalitica e fisiologica-
mente activas porque conseguiram compensar a mutagéo destas bactérias (34).

Nas plantas ndo leguminosas foi possivel identificar mais do que um gene a codificar
subunidades da GS1.

No arrozeiro foram isolados dois cDNAs (AGS8 ¢ AGS28) que codificam dois poli-
peptideos distintos de 39 kDa (171). A regifio promotora correspondente ao clone AGS28 foi
isolada e um fragmento de 2 kb foi utilizado para construir um gene resultante da fusio deste
fragmento com o gene GUS. Por sua vez, esta construgio foi introduzida em plantas de tabaco
e a actividade GUS foi determinada. Verificou-se que esta actividade era mais elevada nas
folhas do que nas raizes, a semelhanga do que ocorria na planta nativa. Também foi possivel
verificar que a actividade mais elevada foi detectada nas folhas mais velhas e mais jovens,
~ diminuindo nas folhas expandidas. A adi¢do de amonia ou de nitrato conduziu a um aumento
da actividade do gene GUS. Face a estes resultados, os autores concluiram que o fragmento
de 2 kb possui os elementos cis responsaveis pela expressdo especifica nos tecidos e pela re-
gulacdo pela fonte azotada (105). Através da técnica de “Western tissue printing” for possivel
descriminar, utilizando anticorpos especificas para cada isoforma da GS, os locais de acumu-
lagdo das diferentes isoformas em folhas de arrozeiro. Verificou-se que a GS1 estava locali-
zada nas nervuras das folhas, permanecendo presente mesmo durante a senescéncia foliar
(98). A determinagdo do teor de GS1 também foi feita verticalmente ao longo da planta de
arrozeiro. Os resultados obtidos revelaram que o teor de GS1 aumentava das folhas mais jo-
vens para as folhas mais velhas (207). Durante a senescéncia foliar de folhas de plantas cres-
cidas em culturas hidropénicas também verificou-se ocorrer um aumento do teor de GS1 e
dos seus transcritos (98, 99).

A actividade da GS aumenta nas raizes de cevada crescidas e nutridas com nitrato como
tinica fonte azotada. No entanto, a nutri¢io das plantas de cevada exclusivamente com amdnia
induz o aparecimento de uma nova banda da GS1 em “Western blottings”. Por imunocitoqui-
mica foi possivel verificar que a GS1 surge em maior quantidade nas c€lulas de parénquima
cortical do que nas células do cilindro vascular, sendo esta marcagdo mais elevada nas plantas
crescidas na auséncia de azoto (153).

As isoformas citosolicas da GS que surgem nas raizes de milho (GSr e GS1) podem ser
separadas por SDS-PAGE. Verificou-se que apds nutricdo das plantas exclusivamente com
amonia ocorreu aumento da actividade da GS neste 6rgéo que ¢ devido ao aumento da acumu-
lagio da forma GSr. A forma GSr revelou ser mais sensivel ao calor que a forma GS1 e a sua
estrutura octamérica tornou-se menos estiavel quando em concentragdes baixas dos catides
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bivalentes Mg2+ e Mn®*. No entanto, apesar de mais sensivel, a forma GSr apresentou uma
actividade biossintética maior, indicagio de poder ser esta a isoforma principal responsavel
pela assimilagdo primaria da amonia ao nivel das raizes de milho (169, 170). Foram identifi-
cados cinco clones que codificam a GS1 no milho, todos reconhecendo transcritos com 1,4
kb. Os estudos de expressdo revelaram que trés destes clones surgiam com uma acumulagdo
preferencial nas raizes (clones 1, 2 e 5); os restantes (3 e 4) acumulavam-se com maior abun-
dancia no caule, no embrido, no endosperma e no pélen (119). A existéncia de genes que co-
dificam a GS1 no milho cujos produtos sdo acumulados preferencialmente nas raizes, enquan-
to que para outros genes os seus produtos sdo acumulados noutros 6rgdos, ¢ um dado que
apoia a expressdo diferencial dos genes da GS1. A expressdo simultinea destes genes, com
diferentes niveis de expressdo, num mesmo 6rgdo pode ser indicativo da presenga de isofor-
mas da GS1 heter6logas e portanto, com caracteristicas bioquimicas diferentes, possivelmente
capazes de melhor responder as necessidades metabolicas do tecido onde estdo localizadas.

No girassol existem duas formas distintas de GS citosélica: a GSs — que surge em se-
mentes e em plantulas e a GS1. Estas duas formas estdo envolvidas na translocagdo de nutri-
entes nas fases iniciais de germinagdo. Ha medida que os cotilédones se desenvolvem verifi-
ca-se que as formas da GS citosolica s3o substituidas pela GS2. Foi possivel verificar que a
luz e a nutrigio com nitrato conduziram & diminui¢io dos niveis da GS1 e estimularam a
acumulagio da GS2 nas plantulas em desenvolvimento (47).

O teor em polipeptideos e mRNA da GS1 aumenta durante a senescéncia induzida pela
obscuridade nos cotilédones de Raphanus sativus (beterraba) (101). Nesta espécie foram iso-
lados trés clones que codificam subunidades da GS1. Apenas dois destes trés genes € que re-
velaram ser expressos durante este tipo de senescéncia, mantendo-se o nivel de expressdo de
um deles baixo. Quando se aplicou azoto inorgénico verificou-se um retardamento da senes-
céncia, acompanhado pela diminuigdo da expressdo de um dos genes e pela activagdo do ou-
tro; estes resultados sugerem que a expressdo destes genes podera ser regulada pelo tipo de
forma azotada disponivel para a planta. A aplica¢do de citocininas nos cotilédones senescen-
tes reprime a expressdo destes dois genes, sugerindo o envolvimento (directo ou indirecto)
destas fito-hormonas na regulagio da transcrigdo (204). O tratamento com etileno de células
lacticiferas de Hevea brasilensis conduziu ao aumento da actividade da GS1. Este aumento
foi correlacionado pelo aumento da acumulagdo de mRNAs e de polipeptideos (162).

Na videira foi possivel isolar dois clones de cDNA que codificam a GS1. A analise das
sequéncias nucleotidicas dos dois clones permitiram verificar que sdo derivados de genes ho-

mologos ¢ distintos. Ambos os clones codificam polipeptideos de 39 kDa e reconhecem trans-
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critos de 1,4 kb, os quais sio acumulados diferencialmente na planta: o clone pGS1:1 reco-
nhece transcritos na raiz, nas folhas, nos frutos e no tecido caloso; o clone pGS1:2 detecta os
seus transcritos na raiz, nos caules e no tecido caloso, sendo menos expresso nas folhas e nos
frutos. Para avaliar o efeito da nutrigio azotada na expressdo dos genes relativos a estes dois
clones foram feitas culturas de células em suspensdo. Foi possivel observar que o nitrato no
exerce um efeito significativo na express@o destes genes; no entanto, verificou-se que a amo-
nia conduz ao aumento da acumulagiio de mRNAs relativos ao clone pGS1:1 € & diminuigdo
dos teores de mRNAs do clone pGS1:2 (122).

A espécie Brassica napus é um hibrido anfidiploide resultante do cruzamento entre as
espécies B. campestris e B. olearacea, possuindo, no total, seis genes a codificar a GS: dois
codificam a GS2 e quatro codificam a GS1. Com base na elevada homologia existente entre
os genes das duas plantas parentais, 0s autores agruparam-nos aos pares ¢ avaliaram a expres-
sdo de um elemento de cada par. A expressdo de dois genes da GS1 foi estudada nestas plan-
tas e verificou-se ocorrer uma grande acumulagio dos seus transcritos nos tecidos fotossinte-
ticos; nas raizes uma isoforma da GS1 era mais abundante que a outra, possivelmente sera
esta isoforma a responsavel pela assimilagdo da amonia absorvida (144). Esta acumulag@o di-
ferencial vem suportar a hipotese das diferentes isoformas da GS desempenharem funges
diferentes nos varios 6rgios da planta. A GS desta espécie pode ser fosforilada, e, como fos-
foproteina, a sua actividade pode ser regulada pos-tradugio por fosforilagio reversivel. Ver-
ficou-se que quando desfosforilada a GS1 era inactiva e ficava mais susceptivel a ser degra-
dada; pelo contrario, quando fosforilada, ficou activa e mais protegida contra a degradagio. A
GS pertence ao grupo das fosfoproteinas que interactuam com as proteinas 14-3-3. Estas pro-
teinas tém a capacidade de modificar o estado de actividade das fosfoproteinas: quando a GS1
esta fosforilada e as proteinas 14-3-3 estdo presentes verifica-se possuir uma actividade mais
elevada (63).

Foi detectada a presenga de GS1 (39 kDa) em extractos foliares da planta de tabaco em
“Western bottings”. A imunocitoquimica permitiu comprovar estes resultados facultando a
visualizagdo da localizagdo da GS1 no citosol das células de companhia do floema (33, 51). A
fusdo do promotor do virus do mosaico da couve-flor (CaMV-35S) ao cDNA da GS1 de soja
(AMGS15) e a sua introdugio em plantas de tabaco permitiu obter uma expressao constitutiva
deste cDNA nas folhas. A GS de soja era funcional e localizava-se no citoplasma das células
da folha de tabaco. Contudo, a expressdo da GS1 de soja em tabaco conduziu a indugdo da
expressdo da GS1 nativa (86). A acumulagdo da GS1 ¢ induzida nas folhas de tabaco durante
o desenvolvimento foliar. Nesta mesma espécie isolaram-se dois clones que codificam subu-
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nidades da GS1: gin -3 e gin 1-5. Apenas o teor dos transcritos relacionados com o clone gin
-3 aumentou durante o envelhecimento foliar (23). A técnica de “RNase protection assay”
permitiu descriminar a expressdo diferencial dos dois genes da GS1 de tabaco. Fo1 possivel
verificar que o gene gln /-3 era muito expresso nas raizes e em todos os 6rgéos florais; a ex-
pressdo do gene gin -5 foi detectada com niveis elevados de acumulag@o nos caules, € com
menores niveis de acumulagio nos 6rgdos florais e nas nervuras das folhas. A hibridagdo in
situ permitiu determinar a ocorréncia de expressdo diferencial dos dois genes da GS1 ao nivel
das raizes: os transcritos do gene gin [-5 apareciam sempre associados aos tecidos vasculares,
enquanto que os transcritos do gene gln /-3 apresentavam uma distribuigdo uniforme por todo
6rgdo. Nenhum destes transcritos foi detectado nas células que compSem a lamina foliar. Os
resultados obtidos por esta equipa sugerem que, para além das fungdes ndo sobreponiveis das
isoformas da GS, parece haver distribui¢do das fungdes entre as isoformas da GS1: o gene gin
1-5 parece estar envolvido no transporte de azoto nos tecidos vasculares, enquanto que o gene
gln -3 parece ter uma acgfo mais ubiquota na assimilagio e desintoxicagfo da amé6nia numa
variedade de orgdos (51). Para avaliar o impacto fisiologico do decréscimo na actividade da
GS no floema, um gene que codifica a GS foi especificamente expresso no tecido vascular de
tabaco no sentido “anti-sense”. A expressdo deste gene foi direccionada para o floema para
inibir a expressio especifica da GS nativa ai expressa. As principais consequéncias foram,
para além da diminui¢go da actividade da GS no floema, o decréscimo do teor em prolina nas
raizes, nos caules e nas folhas quando foi fornecida aménia como tnica fonte azotada. Estes
resultados sugerem que a GS expressa no floema & responsavel pelo controlo da produgéo de
prolina (22).

Em tomateiro, a GS1 é formada por subunidades de 39 kDa (157). A infecgdo de folhas
de tomateiro com Pseudomonas syringae pv tomato ou o tratamento com fosfoinotricina
(PTT) conduziram a uma alteragdo do padrdo de expressdo das isoformas da GS caracterizado
pela predominincia da GS1 sobre a GS2. Foi possivel observar um aumento da acumulag@o
da GS1 apds os tratamentos. Por microscopia electronica, associada as técnicas de imunocito-
quimica, foi possivel observar GS1 no citosol das células do mesofilo. A analise bidireccional
das proteinas presentes nos extractos foliares demonstrou o surgimento de um polipeptideo da
GS1 adicional em relacfio ao constitutivo ja existente (158). Durante a senescéncia natural as
folhas de tomateiro assistiu-se a uma diminui¢do da actividade total da GS devido a diminui-
¢do da quantidade de GS2. O teor de mRNAs da GS1 aumentou com a progressdo da senes-

céncia foliar mas ndo foi correlacionado com os niveis de proteina (159).
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O rastreio de uma biblioteca de cDNA, construida a partir de uma populagdo de mRNA
extraido de sementes de alface embebidas ¢ irradiadas com luz vermelha, permitiu isolar um
cDNA que codifica a GS1. Os estudos de expressdo efectuados permitiram verificar que a
acumulacdo dos transcritos era estimulada pelo fitocromo (172). Estes resultados sugerem que
este gene da GS1 podera ser regulado via fitocromo.

Em Arabidopsis os genes que codificam a GS1 também revelaram apresentar expresso
diferencial. Todos codificam transcritos de 1,4 kb, tendo sido dois expressos na raiz, enquanto
que um terceiro, para além de expresso nas raizes, também surgiu com alguma expressao nas
folhas e em sementes germinadas (160). Foi possivel verificar que a luz induz o aumento da
acumulacdo e da actividade da GS1; no entanto, a irradiagio com luz vermelha ndo exerceu
qualquer efeito nos niveis da GS1, indicando que a luz tera um efeito indirecto. De facto,
quando se trataram plantas adaptadas & obscuridade com sacarose, frutose ou glucose, ocorreu
um aumento de transcritos da e de actividade da GS1. O mesmo efeito teve a aplicagio de 2-
oxoglutarato. Pelo contrario, a aplicagdo dos aminoacidos aspartato, asparagina, glutamina ¢
glutamato conduziu a efeitos antagénicos aos obtidos com a sacarose (146). Estes resultados
sugerem que a actividade da GS1 esteja condicionada pela razio carbono/azoto, em que uma
raziio elevada conduz ao aumento da actividade desta isoforma e uma razdo baixa a diminui-

¢ao dessa actividade.

1.4.6 — Estrutura dos mRNAs

A maioria das espécies estudadas até a data possui uma familia multigénica a codificar a
GS. Da analise dos cDNAs e genes clonados até & data foi possivel concluir que na maiora
das espécies existem pelo menos dois genes a codificar a subunidade citosolica e um a codifi-
car a subunidade plastidial (66).

As moléculas de mRNA que codificam a GS possuem um tamanho estimado compre-
endido entre 1,4 a 1,6 kb, sendo o mRNA relativo 2 GS2 maior do que o da GS1 em cerca de
100 a 200 nucleétidos. As sequéncias ndo traduzidas a 5° dos mRNAs da GS séo, a0 contrario
das sequéncias codificantes, geralmente pouco conservadas entre si. O coddo de iniciagdo
AUG dos mRNAs da GS difere significativamente do consenso dos mRNAs das plantas
(AACAAUGGC), apresentando, no entanto um C na posi¢do +5 € um A na posi¢o -3, como
no consenso. A conservagio destes nucleotidos nestas posigdes parece estar relacionada com a

eficiéncia da traducio destes mRNAs. Nas sequéncias ndo traduzidas a 3° o motivo
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AAUAAA, que geralmente est4 localizado 10 a 30 bases a montante do local de poliadenila-
¢do, parece estar ausente nos mRNAs das GS das plantas. Estes, ou ndo possuem por inteiro
este motivo ou entdo apresentam uma sequéncia equivalente - AAUAAU/C - localizada 18 a

30 nucleotidos a montante do local de poliadenilagéo (66).

1.5 - CONTROLO METABOLICO E CONTROLO PELA LUZ DO METABO-
LISMO DO AZOTO

O processo de assimilagio do azoto em aminoacidos esta sujeito ao controlo metabélico
¢ ao controlo pela luz a nivel molecular. A luz exerce um efeito positivo na expresséo de ge-
" nes envolvidos na assimilagdo de amonia em glutamina e glutamato, como a GS2 e a Fd-
GOGAT. (54, 160, 168, 169, 196), tendo sido reportado o envolvimento do fitocromo em al-
gumas experiéncias (54, 111, 112, 196). Apesar de ser sabido que o fitocromo ¢ o receptor
primario da luz, as vias de tradugio deste sinal responsaveis pelo controlo da expressdo da GS
ainda ndo sio conhecidas. Por isso, o conhecimento dos elementos que fazem parte dos pro-
motores dos genes responséaveis pela resposta a luz poderdo ser importantes para esclarecer
este processo (113). Em ervilheira foi possivel verificar que os genes que codificam a aspara-
gina sintetase (AS) sdo negativamente regulados pela luz, sendo a sua expressio induzida com
os tratamentos pela obscuridade. Esta regula¢io pela luz ocorre ao nivel da transcrigdo e ¢
mediada pelo fitocromo (198). Sob condi¢des de luminosidade o azoto € assimilado em glu-
tamina e glutamato sendo transportado e utilizado como tal nas reacgdes anabolicas na da
planta. Sob condigdes de obscuridade, em que a razdo carbono / azoto orgénicos ¢ baixa, as
plantas direccionam a assimilagdo do azoto para asparagina a qual serd transportada a longa
distancia ou sera armazenada (113).

A caracterizagdo dos factores que regulam directamente a transcrigdo dos genes da GS e
da AS (assim como de outros genes envolvidos na biossintese de outros aminoacidos) permi-
tira uma melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos na regulagdo da expressdo destas
enzimas pelo meio ambiente e ao longo do desenvolvimento das plantas (198).

A sacarose consegue mimetizar os efeitos da luz na expressio dos genes relacionados
com o metabolismo do azoto tais como os que codificam a nitrito redutase, a nitrato redutase,
a GS, a Fd-GOGAT, a GDH e a AS (111, 112, 146). Esta regula¢io dos genes que codificam
enzimas envolvidas no metabolismo do azoto por parte do carbono metabélico celular reflecte

a inter-relagio existente entre o metabolismo do carbono e do azoto nas plantas (113).
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Para além do controlo por parte do carbono metabélico celular, também foi proposto
que a abundancia relativa de azoto metabolico podera regular a assimilagdo do azoto (113,
146). Verificou-se que o bloqueio da via biossintética da histidina, com o herbicida IRL 1803,
conduziu ao decréscimo da expressdo da GS (79), possivelmente devido a um mecanismo de
retroinibigdo provocado pelo aumento do teor em glutamato. Em Arabidopsis os aminoacidos
aspartato, asparagina, glutamato e glutamina inibem a acumulagio de mRNAs da GS (146).

Em Escherichia coli foi identificado uma proteina que funciona como efector alostérico,
designado PII, que regula indirectamente a glutamina sintetase, actuando ao nivel da transcri-
¢do e da pos-tradugdo. No modelo vegetal Arabidopsis foi possivel isolar uma proteina seme-
thante a PII de E. coli que parece fazer parte de uma rede complexa de tradug@o do sinal en-
volvida na percepgdo do estado do carbono e azoto organicos (92).

Possivelmente sera a razio entre o carbono e o azoto orgdnicos existentes na c€lula o
principal factor responsavel pelo controlo metabélico da assimilagdo de azoto nas plantas
(113). A compreensdo dos mecanismos envolvidos na sinalizagdo mediada pelos metabolitos
e a expressdo génica nas plantas terd impacto no conhecimento dos mecanismos de controlo
do metabolismo do azoto e consequentemente, na compreensao da regulagio do crescimento ¢

desenvolvimento das plantas (146).

1.6— A GS E A SENESCENCIA FOLIAR

A senescéncia corresponde a uma fase de desenvolvimento da planta altamente regulada
e complexa, que resulta na degradagio coordenada das macromoléculas e subsequente mobi-
lizagdo dos seus componentes para outras partes da planta. De facto, a senescéncia € uma fase
td0 importante como o crescimento e a maturagdo do 6rgio. Durante o seu periodo de vida, a
folha passa por trés fases de desenvolvimento. Inicialmente sofre uma expanséo rapida, im-
portando carbono € azoto, ocorrendo uma sintese intensa até que a capacidade fotossintética
maxima seja atingida. Nesta altura, a folha madura contribui para o fornecimento de compos-
tos organicos carbonatados. Esta actividade continua a ocorrer até que as condigdes internas
ou externas induzam o inicio da senescéncia (25).

A senescéncia corresponde a um periodo de mobilizagio intensa de azoto, de carbono e
de minerais para as outras partes da planta (figura I.5) (25). Trata-se de um processo altamen-

te regulado em que as células passam por uma desorganizagio dos organelos e por uma alte-
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ragdo dramatica do metabolismo celular. Apesar de ser um processo deteriorativo, ¢ um pro-

cesso critico para a planta e é considerado um processo genético evolutivo (141).

Figura L.5: (a) As folhas senescentes podem ser reconhecidas pela caracteristica perda da clorofi-
la. Frequentemente as Gltimas 4reas foliares a senescer localizam-se perto das nervuras, possi-
velmente porque estas sdo necessarias para a exportagdo dos nutrientes. A folha do topo a es-
querda encontra-se no inicio da senescéncia; a de baixo 4 direita encontra-se na fase mais avan-
cada. (b) H4 medida que a folha senesce, os nutrientes nela contidos (Nt) como o azoto, o fosfo-
ro e os ides metalicos sdo transportados para outras partes da planta, como as sementes e folhas
em desenvolvimento (164).

A primeira e a mais significativa alteragdo da estrutura celular ¢ a degradagdo do cloro-
plasto, organelo que contém até 70 % da proteina foliar. Do ponto de vista metaboélico, a fo-
tossintese (assimilagdo de carbono) € substituida pelo catabolismo das clorofilas e de outras
macromoléculas, como as proteinas, os lipidos membranares ¢ RNA, para que alguns dos nu-
trientes seus constituintes possam ser reciclados (72). O nucleo, necessario para a transcrigdo
dos genes, ¢ as mitocdndrias, essenciais para o fornecimento de energia, mantém-se intactos
até as fases finais da senescéncia (164). De facto, a senescéncia do cloroplasto ocorre sob con-
trolo do nucleo (72).

Durante a senescéncia verifica-se que a grande maioria dos genes deixa de ser expressa
enquanto que a expressio de outros aumenta (72). Os SAGs “Senescence Associated Genes”
sdo definidos como os genes cuja expressdo aumenta durante a senescéncia natural em com-
paragdo com as outras fases de desenvolvimento da folha. Alguns destes SAGs incluem: li-
pases, responsaveis pela degradagdo dos lipidos; proteases e endopeptidases, responsaveis
pela degradagdo das proteinas; RNases, que degradam o RNA e por isso permitem a remobili-
zagdo do fosfato; e alguns genes relacionados com o stresse, como os genes envolvidos no
stresse oxidativo e as proteinas relacionadas com a patogénese, que participam na protec¢do
da integridade celular necessaria para que a senescéncia decorra e se complete (72, 141). A
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senescéncia foliar ndo é conduzida por um tnico conjunto de genes especificos mas utiliza
genes que estio envolvidos noutros processos celulares. A maioria dos SAG pode ser induzi-
da por factores adversos internos ou externos mas, no entanto, as senescéncias provocadas por
factores diferentes diferem entre si do ponto de vista molecular, o que implica que o processo
de senescéncia foliar envolva a perfeita sintonia da expressdo destes genes SAG de modo a
incorporar os sinais ambientais no programa de senescéncia (141). A regulagio dos SAG ¢
bastante complexa e poderdio ocorrer vérias vias de controlo da senescéncia foliar, o que im-
plica que o bloqueio de uma via podera ndo ter um efeito significativo na progressdo da se-

nescéncia — esta caracteristica é referida como plasticidade da senescéncia (72).

Os SAG podem ser organizados em duas classes de acordo com os seus padrdes de ex-
pressdo temporais: a classe I ¢ formada pelos SAGs especificos da senescéncia, isto €, os seus
mRNAs s6 sdo detectados durante este processo; a classe II consiste naqueles SAGs cujos
transcritos sdo detectaveis durante as fases iniciais do desenvolvimento foliar, isto €, que pos-

suem uma certa expressdo basal, a qual aumenta durante a senescéncia (figura 1.6) (72).

¢iil)

Expressio basal

Progressiio da seneseénceia

Folha jovem inicio folha amarela

Figura 1.6: Expressdo diferencial dos genes durante a senescéncia. Os genes cuja expressdo decres-
ce (GED) incluem genes envolvidos na fotossintese. Os SAGs sdo aqueles genes cuja expressdo ¢
aumentada durante a senescéncia. Os SAGs da classe I s3o expressos apenas durante a senescéncia
(especificos da senescéncia). Os SAGs da classe II apresentam um nivel basal de expressdo desde o
inicio do desenvolvimento foliar, mas este nivel aumenta durante a senescéncia (72).

Com base no padrio de expressdo dos genes e na fungdo dos seus produtos proteicos,
foram propostas dez classes de genes envolvidos na senescéncia (figura 1.7). A classe 1 con-
tém genes de manutengdo que controlam actividades metabélicas essenciais para a célula e
que sdo expressos num nivel constante durante toda a vida da folha — estes genes ndo sdo es-
pecificos da senescéncia. As classes 2 e 3 consistem em genes que sdo expressos nas folhas
verdes e cuja expressdo reflecte-se nas fases finais da senescéncia. Estes genes esto activos
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antes do inicio da senescéncia e deixam de ser expressos bem antes desta iniciar. As proteinas
da classe 2 ficam activas durante a senescéncia enquanto que as proteinas da classe 3 podem
provocar a senescéncia quando ausentes. A classe 4 inclui genes reguladores que sdo expres-
sos imediatamente antes ou no inicio da senescéncia e cuja expressio ¢ efémera. Os produtos
génicos da classe 5 estdo envolvidos nos processos de mobilizagdo que ocorrem especifica-
mente durante a senescéneia. A classe 6 consiste de genes cujos produtos estdo envolvidos na
mobilizagio dos produtos de reserva, podendo também funcionar durante as fases de desen-
volvimento foliar. Os genes das classes 5 e 6 sdo expressos desde o inicio da senescéncia at¢ a

morte foliar.

Desenvolvimanto Maturidade Senescéncia vistvel Necrose
Fase 1Y Mv1 MV2 §s1 $S2 $S3
Clorofila 100% 100% 100% 98% 60% 5% 0%
RNA 100% 100% 100% 1004 100% 0% 0%
Genes de Brassica
Classe 1 P,
Classe 2 -
Classe 3 .
Classe 4 -
Classe S et (.SCS4,1.8C222,
R LSC28
Classe 6 b :
LSCT7.1.8C210,
Classe 7 LSC212. LSC460
Classe 8 o LSC94
Classe 9 LSC550, LSC680
Classe 10 % Bl LSC8. L5CI0!

Figura 1.7: Esquema representativo da expressdo dos genes (de Brassica napus) durante o desenvolvi-
mento foliar. As barras representam os diferentes padrdes de expressdo mencionados no texto. As fa-
ses de desenvolvimento sdo: JV — folha verde jovem; MV 1 — folha verde e madura colhida na altura da
floragiio; MV2 — folha verde e madura colhida no inicio da formagéo dos frutos; SS1, SS2 e SS3 - fo-
lhas senescentes com 98 %, 60 % e 35 % de clorofilas na attura da colheita, respectivamente. Adapta-
do de (25).

Os genes das classes 7, 8 ¢ 10 caracterizam-se por serem expressos no inicio do desen-

volvimento foliar ¢ depois durante a senescéncia. Os transcritos dos genes da classe 7 aumen-
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tam gradualmente durante o periodo de desenvolvimento foliar, desde as folhas jovens até a
senescéncia. Os genes da classe 8 apresentam um padrio semelhante aos da classe 7, diferin-
do no que respeita aos niveis de mRNA que sdo baixos nas fases iniciais de desenvolvimento,
aumentando dramaticamente numa dada altura da senescéncia. Os genes da classe 9 caracteri-
zam-se por a sua expressdo ser induzida numa determinada altura da senescéncia, néo conti-
nuando a ser expressos até ao final deste processo. Os genes da classe 10 caracterizam-se por
apresentarem dois picos de expressdo forte: um no inicio do desenvolvimento foliar e outro
durante a senescéncia (25).

Ha evidéncias que uma via dependente do fitocromo e os niveis de fotossintetizados es-
tario envolvidos no arranque da senescéncia. A idade da folha € o principal factor a influenci-
ar a iniciag@o de senescéncia — esta inicia-se quando a taxa fotossintética desce abaixo de um
determinado patamar, que possivelmente estara perto do ponto em que a folha ja deixou de
contribuir com carbono fixado para o resto da planta. As cinco principais classes de fito-
hormonas, nomeadamente auxinas, citocininas, giberelinas, acido abcisico e etileno, assim
como os jasmonatos influenciam a senescéncia: as trés primeiras classes inibem-na, enquanto
que as restantes aceleram-na (72).

Do ponto de vista metabdlico, uma das alteragdes mais marcantes que ocorre ao nivel da
senescéncia ¢ a rapida queda da fotossintese. J4 ha bastantes evidéncias que implicam a influ-
éncia dos aglicares na senescéncia, mas serdo necessarios mais estudos para determinar que
relagdes poderdo estar por detras deste processo. E sabido que niveis elevados de aglcares
reprimem a expressio de genes associados a fotossintese. Plantas de Arabidopsis mutantes
numa hexocinase eram insensiveis a glucose e apresentaram senescéncia retardada. Estes es-
tudos sugerem que as hexocinases poderdio estar envolvidas na percepgdo dos agticares nas
plantas superiores, estando deste modo relacionadas com a senescéncia (164).

Nas folhas das plantas superiores com fotossintese C3 a maior parte do azoto encontra-
se no cloroplasto. A RuBisCo ¢ a principal proteina do estroma do cloroplasto, podendo con-
tribuir com cerca de 50 % do total das proteinas soliiveis presentes nas folha. No entanto,
existe ainda uma percentagem consideravel de proteinas associadas as membranas; por exem-
plo, a proteina que faz parte do complexo de captura da luz € que se encontra associada a clo-
rofila (LHPC) ¢ o polipeptideo predominante nos tilacoides. O azoto constituinte destas ma-
cromoléculas tem de ser reassimilado pela planta e utilizado na produgéo de novos tecidos de
outras partes da planta. A clorofila também ¢ degradada e os catabolitos resultantes desta de-
gradagdo sdo acumulados no vacuolo, impedindo a reutilizagdo deste azoto por parte da planta
(60).
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O azoto presente nas proteinas e nos acidos nucleicos € crucial para a formagdo de com-
postos que possam ser carregados no floema. As proteinas t€m de ser convertidas em aminoa-
cidos de transporte, em particular, nas amidas glutamina e asparagina, que s30 0s principais
aminoacidos presentes no floema transportado das folhas senescentes (60, 97).

Nas folhas de Arabidopsis verificou-se ocorrer utilizagdo de L-arginina e/ou L-citrulina
quando estes compostos sdo fomecidos como Unica fonte azotada, originando amoénia que
pode ser reassimilada em glutamina (124). Durante a senescéncia ha libertagdo de amonia por
desaminacdo dos amino4cidos e do catabolismo dos acidos nucleicos a qual € convertida em
glutamina pela GS. Durante esta fase a actividade total da GS diminui, assim como as activi-
dades das enzimas glutamato sintase e alanina aminotransferase. No entanto, foi possivel veri-
ficar a ocorréncia da variagio do padrdo de algumas isoformas enzimaticas durante a senes-
céncia, tais como da glutamina sintetase, glutamato sintase, alanina aminotransferase e aspar-
tato aminotransferase (60). Num nimero consideravel de espécies foi possivel verificar um
aumento gradual da acumulagfio de mRNAs que codificam a GS1 desde o inicio do desenvol-
vimento foliar, que continua durante a senescéncia (23, 97-99, 101, 135, 143, 159, 204). Deste
modo, e tendo em consideragdo este padrdo de acumulagdo, os genes da GS1 poderdo ser con-
siderados como pertencentes a classe II dos SAG, segundo (72), ou como pertencentes a clas-
se 7 de acordo com (25).

A expressdo da GS1 parece ser principalmente confinada aos feixes vasculares onde,
presumivelmente, estara envolvida na formagio de glutamina para o transporte intercelular.
Este postulado ¢ apoiado pelo facto de néo se verificar a acumulagio de aminoacidos em fo-
thas senescentes, o que ¢ indicagdo de que o floema ¢ carregado de um modo eficiente (60).
Nas folhas da planta de tabaco foi possivel localizar a GS nas células de mesofilo e de parén-
quima em palicada e nas células de companhia do floema; as células do meséfilo e de parén-
quima em paligada s6 possuiam GS2 uma vez que a GS apenas surgia nos cloroplastos; as ce-
lulas de companhia possuiam GS no citosol (GS1) (33). Na mesma planta foi possivel detec-
tar em folhas senescentes ainda verdes, GS2 nos cloroplastos das células de mesofilo e de pa-
rénquima em paligada. No entanto, nesta situago, também foi possivel detectar GS1 no cito-
sol destas células (23). Quando o mesmo estudo foi feito em folhas senescentes amarelas veri-
ficou-se que a marcag?o citosélica das células de mesofilo era mais intensa, indicando a ocor-
réncia de um aumento na acumulagdo da GS1 neste tipo celular. Durante todo o processo de
senescéncia assistiu-se a um decréscimo da quantidade de GS1 localizada nas células de com-
panhia do floema. Estes resultados sugerem que o metabolismo do azoto foliar sofre uma mu-

danca de local durante a senescéncia, passando dos cloroplastos para o citosol das células de
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mesofilo (23). Seria interessante determinar as semelhangas entre os transcritos e genes que
apresentam um comportamento semelhante de modo a descriminar possiveis mecanismos

comuns envolvidos na regula¢do da remobilizagio do azoto durante a senescéncia.

1.7 - A GS, A SALINIDADE E A SECURA

Dado que os aminoécidos e outros compostos soliveis desempenham funges essenciais
no metabolismo das plantas, ¢ de grande interesse estudar a influéncia do stresse ambiental no
seu metabolismo. Para além do mais hd evidéncias que implicam a actuagfo de alguns com-
postos azotados na susceptibilidade ou resisténcia a situagdes de stresse ambiental particulares
(183).

A acumulagfio de sais nos solos irrigados ¢ um dos principais factores que diminuem a
produgio agricola devido ao facto de a maioria das culturas ndo serem halofitas (91).

Os genes induzidos nas plantas sujeitas a secura funcionam ndo s na proteccdo das cé-
lulas devido a produgdo de proteinas e protectores celulares, mas também na regulagio de ge-
nes envolvidos na tradugfo do sinal em resposta ao stresse (178). Na maioria das plantas, o
stresse salino conduz a alteragdes da expressdo génica; a maioria dos genes cuja expressdo €
estimulada deverdo codificar produtos que actuardo contra os efeitos deletérios dos niveis
aumentados de sal, de modo a proteger o crescimento € a sobrevivéncia da planta sujeita ao
stresse salino. Uma forma de adaptagdo das plantas superiores a salinidade e a secura envolve
a sintese de osmoprotectores e de osmorreguladores (205).

Ja foram realizados muitos estudos sobre a influéncia de elevadas concentragdes salinas
(sobretudo NaCl) no metabolismo do azoto nas plantas. As elevadas concentragdes de sodio
inibem a absor¢do de potassio e de calcio pela planta. Verificou-se que na maioria das plantas
estudadas ocorre acumulagdo de aminoacidos e aminas — foram encontrados niveis elevados
de prolina e de compostos quaternarios metilados de amonia, como a glicina-betaina e a f-
alanina — nos tecidos vegetais. A acumulagio destes compostos difere com as espécies, po-
dendo haver acumulagfio de apenas um deles até mesmo a combinagido de varios. De um
modo geral, as espécies que acumulam prolina contém niveis baixos deste aminoacido quando
crescidas em solos ndo salinos mas que aumentam marcadamente quando crescidas em solos
salinos. Esta acumulagio ndo esta restrita as folhas, ocorrendo também em raizes, rizomas ¢

inflorescéncias. Este aumento de prolina nas células das plantas sujeitas a stresse pode resultar
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de um aumento da taxa biossintética e na diminuigdo da taxa de utiliza¢go, ou do relaxamento
da retroinibicdio da biossintese da prolina, que se manifesta no aumento da taxa biossintetica.

A diminuicgio do potencial de dgua das folhas, resultante da exposi¢io a situagdes de se-
cura, comporta alteragdes na composigio e na concentragio da frac¢do azotada soluvel, parti-
cularmente no teor de prolina. Quando as condi¢des hidricas sdo restauradas os niveis de pro-
lina diminuem. Este aumento do teor de prolina ¢ devido ao aumento da sua biossintese ¢ nio
resultado da protedlise (183).

A principal via biossintética da prolina ocorre via reducio e ciclarizagdo do glutamato,
podendo também ter origem na ornitina e na asparagina (183). No entanto, estudos recentes
revelaram ndo ser o glutamato, mas sim a glutamina, o principal aminoacido utilizado na sin-
tese de prolina (22). Na planta do tabaco existem dois genes a codificar a GS1: os transcritos
do gene gin 1-5 sio acumulados essencialmente no floema, enquanto que os mRNAs do gene
gln 1-3 acumulam-se no citosol das células das raizes e dos érgéos florais. Para elucidar o pa-
pel que a GS1 desempenha nos tecidos vasculares, inibiram especificamente a sua expressao
no floema, utilizando a regido promotora do gene que codifica a superéxido dismutase Cu/Zn
de Nicotiana plumbaginifolia, a qual fundiram 274 bp do cDNA gin /-5 na orientagdo “anti-
sense”. Obtiveram plantas transformadas que apresentavam expressdo quase nula da GS1 nas
nervuras. Essa diminui¢io da expressdo deveu-se 4 diminuigio da expresséo do gene gin /-5,
uma vez que a expressdo do outro gene ndo foi alterada. Quando estas plantas cresciam em
condigdes de nutrigio azotada composta exclusivamente por aménia foi possivel verificar que
os niveis de prolina no floema e no xilema era mais baixos que nas plantas néo transformadas.
Quando as plantas transformadas eram sujeitas a tratamentos com 25 mM de NaCl verificou-
se que apresentavam sintomatologia pronunciada de toxicidade como resposta ao stresse im-
posto, e que os niveis de prolina eram bastante mais baixos quando comparados com plantas
nio transformadas e crescidas nas mesmas situagdes. Com este estudo foi possivel concluir
que a inibigAo da expressdo da GS1 no floema conduziu a uma diminuig8o acentuada da acti-
vidade da GS nos orgdios ricos em tecidos vasculares (raizes, caules e folhas), acompanhada
pela diminuigio do teor de prolina nesses mesmos orgéos, implicando que a GS1 localizada
no floema desempenhara um papel fundamental na regulago da sintese de prolina na planta
(22).

A salinidade e a secura provocam efeitos toxicos e perturbagdes metabolicas, como por
exemplo a perda da actividade nos cloroplastos (205), para além disso também provocam
stresse oxidativo. Nestas condigdes, o acido abcisico promove o fecho dos estomas limitando

o fornecimento de CO, as células e a actividade fotossintética diminui. Como consequéncia,
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ocorre redugdo em excesso da cadeia fotossintética transportadora de electrdes € a RuBisCo
actua como oxigenase, activando a fotorrespiragio e conduzindo 4 formagéo de espécies reac-
tivas de oxigénio que irdo afectar a integridade membranar e enzimatica (91). A fotorrespira-
¢do pode funcionar como uma via possivel de dissipagdo do excesso de energia luminosa e de
poder redutor. Através deste processo ha producdo de fosfoglicerato e CO, que entram no
ciclo de Calvin-Benson e conduzem ao consumo de ATP e NADPH, contribuindo para a di-
minuicio do estado de redugdo da cadeia fotossintética transportadora de electrdes (91).
Como anteriormente referido, o passo limitante da fotorrespiragéo € a reassimilagdo de amo-
nia, libertada pela descarboxilagdo da glicina, pela acgdo da GS2. As plantas transgénicas de
tabaco que sobreexpressam GS2 revelaram possuir um aumento da capacidade fotorrespirato-
ria e um aumento da tolerancia a elevada intensidade luminosa (106).

As plantas de tomateiro sujeitas a secura responderam com floragio prematura e produ-
¢do de frutos pequenos. O stresse imposto as plantas induziu a degradagdo proteica que se re-
flectiu na diminui¢dio do teor proteico € no aumento dos niveis de aminoacidos livres. Esta
resposta envolveu a remobilizagio de azoto das folhas e o transporte dos aminoacidos liberta-
dos para os ¢rgfos reprodutores em desenvolvimento. Nestas plantas verificou-se que 0s ni-
veis de mRNA da GS2 diminuiram ligeiramente, enquanto que os niveis de mRNAs e de po-
lipeptideos da GS1 aumentaram ligeiramente. No entanto, o teor de polipeptideos da GS2 ndo
sofreu alteragdes. O facto de ndo ter ocorrido variagdo do teor de GS2 pode reflectir a impor-
tAncia desta isoforma no processo de fotorrespiragdo. O aumento da acumulagdo de GS1 pode
ser reflexo da necessidade que a folha teve em exportar os aminoacidos para as partes em
crescimento da planta (7).

Foram produzidas plantas transformadas de arroz com o gene da GS2 na tentativa de
elucidar o papel desta isoforma no envolvimento da resposta ao stresse salino. Obtiveram-se
duas linhas de transformastes: uma apresentando niveis elevados de GS2 e outra com niveis
muito baixos de GS2 — e verificou-se haver uma forte correlagdo entre a capacidade fotorres-
piratoria e os niveis de GS2. Durante duas semanas de exposi¢do a salinidade verificou-se que
os niveis de polipeptideos da GS2 diminuiram, enquanto que os da GS1 mantiveram-se cons-
tantes. As plantas que sobreexpressavam a GS2 apresentavam maior resisténcia ao stresse sa-
lino, estando a sua resisténcia correlacionada com a capacidade fotorrespiratoria (91).

Os resultados acabados de descrever parecem indicar o envolvimento de ambas as iso-
formas da GS na resposta a situagdes de secura e de salinidade. A GS1 localizada no floema
parece estar envolvida no controlo da sintese de prolina, um aminoacido acumulado nestas

situagdes devido a sua fungdo osmoprotectora e osmorreguladora; a GS2 € responséavel pelo
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passo limitante da fotorrespiragdo, sendo a sua actividade directamente correlacionada com a

actividade fotorrespiratéria e com a tolerancia ao stresse hidrico/salino.

1.8 - A BATATEIRA

A batateira é uma planta com origem ancestral apesar do conhecimento existente dos
seus tempos iniciais de domesticag@o nfio ser preciso, o que néo acontece com outras culturas,
como o trigo e a cevada. Foi domesticada na América do Sul e dai foi dispersada pelo Homem
por uma area consideravel desde a altura em que os espanhois ai chegaram, no século dezas-
seis (82).

Os dados obtidos a partir das crénicas da pos-conquista da América do Sul pelos espa-
nhéis, assim como os dados arqueolégicos, demonstram claramente que a batateira ja era uma
cultura domesticada pelo povo sul americano aquando da chegada dos espanh¢is. Para além
do mais, existem ainda, na zona da Bolivia e do Peru, muitas espécies selvagens, das quais se
pensa que a batateira derivou (82).

O termo que originou o nome actual desta planta teve origem na palavra india do povo
Arawak, das Caraibas, batata, que utilizavam para chamar a batata doce, do género Jpoema.
Isto é devido ao facto dos espanhois terem encontrado a batata doce primeiro, € ndo possuindo
um nome para um tubérculo daquele género, utilizaram esta palavra india, a qual foi espalha-
da pelo mundo inteiro (batata — batata - patata — potato, por exemplo) (82).

A batateira apareceu na Europa durante o tltimo quarto do século dezasseis. Isto impli-
ca que teve de ocorrer uma selecgdo artificial muito forte desde 1570 até cerca de 1750, ate
Lineu ter descrito a espécie europeia de batateira Solanum tuberosum L.. Esta espécie tera
originado varias subespécies de modo semelhante ao que ocorreu durante 0 milénio anterior
quando foi utilizada pelas tribos indias desde os Andes até ao Chile. As batateiras provenien-
tes dos Andes, quando crescidas nos dias longos de Verdo da Europa, tuberizavam muito tar-
de e os seus caules continuavam a crescer, produzindo fileiras atras de fileiras de flores e lon-
gos caules subterrineos ramificados que frequentemente originavam novas plantas. Os seus
caules eram mais finos e mais frequentes que os caules da subespécie S. tuberosum L.. O ren-
dimento em tubérculos era fraco devido as baixas temperaturas nocturnas € 4 morte das plan-
tas pelo frio (82).

As batateiras foram consideradas, no inicio da sua introdugfo na Europa, como curiosi-

dades boténicas, e nfio foram cultivadas no campo até meados do século dezoito, apesar de

45



Introdug¢do

isso ser feito correntemente na América do Sul. A sua introdugdo na Europa deu-se em duas
ocasides: primeiro em Espanha, em 1570, ¢ depois na Inglaterra um pouco mais tarde, entre
1580 e 1593 (figura 1.8). Os dados histéricos apontam que a introdugdo da batateira em Por-
tugal ocorreu antes de ter ocorrido em Espanha. De Espanha difundiu-se através do continente
europeu ¢ parte da Asia; depois da introdugdo em Inglaterra espalhou-se para a Escécia, Irlan-
da e Gales, assim como para as partes do norte da Europa. Da Gri-Bretanha difundiu-se para
as colénias além mar, incluindo os actuais Estados Unidos da América. S6 a partir de 1780 ¢
que a batateira comegou a ser cultivada em grande escala, tornando-se popular a partir do s¢-
culo dezanove (82).

Actualmente a batateira é uma cultura de importincia mundial, ocupando o quarto lugar
na produgio mundial, a seguir ao trigo, ao arroz e ao milho (82).

Todas as batateiras comercializadas pertencem a espécie Solanum tuberosum L. e sdo
tetraploides (4 x 12 cromossomas), possuindo um genoma relativamente pequeno (de baixa
complexidade). Esta espécie pode ser facilmente transformada, podendo ser utilizada qualquer
parte da planta para tal; ¢ propagada através de clones (vegetativamente) (14, 26, 82).

Ha mais exemplos de plantas desta familia que sdo comercializadas, algumas de interes-
se alimentar, outras como plantas ornamentais ou com outro interesse comercial, € que inclu-
em: o tomateiro (Lycopersicum esculentum L.), a malagueta (Capsicum spp.), a petinia (Pe-

tunia), o tabaco (Nicotiana spp.) € a Atropa (82).

-
o ‘I‘ .
lae Tiicaca % .
,!“ » SZAN

B Solamnn tuberosum andigena

o4 7]

Figura 1.8: Origem e difusdo da batateira pelo mundo. Adaptado de (52).
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1.9 — ESTRUTURA E DESENVOLVIMENTO DA BATATEIRA

O aspecto morfolégico € o ciclo de vida estdo esquematizados na figura 1.9. A batateira
é geralmente propagada vegetativamente. O modo de reprodugio assexuada efectua-se a partir
do tubérculo, o qual teve origem no engrossamento de caules subterrdneos modificados (A).
Apbs colheita, os tubérculos entram num estado de dorméncia (B). Durante o armazenamento,
passam por vérias etapas fisiologicas que conduzem, a qualquer momento, 4 formagdo de go-
mos seguidos de brolhos, ao nivel dos “othos” do tubérculo (C e D). E neste estado que o tu-
bérculo é geralmente plantado. Se o armazenamento se prolongar formam-se cada vez mais

brolhos, os quais se alongam e ramificam (E) e depois tuberizam (F) (52).

folhas compostas imparapinuladas

“loménge . TTTTT Tacubagio™ """ -

Figura 1.9: Diagrama esquematico do aspecto morfologico e do ciclo de vida da batateira..
Adaptado de (52).

Desenvolvimento da plantula

A batateira raramente é produzida a partir de sementes. Quando ¢ originada a partir de
uma semente apresenta uma germinagdo epigeal, isto ¢, os cotilédones crescem acima da su-
perficie do solo devido ao alongamento do hipocétilo. A radicula surge da extremidade relati-
va ao micrépilo e é aprumada, formando muito cedo raizes laterais. (figura 1.10).

47



Introdugido

Figura 1.10 : Desenvolvimento de plantulas de batateira. A
idade da planta aumenta de (a) para (c). A seta indica a for-
macgdo de um tubérculo a partir de um caule subterraneo.
Adaptado de [Cutter, 1992 #340].

As primeiras folhas s3o ovais e muito pubescentes. Quando as plantas apresentam pou-
cos centimetros de altura, formam-se caules especializados nas axilas dos cotilédones que

~ ap0s a penetragdo no solo, formam tubérculos muito pequenos (44).

O sistema radicular

O sistema radicular é muito ramificado e bastante fibroso, sendo formado a partir da
raiz da plantula ou por raizes adventicias, no caso das plantas propagadas por tubérculos (44).
O sistema radicular € superficial, mantendo-se na camada superior do solo, mas uma ou outra

raiz pode ser aprofundante penetrando no solo (74).

O porte aéreo

A batateira é uma planta herbicea com filotaxia em espiral. A parte aérea € inicialmente
erecta, tornando-se mais tarde procumbente e morrendo no final da estag@o; a planta mantém-
se viva nos tubérculos. As caracteristicas morfologicas da parte aérea diferem nas diferentes

variedades (44).

O caule

Os caules podem ser simples ou ramificados. Os caules principais podem ser unos, pou-

co abundantes (dois a trés); medianamente abundantes (quatro a nove) ou abundantes (dez ou
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mais). O caule pode ser redondo ou angular, sendo o seu interior oco na maioria das varieda-

des (26). Os caules s3o verdes ou pigmentados de roxo e quase sempre pubescentes (74).

A estrutura da folha

As folhas sdo compostas imparipinuladas, com um namero variavel de pares de foliolos
primarios mais um foliolo terminal, podendo possuir foliolos secundarios, mais pequenos, en-
tre os foliolos primarios. Os foliolos podem apresentar-se com a forma eliptica, oval ou
oblonga (26).

A folha madura apresenta apenas uma camada de parénquima em paligada e trés a cinco

filas de células, separadas por espagos intercelulares grandes, de parénquima lacunoso a for-
mar o mesoéfilo, podendo ocorrer alguma variagdo do niimero de fiadas de acordo com as con-
digdes ambientais. A epiderme consiste numa camada de células cujas paredes sdo sinuosas.
Os estomas sdo anomociticos, ocorrendo em ambas as paginas, sendo, no entanto, mais nume-
rosOs na pagina inferior; o seu numero varia com as variedades da espécie. O tamanho dos
estomas e o namero de plastidios nas células oclusivas também variam consoante as varieda-
des, sendo o numero de plastidios um indicativo do grau de ploidia da planta em questdo. A
epiderme pode possuir dois tipos de tricomas: um tipo cobre a epiderme € € unisseriado, en-
quanto que o outro ¢ glandular e de extremidade ovalada uni ou pluricelular, sendo ambos de
utilidade taxondmica. Inicialmente sdo bastante densos ficando progressivamente mais sepa-
rados 4 medida que ocorre crescimento nas regides localizadas entre eles. Pensa-se que estes
tricomas constituem o que resta de um mecanismo de defesa contra os organismos afideos que

se alimentavam da batateira (44).

Os caules subterraneos

Os caules subterrineos das batateiras sdo caules laterais, formados usualmente a partir
dos nos mais basais, que se localizam abaixo da superficie do solo.

Quando ddo origem aos tubérculos, verifica-se que os formam a partir das regides sub-
apicais. A formagdo de tubérculos ¢ considerada a soma de dois processos: a formagdo do

caule subterrineo e a tuberizagio da extremidade deste caule. O local € a formagdo destes
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caules sdo afectados por varios factores ambientais tais como as condigGes nutricionais e a
humidade do solo (44).

O tubérculo

Os tubérculos da variedade Désirée sdo grados, oval-alongados, de olhos superficiais,
polpa amarelo-clara e pele vermelha (74). Como referido, os tubérculos formam-se nas ex-
tremidades dos caules subterrdneos. Os primeiros tubérculos a aparecer formam-se a partir
dos caules subterraneos mais profundos € tendem a permanecer dominantes sobre os tubércu-
los que se formam depois. Estes orgdos sdo importantes para a planta porque aproximadamen-
te 75 a 85% da matéria seca total, produzida pela planta, ¢ ai acumulada (44).

O tubérculo é um caule modificado caracterizado por possuir um eixo alargado e redu-
zido em comprimento, com folhas muito pouco desenvolvidas. E um caule cujos entrenés se
apresentam muito distendidos no seu plano radial (44).

O “otho” do tubérculo é uma escama foliar que protege um gomo axilar, o qual possui
uma sequéncia de primérdios foliares dispostos em espiral, dando a impressdo do “olho” con-
ter gomos dispostos na forma de um tridngulo obtuso (figura 1.11-A). No Ailo pode ser encon-
trada a ligagfio do caule subterrdneo ao tubérculo ou a cicatriz dessa ligagdo. Na extremidade
oposta ao hilo, a coroa, esta localizado o gomo apical do caule subterrdneo (figura 1.11-B)
(44).

Lenticula

Hilo

Coroa " o
(ligacdo ao caule
(éplce d°\ subtgarraneo)
caule
L subterraneo) Pele
Tt (telema)
"olho”
A (escama foliar e

gomos axilares)

Figura I.11: A — Diagrama esquematico do “olho” do tubérculo da batata, onde € possi-
vel observar uma escama foliar a proteger um gomo axilar (bl), as duas primeiras fo-
lhas desse gomo, as quais protegem os proprios gomos axilares (b2). Adaptado de (44).
B — Diagrama esquematico da morfologia externa do tubérculo da batateira (120).

O primeiro sinal de tuberizagdo ¢ um aumento de grossura na regido sub-apical da ex-
tremidade do caule subterrdneo. A tuberizagdo ocorre no sentido acropeto (do hilo para a co-
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roa) e envolve alguma extensdo longitudinal e vérias expansdes consideraveis transversais dos
entrends sucessivos. A tuberizagdo ocorre cedo quando as plantas estdo sujeitas a baixas tem-
peraturas e é atrasada quando sujeitas a temperaturas elevadas. O fotoperiodo também influ-
encia a tuberizagdo: as plantas crescidas em regimes de dias curtos produzem tubérculos mais
cedo que as plantas sujeitas a dias longos (44).

O crescimento do tubérculo depende essencialmente da divisdo e alargamento das célu-
las do parénquima de reserva. Parece ocorrer um decréscimo no tamanho das células do pa-
rénquima de reserva do hilo para o apice. O tubérculo possui uma grande abundéncia de fia-
das de floema interno e externo, podendo este tecido corresponder a 5% do volume de um tu-
bérculo maduro. O floema é formado por elementos de tubo crivoso, células de companhia e
células de parénquima de reserva especializadas. Estas dltimas possuem inclusdes proteicas
cristalinas, plastidios e praticamente nfio possuem amido. As células do parénquima de reser-
va s3o mais ou menos isodiamétricas e possuem amiloplastos com grios de amido volumosos.
As que possuem maior teor em amido estéo localizadas perto dos feixes vasculares. O teor de
amido dos tubérculos corresponde a 10 a 25% do peso fresco, dependendo da variedade. A
proporgdo do xilema no tubérculo maduro € pequena (44).

A organizagio interna do tubérculo esta esquematizada na figura 1.12. A acumulagéo de
proteinas ocorre principalmente na periferia dos tubérculos, em células de parénquima especi-
alizadas, podendo também ocorrer na medula. Estas proteinas formam cristais cubicos de di-
mensdes compreendidas entre 10 a 25 pm e parecem ser proteinas de reserva uma vez que
durante o abrolhamento desaparecem. A maior parte das proteinas acumuladas nos tubérculos

corresponde ao grupo das patatinas (44).

Parénquima vascular

Gomo lateral de reserva
Periderme

COrtex Cllindro
vascular

H!llo

.........

i
Gomo lateral |

Gomo apical

Figura 1.12: Esquema representativo de uma sec¢do longitudinal de um tubérculo revelan-
do as principais caracteristicas estruturais. Adaptado de (180).
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No inicio do desenvolvimento do tubérculo ocorrem divisGes periclinais nas camadas de
células da epiderme e da hipoderme que vdo originar a periderme a qual ¢ formada por seis a
dez camadas de felema dependendo este nimero da temperatura. Nos locais inicialmente ocu-
pados pelos estomas ocorre formagédo de lenticulas nesta fase inicial de desenvolvimento. O
numero de lenticulas formadas depende do tipo de tubérculo, do tipo de solo e das condigdes
climatéricas (44). ‘

Durante o abrolhamento, o apice original do caule subterrdneo recomega o crescimento.
Neste processo a temperatura pode ter um efeito importante na dominancia apical, podendo
interferir com o nimero de caules aéreos formados. De um modo geral, quanto mais elevada a
temperatura, menor a dominancia apical (44).

A propagacdo da batata faz-se vegetativamente por tubérculos, vulgarmente chamados
“batata-semente”, a qual devera ser isenta de doengas, pertencer a variedade escolhida e pos-
suir reservas indispensaveis a formagdo de plantas robustas e produtivas, isto €, devera ser
“certificada”. A quebra de dorméncia dos tubérculos-semente constitui um problema, dado
que numa situagdo normal, a batata colhida no fim do Verdo, principios do Outono, apenas
abrolha em Fevereiro — Marco, pelo que geralmente se faz a sementeira nesta época. A indu-
¢80 dos gomos dos tubérculos faz-se, em épocas normais, pela colocagiio da batata em locais

aquecidos e convenientemente iluminados (74).

1.10 - A BATATEIRA, A SALINIDADE E A SECURA

As batateiras apresentam tolerancia baixa ou moderada a salinidade, dependendo esta da
ontogenia e do periodo de crescimento da planta (117, 140). A altura em que a batateira se
manifesta menos tolerante ou mais sensivel a salinidade corresponde ao periodo de iniciagio
dos tubérculos. A tolerancia a salinidade € a capacidade inerente da planta aguentar os efeitos
de elevadas concentragdes de sais nas raizes ou nas folhas sem apresentar sintomatologia de-
vida & ac¢@o de um factor adverso (177). Pelo facto de ter sido observado que as raizes s@o
menos sensiveis ao sal foi sugerido que a tolerdncia da batateira podera ser funcédo da capaci-
dade de adaptacdo deste 6rgéo a salinidade (140).

Em estudos feitos em campo foi possivel verificar que a salinidade retardou a emergén-
cia das plantas e acelerou a senescéncia. No que respeita a produgfio de tubérculos verificou-
se que o crescimento e o nimero destes foi reduzido (117). Quando as batateiras sdo sujeitas a

condi¢des de salinidade verifica-se ocorrer uma redugéo drastica do peso fresco, assim como
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da taxa de crescimento, resultando em folhas mais pequenas e, por vezes, em nimero reduzi-
do. Esta sintomatologia ¢ devida ao stresse osmotico imposto pela salimdade. Este stresse
osmotico também pode provocar alteragdes da cor das folhas e a diminui¢do do teor de amido
nos tubérculos (177).

A reducio da taxa de crescimento observada nestas condigdes pode ser justificada pelo
facto de, quando as plantas crescem em condigdes adversas de secura ou salinidade, um dos
processos a ficar limitado ser a absorgdo radicular de azoto, o que conduz em dltimo caso a
reducdo da actividade fotossintética e a diminuigio da eficiéncia reprodutora (83).

As halobactérias sdo os tnicos organismos que sdo tolerantes a salinidade a nivel mole-
cular. Todos 0s outros organismos evitam a necessidade da tolerdncia ao sal para a maioria
das suas macromoléculas mantendo as condigdes do citoplasma bem definidas e conservadas.
Esta: condi¢bes podem ser mantidas em situagdes de stresse salino pela acumulagio de osmo-
litos metabolicamente neutros que também podem desempenhar papel protector, para além de
osmorregulador (208). De facto, existe um nimero grande de plantas que consegue manter o
crescimento durante periodos curtos de falta de agua ou de salinidade acumulando substincias
osmoticamente activas, como os hidratos de carbono e os aminoacidos. Este fendmeno € desi-

gnado osmorregulagio ou ajustamento osmoético. Um membro deste grupo de substéncias € o

aminoéacido prolina. Trata-se de um amino4cido pouco presente nas plantas ndo sujeitas a si-
tuacdes de stresse (osmotico e/ou hidrico) mas que se acumula a niveis consideraveis durante
a adaptagdo a estes tipos de stresse (28). Para além das fung¢des referidas, pensa-se que a pro-
lina podera estar envolvida no armazenamento de energia, de azoto ou de poder redutor (201).

Verificou-se que o teor de prolina oscila nos ciclos de luminosidade/obscuridade em fo-
lhas de Arabidopsis. Os seus niveis aumentam durante o periodo de luz e diminuem durante a
obscuridade. Quando as plantas estdo sujeitas a estes dois tipos de stresse verifica-se que a
amplitude desta oscilagdo é maior do que nas plantas controlo. O aumento do teor em prolina
nestas situagdes de stresse € devido a sua sintese de novo e a repressdo do seu catabolismo
(167, 201). Durante a recuperagio da situagio de stresse esta prolina é rapidamente degradada
(201).

As batateiras acumulam prolina em resposta a condi¢des de secura e de salinidade. Esta
acumulaciio de prolina € fungfo do periodo de crescimento da planta e esta relacionada com a
duragdo do ciclo de vida da planta. Foi possivel verificar que os cultivares mais tolerantes a
secura acumulavam prolina mais rapidamente que os cultivares menos tolerantes. Contudo, 0s
cultivares menos tolerantes acabavam por acumular niveis mais elevados deste aminodcido

que os tolerantes, sugerindo haver uma relagfo inversa entre o teor de prolina acumulada ¢ a
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tolerancia do cultivar ao stresse (199). Este aminoacido € acumulado a niveis muito superiores
as necessidades da sintese proteica da planta. A prolina funciona como protector ou estabili-
zador de proteinas ou de estruturas membranares, que sdo sensiveis & desidratagdo ou & dani-
ficagdo ionica, aprisionando radicais hidroxilo ou outras espécies quimicas reactivas que po-
derdo inibir os processos de transferéncia de electrdes (95).

Foram crescidas batateiras em culturas hidropénicas durante um certo periodo de tempo
ap6s o qual simulou-se uma situagdo de stresse hidrico prolongado pela adigdo de polietileno-
glicol (PEG 6000). Apos a sujeigio ao stresse, foi possivel registar crescimento das plantas,
apesar de este ser inferior ao do registado na situagdo controlo. Apds o tratamento, as plantas
tratadas possuiam dois tipos diferentes de folhas: as folhas mais jovens, formadas ap6s a adi-
¢do de PEG, eram mais pequenas que as das plantas controlo e apresentavam-se curvadas,
apesar de aparentemente estarem turgidas; as folhas mais velhas, formadas antes da imposigéo
do stresse hidrico, apresentavam zonas necrdticas e tinham um aspecto murcho. O teor cloro-
filino das folhas jovens ndo diferiu significativamente do valor obtido na situagio controlo, o
mesmo ocorrendo com o teor proteico; nas folhas mais velhas assistiu-se ao decréscimo de
ambos (27, 28). Como resposta inicial a este tratamento, verificou-se um aumento da quanti-
dade de hexoses. Durante o tempo restante de tratamento ocorreu um aumento do teor de
aminoacidos, principalmente devido ao aumento do teor de prolina. Para além desta variago
quantitativa, também ocorreu uma varia¢@o qualitativa devida a preferéncia de acumulagio de
glutamina e asparagina em detrimento do glutamato e do aspartato. Nas plantas tratadas veri-
ficou-se haver uma maior percentagem de aminoacidos (e em especial de prolina) no estroma
dos cloroplastos do que nas plantas controlo. Com base nestes resultados, os autores propuse-
ram que o ajustamento osmdtico ocorreu ao longo do tempo do seguinte modo: apds a impo-
sicio do stresse ocorreu imediatamente acumulagio de hexoses no vactolo, fazendo com que
a agua presente no cloroplasto e no citosol entrasse para este organelo. Este movimento de
dgua foi contrariado pela subsequente acumulagio de aminoécidos no intenior das células e
pela indugdo da sintese de prolina, conduzindo a acumulagéo destes no citosol € no cloroplas-
to (28).

Paralelamente a estes acontecimentos foi possivel verificar diferengas nas actividades
enzimaticas nos dois tipos de folhas: nas folhas mais velhas ocorreu uma diminui¢éo genera-
lizada nas actividades das enzimas localizadas nos cloroplastos, o que se reflectiu na fotossin-
tese, enquanto que nas folhas mais jovens ndo ocorreu uma variagao significativa destas acti-
vidades quando comparadas com a situagdo controlo. Segundo os autores, as folhas mais ve-

thas terfo iniciado a degradagéio dos seus constituintes cloroplastidiais, de modo a disponibili-

54



Introdugdo

zar nutrientes para a formagdo de tecidos novos. Face a totalidade de resultados apresentados,
os autores sugeriram que, como resposta ao stresse hidrico imposto pelo PEG 6000, as bata-
teiras desenvolveram uma estratégia conducente a formagdo de tipos celulares diferentes (cé-
lulas das folhas velhas versus células das folhas jovens) contribuindo para o aumento da capa-
cidade de se adaptarem a uma nova situagdo ambiental e aclimataram-se ao stresse hidrico
27).

A estrutura complexa de uma planta torna dificil a separagdo entre os mecanismos de
tolerancia a salinidade sistémicos dos celulares (83). Quando se tentou comparar a sensibili-
dade a salinidade de varios cultivares de batateira e das respectivas culturas de células em
suspensdo foi possivel verificar que o comportamento e a resposta dos dois sistemas diferiam
significativamente, pelo que os autores concluiram que o sistema de culturas de tecidos nédo
devera ser utilizado na avalia¢do da tolerancia dos cultivares a salinidade, e que especial aten-
¢do devera ser dada a interpretagdo dos resultados antes de extrapolados deste sistema para a
planta intacta (140).

Como referido, a salinidade e a secura sdo condi¢cdes ambientais que promovem o stres-
se oxidativo. Tendo em consideragdo este conhecimento foi proposta uma relagdo entre o sis-
temas de defesa anti-oxidante e a tolerdncia a salinidade nos diferentes cultivares de batateira
(10). Estes autores verificaram uma diminui¢@o do teor clorofilino quando as plantas eram
crescidas sob condigdes de salinidade e que os cultivares que apresentavam maior tolerincia
apresentavam maior actividade das enzimas do sistema anti-oxidante, nomeadamente das en-
zimas superoxido dismutase e peroxidase. Este estudo indica que a aquisigéo de tolerdncia a
salinidade podera ser consequéncia de um aperfeigoamento da resisténcia ao stresse oxidativo
através do aumento dos sistemas antioxidantes soltiveis e enzimaticos. Estes resultados sdo
apoiados pelo facto de se ter observado que plantas transgénicas de tabaco que sobreexpres-
sam a enzima superoxido dismutase CwZn cloroplastidial de ervilheira terem mantido os ni-
veis de fotossintese mais elevados do que as plantas ndo transformadas, indicando que os efei-
tos das espécies de oxigénio activas ndo eram tio prejudiciais para a planta, mesmo quando

estas eram expostas a situagdes promotoras da fotorrespiragdo (78).

1.11 - A GS E A BATATEIRA

Os estudos da GS na batateira iniciaram-se pela sua caracterizagdo e localizagido em 6r-

glos verdes e 6rgdos ndo verdes (154-156).
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Orgéios verdes
Através de “Western blotting” foi possivel reconhecer as duas classes de polipeptideos

da GS quer em folhas, quer em tecido caloso, de batateira. Uma dessas classes, de 45 kDa de
massa molecular, era predominante nas fothas, a outra, de 42 kDa, era predominante no tecido
caloso. A analise de extractos de cloroplastos isolados demonstrou a existéncia de apena. uma
banda, de 45 kDa, o que permitiu concluir que o polipeptideo de maior massa correspondia a
subunidade da GS2. Nas nervuras e nos peciolos também foi possivel detectar os dois tipos de
polipeptideos, sendo o de 42 kDa o mais abundante (154, 155).

As actividades correspondentes as isoenzimas GS1 e GS2 da folha foram separadas por
meio de cromatografia de troca anionica. Obtiveram-se duas 4reas de actividade: o primeiro
pico foi eluido a aproximadamente 100 mM e o segundo a aproximadamente 200 mM de
NaCl. O primeiro pico foi considerado a GS1 e o segundo a GS2: a GS2 apresentava 86,4 %
da actividade total e a GS1 13,6 %. A analise por SDS-PAGE da frac¢do da maior actividade
revelou que esta continha apenas uma banda, de 45 kDa, que co-migrava com o polipeptideo
dos cloroplastos isolados, pelo que se confirmou que o pico de maior actividade correspondia
a GS2 (154).

A detecgdio da GS nativa de extractos foliares em gel ndo desnaturante permitiu visuali-
zar, na maioria das condi¢Oes testadas, uma banda, cuja massa molecular aparente era compa-
tivel com as massas moleculares descritas para as formas octaméricas da GS de outras espéci-
es. Contudo, em alguns casos, ocorreram aspectos que sugeriam a existéncia de bandas du-
plas, relativas 2 GS2 e a GS1. A focagem isoeléctrica vertical destes mesmos extractos permi-
tiu detectar trés bandas, sendo uma mais forte, de pl aproximado de 5,9 e aparentemente cor-
respondente a GS2 da folha (154).

A impressdo de tecidos em nitrocelulose, acoplada a detecgdo com anticorpos (“Wes-
tern tissue printing”) permitiu localizar a GS em folhas, peciolos € caules aéreos. A marcagdo
surgiu dispersa pela lamina foliar, sendo mais intensa e localizada na zona correspondente ao
floema adaxial da nervura central da folha e do peciolo. Em impressoes de secgdes transver-
sais de caule a zona vascular era facilmente identificada pelo facto da marcag@o estar presen-
te, em manchas muito intensas, na zona correspondente ao floema interno (154).

A localizag@io da GS por imunocitoquimica ultraestrutural permitiu verificar que ambas
as isoformas da GS estavam presentes em folhas de batateira, mas em diferentes tipos de célu-
las: nas células de mesoéfilo a GS2 aparecia com uma marcagio intensa apenas no estroma dos
cloroplastos; a GS1 surgia nas células de floema, ocorrendo a marcagdo quase exclusivamente

no citoplasma das células de companhia. No tecido caloso a maior densidade de marcagéo era
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observada dispersa pelo citoplasma, apesar de ter sido possivel observar alguma nos plastidios
(154, 155).

A GS foi caracterizada em plantas estioladas e em plantas em reverdecimento. Nas
plantas estioladas foi detectada GS nos estioladas das células de mesofilo. Apos exposi¢do a
luz, a marcagio nos plastidios aumentou marcadamente, paralelamente ao desenvolvimento
dos estioplastos e a sua interconversdo em cloroplastos. Nas células vasculares da nervura
central era possivel observar uma imunomarcagio muito escassa. Contudo, apos quatro horas
de iluminagfo, a marcagdo j& era abundante no citosol das células de companhia do floema e
ao fim de sete dias de iluminagdo, para além de uma marcagfo mais intensa das células de
companhia do floema, também foi possivel observar marcagéo nos plastidios das mesmas. As
células do parénquima xilémico apresentavam GS2 vinte e quatro horas apos iluminagéo. Os
estudo de imunolocalizagio também foram efectuados na epiderme das plantas em reverdeci-
mento e foi possivel verificar que as células de guarda apresentavam marcagdo quatro horas
ap6s iluminagdo. Ao fim de 24 horas ja foi possivel detectar marcagdo quer no citoplasma,
quer nos plastidios. No entanto, ao fim de sete dias, a marcagéo era mais circunscrita aos clo-
roplastos (154).

A influéncia da caréncia de azoto na actividade e padrdo das isoformas da GS foi avali-
ada em folhas de batateira em comparagio com plantas controlo. Para tal, colheram-se amos-
tras das segundas, quintas e sétimas folhas a contar do apice. Verificou-se que a actividade
global da GS no lote submetido a caréncia de azoto era inferior ao controlo nas folhas madu-
ras, anulando-se esta diferenga nas folhas jovens. Quer nas plantas controlo, quer nas plantas
tratadas, a actividade global da GS aumentava das folhas jovens para as folhas maduras. Os
“Western blottings™ revelaram que a caréncia em azoto teve um efeito diferencial nas duas
isoformas. Ocorria uma predominancia da GS2 nas folhas jovens em ambos os lotes de plan-
tas, mas este padro invertia-se nas folhas mais antigas. Esta inversdo foi mais rapida no lote
sujeito a caréncia. No entanto, a GS1 nfio parece ter sofrido influéncia, mantendo-se 0s seus
niveis constantes com o avancar da idade da folha. Os estudos de imunocitoquimica revela-
ram um padrio de distribui¢do da GS semelhante nas plantas de ambos os lotes (154).

Por hibridacgio in situ a nivel ultraestrutural provou-se a acumulagio de mRNA da GS

em células de companhia de floema em folhas de batateira (154).
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Orgdos ndo verdes

O estudo de alguns orgdos ndo verdes da batateira, nomeadamente de raizes, brolhos e
tubérculos, por “Western blotting”, permitiu detectar uma Gnica banda, de cerca de 42 kDa,
correspondente a GS1 (154, 156).

Os tubérculos em abrolhamento apresentavam uma elevada actividade da GS. Apoés a
sua plantagdio, verificou-se que a actividade da GS era ainda elevada ao fim de uma semana,
diminuindo acentuadamente a longo de 4 semanas. Por “Western blotting” foi possivel obser-
var um paralelismo entre a actividade observada e a intensidade de polipeptideos da GS1
(154).

A impressdo de tubérculos e de brolhos em nitrocelulose e posterior detecgdo da GS
com anticorpos permitiu observar a localizagdo da GS nestes 6rgdos. Nos tubérculos jovens
em desenvolvimento a marcagao foi observada na zona vascular proxima do hilo € na perife-
ria do tubérculo. Nos tubérculos maduros, a marcagdo revelou uma localizagdo precisa e bem
definida circunscrita a grupos de células dispersos na zona perimedular, interna ao anel vascu-
lar, correspondente a localizagdo do floema interno. Também foi observada marca¢do nos
“olhos” e no floema interno e nos apices dos brolhos. Nos tubérculos sem brolhos (dormen-
tes) a marcagdo era pouco intensa, localizando-se proximo do anel vascular. Nos tubérculos
em abrolhamento a marcagio era muito intensa e abundante no floema interno (154).

A localiza¢do da GS nas células dos tecidos vasculares de tubérculos por imunocito-
quimica ultraestrutural permitiu detectar uma marcag¢@o abundante no citoplasma de células
de parénquima floémico, que possivelmente seriam células de companhia. Em microtubércu-
los produzidos in vitro a GS foi essencialmente detectada no citoplasma de algumas células;
também foi observada alguma marcacio, se bem que reduzida, em plastidios pequenos (154).

Estes resultados contribuiram para a caracterizacdo funcional do floema, e particular-
mente, das células de companhia, como local de sintese in sifu de aminoacidos, nomeadamen-
te da glutamina, e permitiram atribuir ao floema interno, presente em algumas famihas de di-
cotiledéneas como as SOLANACEAE, um papel importante de transloca¢do de compostos
azotados na planta (154).

Com o objectivo de abordar a caracterizag@o da familia de genes da GS da batateira foi
construida uma biblioteca de cDNA de folhas de batateira em fago Lambda gt11 Sfi-Not. Do
rastreio desta biblioteca com uma sonda conservada foi possivel isolar um clone de cDNA
designado 14A1.2, o qual foi completamente sequenciado, revelando possuir 1199 nucleoti-
dos que codificam um polipeptideo de 303 residuos de aminoacidos € que incluem, apds o

c6diio STOP, uma porgo de 268 nucledtidos na regido ndo codificante a 3°, mais uma cauda
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poli-A, a partir do nucle6tido 1180. Neste cDNA ndo foram encor  1dos presumiveis locais
de poliadenilagdo. A comparagio da sequéncia completa de nucledtidos deste cDNA com se-
quéncias de bases de dados revelou uma homologia elevada com cDNAs que codificam subu-
nidades plastidiais da GS, nomeadamente com a sequéncia NSGS2ZAA que representa um
mRNA da GS2 de Nicotiana sylvestris. Pelo alinhamento destas duas sequéncias verificou-se
que a homologia iniciava-se no nucledtido 454 da sequéncia NSGS2AA, permitindo concluir
que 0 cDNA 14A1.2 se encontra truncado a 5°, ndo possuindo a sequéncia ndo traduzida a 5’
¢ parte da regifio que codifica a extremidade N-terminal do polipeptideo. A analise da sequén-
cia de aminoacidos deduzida a partir da sequéncia de nucleotidos permitiu identificar os prin-
cipais segmentos conservados em todas as sequéncias de aminoacidos da GS das plantas (re-
gides I, II, III e IV) e ainda uma extensdo de 16 aminoéacidos na extensdo C-terminal, caracte-
 ristica das subunidades plastidiais da GS (figura 1.4). Estes resultados permitiram concluir que
o clone de cDNA isolado codifica um polipeptideo correspondente a GS plastidial (GS2)
(154, 190). A anélise de mRNA da GS por “Northern blotting”, utilizando uma sonda conser-
vada, permitiu inferir no tamanho dos transcritos em folhas e tubérculos de batateira. Em fo-
lhas, foi possivel detectar um transcrito abundante correspondendo, possivelmente, a0 mRNA
da GS2, com cerca de 1,5 kb (= 100 bp). Em tubérculo foi detectado um transcrito de menor
tamanho, com cerca de 1,3 kb (100), codificando, possivelmente, a subunidade citosélica da
GS1 (154). A analise por “Southern blot-ting” do DNA genémico de batateira, utilizando um
fragmento conservado como sonda, permitiu sugerir a possibilidade da existéncia de uma fa-
milia de genes a codificar a GS, constituida por um gene a codificar a GS2 € pelo menos um
gene a codificar a GS1 (154, 190).

Uma biblioteca de cDNA, construida no vector Lambda ZAPII a partir de mRNAs i1so-
lados de tubérculos de batateira em crescimento, foi rastreada com uma sonda heterologa cor-
respondente ao cDNA que codifica a subunidade citosolica Gln-y de feijoeiro (12). Isolaram-
se dois clones de cDNA, designados por TSF8.1A e T31A11.3A, os quais foram amplificados
por PCR para inferir o seu tamanho.

Verificou-se que os cDNAs T5F8.1A e T31A11.3A apresentavam um tamanho aproxi-
mado de 1,2 kb e 1,4 kb, respectivamente. A sequenciagio das extremidades 5’ € 3° do cDNA
T31A11.3A permitiu obter uma leitura de 58 nucledtidos que codificam 19 residuos de ami-
noacidos, nos quais foi possivel identificar a regido conservada II. Da regido 3’ obteve-se uma
leitura de 119 nucledtidos, mais uma cauda poli-A. Apos sequenciagdo da extremidade 5° do
cDNA T5F8.1A foi possivel obter uma leitura correspondente a 295 nucledtidos que codifi-
cam 98 residuos de aminoacidos, no quais foi possivel identificar a regido conservada I e uma
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das cisteinas conservadas e comuns as subunidades da GS. Ambos os cDNAs revelaram-se
incompletos a 5°. A comparagio destas sequéncias nucleotidicas com as ja existentes em ba-
ses de dados permitiu verificar que as homologias mais elevadas eram relativas a mRNAs que
codificam subunidades da GS. No caso do cDNA T5F8.1A as homologias mais elevadas eram
relativas a mRNAs que codificam subunidades da GS1. Néo foi possivel apurar com qual dos
tipos de subunidades o cDNA T31.A11.3A estaria relacionado devido a reduzida informagdo
nucleotidica disponivel (190).

OBJECTIVOS

Nas plantas ndo leguminosas a assimilagéio do azoto inicia-se pela absor¢do de azoto
inorganico do solo sob as formas de nitrato ¢ aménia. O nitrato tem de ser subsequentemente
reduzido a2 amonia antes de ser assimilado numa forma organica como o glutamato € a gluta-
mina. Estes dois aminoacidos sdo os dadores de azoto para a biossintese dos outros aminoaci-
dos ¢ de outros compostos azotados presentes nas plantas. As enzimas responsaveis pela sua
biossintese s3o a glutamina sintetase (GS) e a glutamato sintase (GOGAT), as quais compdem
o ciclo GS-GOGAT. A glutamina é a enzima-chave neste processo, ocupando uma posi¢ao no
metabolismo de azoto que é comparavel a posigio ocupada pela RuBisCo no metabolismo do
carbono. Além disso, esta enzima intervém na (re)assimilag@o de amonia proveniente de ou-
tras vias metabolicas, sendo por isso deveras importante explorar o seu papel no metabolismo
do azoto em diferentes fases de desenvolvimento da planta, assimm como em resposta a condi-
coes fisiologicas especificas, tais como a transi¢do fonte-recebedor, a secura € a salinidade. O
conhecimento da regulagdo das enzimas envolvidas no metabolismo do azoto, € em particular
da GS, permitira clarificar que mecanismos estardo envolvidos na sua regulagio, contribuindo

para o aumento da qualidade e da produtividade das plantas.

Este trabalho teve por finalidade a continuag@o da caracterizagéo da expressdo da fami-
lia de genes que codificam a GS em varios 6rgios de batateira, alguns dos quais em varias
fases de desenvolvimento, através de técnicas de analise de proteinas e de biologia molecular.

Foi feito novo rastreio de uma biblioteca de cDNAs construida a partir de mRNAs de
folha, com uma sonda citos6lica homéloga, com o objectivo de isolar mais cDNAs que codi-
ficam a GS1 nesta espécie. Os cDNAs obtidos nos trabalhos desenvolvidos anteriormente fo-

ram completamente sequenciados e as suas sequéncias submetidas a uma base de dados.
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Actualmente sabe-se que a GS existe sob diferentes isoformas nas plantas e que a fami-
lia de genes que a codifica apresenta uma expressao diferencial. O significado fisiologico des-
ta expressdo diferencial ainda nfio esta bem estabelecido, mas aparentemente ha uma regula-
¢do da expressdo génica em resposta a condigdes ambientais, ou relacionada com o grau de
desenvolvimento do 6rgdo. Foi objectivo deste trabalho investigar o padrdo de expressdo de
cada gene conhecido da GS em diferentes 6rgdos da batateira (raiz, tubérculo, brotho, caule,
folha), alguns dos quais durante varias fases de desenvolvimento (folha jovem a senescente;
tubérculo em crescimento e tubérculo em abrolhamento). Este trabalho englobou a analise do
teor de proteinas soltveis por SDS-PAGE, dos polipeptideos da GS (por uma e duas dimen-
soes) e dos respectivos mRNAs (“Northern” e “Dot blotting™).

Foi ainda avaliada a expressdo da familia multigénica da GS em resposta a situagdes de
stresse (secura e salinidade) recorrendo 4 analise da acumulagdo relativa de polipeptideos e de
mRNAs. Em paralelo com a resposta da planta a diferentes situagdes de salinidade, foram fei-
tos estudos em tecido caloso sujeito a concentragdes crescentes de salinidade. Para alem das
técnicas referidas no paragrafo anterior, ainda foram determinados outros pardmetros bioqui-
micos, tais como, o teor clorofilino e de prolina, no sentido de averiguar a sua varia¢do na
resposta a situagéo adversa.

Foi dada prioridade & optimizag3o de técnicas de hibridagio de 4acidos nucleicos marca-
dos ndo isotopicamente com digoxigenina, assim como ao desenvolvimento de técnicas de
biologia molecular que visam a obtengio de extremidades 5 de cDNAs.

O conhecimento do padrdo de expressdo dos genes da GS na planta saudavel e a sua
resposta em situagdes de stresse toma possivel verificar como estas condigdes afectam o me-
tabolismo de azoto na planta, ¢ em particular, a produgdo de glutamina, um dos principais
aminoacidos utilizados pela planta para o transporte de azoto.

Os ¢cDNAs isolados poderdo ser utilizados futuramente, ndo s6 como sondas em traba-
Ihos de caracterizag@io da expressdo, mas também para obter os respectivos promotores ¢ futu-
ra identificagdo das sequéncias reguladoras, para delinear trabalhos de estudo de sobreexpres-

sdo0 ou repressdo da express@o dos genes da GS.
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MATERIAL BIOLOGICO E CONDICOES DE CULTURA

Material vegetal
Os tubérculos de Solanum tuberosum L. cv. Désirée foram mantidos a 4 °C na obscuri-

dade até a sua utilizagio. Antes de serem usados foram colocados na obscuridade a temperatu-
ra ambiente a pré-abrolhar. O tecido caloso foi obtido a partir de uma cultura de tecido caloso
derivado de explantes foliares (61).

Para o estudo da GS em plantas ndio submetidas a situacdes de stresse, as plantas de S.

tuberosum L. cv. Désirée foram crescidas a partir de tubérculos em vasos com uma mistura de
terra ou terra e vermiculite, ao ar livre ou em estufa com fotoperiodo de 12 a 16 horas de luz e
regadas com uma solugo diluida de adubo comercial (Substral) ou 4gua. Cinco semanas apos
a emergéncia foram colhidas amostras de pelo menos 3 plantas dos seguintes 6rgdos: raizes,
brolhos, tubérculos em crescimento, caules e folhas. Foram colhidas amostras foliares da se-
gunda, quarta, sexta ¢ nona folhas a contar do apice caulinar.

Para o estudo da GS em plantas submetidas a secura e a 250 mM de NaCl, os tubérculos

de S. tuberosum L. cv. Désirée em abrothamento foram colocados em semeadeiras de barro
com uma mistura de terra de jardim. Permitiu-se o crescimento em estufa durante 3 semanas
com um regime de 12 a 16 horas de luz diarias. Durante este periodo de tempo regou-se com
4gua destilada. No inicio da terceira semana suprimiu-se a rega ao lote de plantas sujeitas a
secura € iniciou-se a rega do lote destinado ao stresse salino com uma solugio de NaCl 250
mM, intercalando a primeira rega com agua destilada. O lote de plantas controlo foi regado
sempre com 4gua destilada. No final de 2 semanas de tratamento foram colhidas amostras de
pelo menos 3 plantas de cada lote dos seguintes 6rgéos: quarta folha, raizes e tubérculos em
crescimento.

Para o estudo da GS em plantas sujeitas a concentracdes diferentes de NaCl (100 e 200

mM), os tubérculos de S. tuberosum L. cv. Désirée em abrolhamento foram colocados em se-
meadeiras de barro com uma mistura de terra de jardim, numa estufa de vidro. As regas com
as solucdes salinizadas iniciaram-se 3 dias apos emergéncia e cessaram 3 semanas depois des-
ta data. O lote de plantas controlo foi regado sempre com agua destilada. No final do trata-
mento procedeu-se a colheita de amostras de pelo menos 3 plantas de cada lote dos seguintes
orgos: quarta folha e tubérculos em crescimento.

Em todos os estudos realizados, as amostras foram congeladas em azoto liquido no acto
da colheita e conservadas a —80 °C até serem processadas. O processamento inicial destas

amostras foi comum para qualquer método a ser descrito neste capitulo e consistiu na homo-
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geneizagio do total de amostras colhidas a po6 com o auxilio de azoto liquido. Sem desconge-
lar, o po6 foi guardado em tubos cénicos de 15 mL e conservado a —80 °C. Sempre que neces-
sario, o tubo foi colocado num recipiente com azoto liquido e, com o auxilio de uma espatula
previamente flamejada e arrefecida em azoto liquido, retirou-se a quantidade de p6 necessaria
ao procedimento experimental a executar. Deste modo assegurou-se a presenga de, pelo me-

nos, 3 amostras no ensaio executado.

Estirpes bacterianas
Foram utilizadas as seguintes estirpes bacterianas de Escherichia coli: LE392; Y1090,

XL 1-Blue, IM109, DH5a € SOLR cujas caracteristicas sdo descritas no apéndice.

Vectores
Utilizaram-se os seguintes vectores: pBluescriptSK(+), pGEMZ11f(+), Agt11 e AZAPIL

As caracteristicas de cada vector e os locais de restrigdo estdo descritos no apéndice.

DETERMINACAO DO TIiTULO DA BIBLIOTECA F AGICA DE cDNA

Preparou-se um riscado de E. coli da estirpe apropriada numa caixa de L-agar e incu-
bou-se durante a noite a 37 °C. Inocularam-se 10 mL de LB, suplementado com maltose 0,2%
(p/v) e MgSO, 100 mM, com uma colonia isolada a partir do riscado € permitiu-se o cresci-
mento bacteriano durante a noite a 37 °C com agita¢do constante.

Foram utilizados 100 pL desta cultura para inocular 10 mL de LB suplementado nas
mesmas condigdes e deixou-se crescer a nova cultura a 37 °C com agitagdo até a DOgo nm
atingir valores 0,5 — 0,7. Fizeram-se dilui¢des seriadas das bibliotecas (10? a 10°) em tampdo
de fago.

Em tubos coénicos de 15 mL estéreis adicionaram-se 200 uL de cultura bacteriana a 50
ul de cada diluigio da biblioteca; incubou-se a 37 °C com agita¢o durante 20 minutos para
promover a infec¢do das bactérias. Findo este tempo adicionaram-se 3 mL de Top-agarose
pré-aquecida a 48 °C a suspens3o de células, misturou-se no vortex € verteu-se sobre uma
caixa de L-agar, pré-aquecida a 37 °C, de forma a ficar uma camada uniforme. Passados 10
minutos 3 temperatura ambiente procedeu-se & incubagdo das caixas invertidas a 37 °C até as

placas fagicas atingirem um didmetro aproximado de 0,25 mm.
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O titulo das bibliotecas de cDNA (em Unidades Formadoras de Placas/mL — pfu/mL)

foi determinado de acordo com a seguinte férmula:

numero de placas X dilui¢do
0,05 mL

pfwmL=

PREPARACAO DE SONDAS DE DNA MARCADAS COM 2p_-dCTP

Marcacéo
Foram utilizados “kits” para marcar as sondas com 32p_dCTP. Um dos “kits” utilizado

foi o “Multiprime DNA Labelling System” (Amersham Pharmacia Biotech, UK). Para tal,
dissolveu-se 0 DNA a ser marcado para uma concentragéo final de 2 a 25 pg/mL em agua
destilada estéril, num volume final de 31 pL. Ferveu-se durante 3 minutos ¢ colocou-se ime-
diatamente em gelo. Adicionaram-se 10 pL de tampdo de marcagdo, 5 pL de oligonucleotido
iniciador/BSA, 2 uL de **P-dCTP (10 uCi/mL) e 2 uL de enzima Klenow (1 U/mL). Mistu-
rou-se suavemente, centrifugou-se durante alguns segundos e incubou-se a 37 °C durante 1
hora dentro de um recipiente de chumbo. Para fazer a marcagdo do DNA em gel derreteu-se a
agarose num banho a 65 °C durante 10 minutos e diluiu-se em agua estéril de modo a obter
aproximadamente 100 ng de DNA num volume final de 31 pL. Procedeu-se como descrito
anteriormente. No final da reacgiio ferveu-se durante 3 minutos e procedeu-se a filtragdo da
sonda.

A marcagio da sonda com o “rediprime DNA labelling System” (Amersham Pharmacia
Biotech, UK) foi realizada da seguinte forma: preparou-se 0 DNA a ser marcado para uma
concentracgdo final de 2,5 a 20 ng em 25 pL de 4gua esterilizada; desnaturou-se por fervura
durante 5 minutos e adicionou-se a mistura de marcagdo; adicionaram-se 5 pL de 32p_4CTP
(10 uCi/mL) e 3 pL de agua estéril. Incubou-se a 37 °C durante 10 minutos dentro de um re-
cipiente de chumbo. No final da reacgio adicionaram-se 5 uL de EDTA 0,2M para parar a

reacgdo. Procedeu-se a filtragdo da sonda.

Filtracdo

A filtragfio da sonda teve por objectivo eliminar nucleétidos radioactivos ndo incorpora-
dos durante a reac¢do de marcagdo. Este procedimento foi feito numa seringa de 1 mL, adap-
tada a um tubo cénico de 50 mL através de um furo na tampa, cheia de Sephadex G-50, previ-

amente lavada com TNE/SDS 0,1% (p/v). A seringa adicionou-se a sonda fervida (50 pL), 50
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pL de TE com azul de bromofenol e 100 pL de TNE. Centrifugou-se a 1800 rpm numa centri-
fuga “SIGMA 302” durante 3 minutos. A sonda foi recolhida para um tubo de 1,5 mL estéril
durante a centrifugaggo (173).

PLAQUEAMENTO E RATREIO DA BIBLIOTECA COM SONDA DE DNA
MARCADA COM ¥P-dCTP

O plaqueamento da biblioteca construida no vector Agtll foi feito de um modo seme-

lhante a determinagdo do titulo (figura II.1).

5’ ¥
c¢cDNA lac Z

Plaqueamento da biblioteca
1° rastreio

2° rastreio I

-

3° rastreio

Propagagdo do fago isolado

Figura I.1: Diagrama esquemético ilustrativo do rastreio das bibliotecas de cDNA.
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Primeiro rastreio:

A 800 pL de cultura bacteriana (DOgo nm = 0,5 a 0,7) adicionaram-se 100 pL de tampdo
de fago contendo 10° pfu. Misturou-se esta mistura a 37 °C com agitagio constante. Apos 20
minutos de incubagio adicionaram-se 7,5 mL de Top-agarose pré-aquecida a 48 °C, misturou-
se com um vortex e verteu-se de modo a formar uma camada uniforme sobre uma caixa de L-
agar de 135 mm previamente aquecida a 37 °C. Passados 10 minutos a temperatura ambiente
as caixas foram a incubar numa estufa a 37 °C invertidas até observagio de lise. As caixas
foram entdio colocadas a 4 °C pelo menos durante 30 minutos antes de serem utilizadas na
transferéncia das placas fagicas para uma membrana de nylon (“QUIABRANE” — QUIA-
GEN, Alemanha). Para tal, e sem aprisionar bolhas de ar, colocou-se a membrana sobre a su-
perficie da Top-agarose; para cada caixa do primeiro rastreio utilizaram-se duas membranas,
tendo o cuidado de prolongar a permanéncia da segunda para assegurar a passagem das placas
fagicas para a membrana. Marcou-se a caixa € as membranas em varios pontos assimetricos
para uma futura localizagdo das placas fagicas positivas. Removeu-se a membrana e deixou-se
secar durante 10 minutos sobre papel Whatman 3 MM com o lado com as placas voltado para
cima. De seguida procedeu-se a desnaturacdo do DNA presente nas membranas por incubagio
destas sobre um papel Whatman 3 MM embebido em solugio de desnatura¢do (NaCl 1,5 M,
NaOH 0,5 M) durante 5 minutos. A neutralizaggo foi feita colocando a membrana, duas vezes
durante S minutos, em papel Whatman 3 MM embebido em solug@o de neutralizagdo (NaCl
1,5 M, Tris-HC1 0,5 M pH=8,0). No final lavou-se brevemente a membrana em SSC 3x e fi-
xou-se 0 DNA a membrana a 80 °C durante 2 horas.

A pré-hibridagdo foi feita durante 30 minutos a uma noite numa solu¢do de pre-
hibridagdo contendo 7% (p/v) de SDS; EDTA 1 mM e NaHPO, 0,5 M pH = 7.2; a solugio
“stock” de NaHPO, 1 M pH = 7,2 contem 134 g de Na,HPO,.7H,0 e 4 mL de H;PO,, por
litro (36). Fez-se a marcagdo da sonda com 32p_4CTP e esta, depois de filtrada e desnaturada
por fervura, foi adicionada a solugdo de pré-hibridagdo. A hibridagio foi feita durante a noite
a 42 °C. As membranas foram lavadas brevemente numa solugio de lavagem 1 (SSC 1x, SDS
0,05% (p/v)), que foi imediatamente desprezada e substituida, e posteriormente numa solugio
de lavagem 2 (SSC 2x, SDS 0,01% (p/v)). Os tempos ¢ as temperaturas de lavagem depende-
ram da intensidade do sinal detectado nas membranas. Depois de escorridas, as membranas
foram envolvidas, ainda hiimidas, em pelicula aderente e expostas a filme de autorradiografia
(raios-X) (AGFA) a 70 °C durante 3 a 5 dias.
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Segundo e terceiro rastreios:

Ap6s identificagdo das placas positivas, removeu-se uma por¢éo de agar com uma area
suficiente para as abranger, com uma ponta de plastico cortada na extremidade esténl. Os fa-
gos foram eluidos colocando a por¢dio de agar contendo as placas fagicas em 500 ul de tam-
pao de fago durante 2 a 4 horas a temperatura ambiente ou durante a noite a 4 °C e foram pla-
queados de novo em densidades menores (3000 pfu — segundo rastreio; 200 a 500 pfu — ter-
ceiro rastreio) em caixas de petri com L-agar de 82 mm. O restante procedimento foi idéntico
ao primeiro rastreio com a excepgdo de ndo terem sido utilizadas duas membranas por caixa.

O fago purificado no terceiro rastreio foi retirado e eluido em 500 pL de tampdo de fa-
go, contendo uma gota de cloroférmio, durante a noite a 4 °C. Posteriormente fez-se a deter-

minagéo do titulo.

PREPARACAO DE LISADOS DE FAGO

Num tubo cénico de 15 mL inocularam-se 200 uL de uma cultura bacteriana de E. coli
da estirpe apropriada crescida durante a noite com 50 pL de eluato de fago. Depois de uma
incubagio de 20 minutos a 37 °C com agitagdo, adicionou-se Top-agarose aquecida a 48 °C e
misturou-se no vortex. Esta suspensdo foi depois vertida homogeneamente numa caixa de L-
agar previamente aquecida a 37 °C. Depois de 10 minutos a temperatura ambiente, as caixas
foram a incubar invertidas numa estufa a 37 °C até observagao de confluéncia das placas fag-
cas.

Com uma ldmina de bisturi nova e estéril retirou-se a Top-agarose para um tubo conico
de 15 mL, também estéril, ao qual se adicionou 5 mL de tamp@o de fago e 100 uL de cloro-
formio. Agitou-se o tubo a 37 °C durante 30 minutos e centrifugou-se numa centrifuga SIG-
MA 302 durante 10 minutos. O sobrenadante foi filtrado por filtros 0,45 um e guardado a

4°C. Posteriormente fez-se a determinagdo do titulo.

EXTRACCAO DO DNA DE FAGO LAMBDA

As extracgdes e purificagdes do DNA de fago lambda isolado foram efectuadas com o

“Wizard Lambda Preps DNA Purification System” (Promega, EUA). Para remover os 4cidos
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nucleicos provenientes das bactérias lisadas, transferiram-se 10 mL de lisado de fago para um
tubo de vidro corex esterilizado, adicionaram-se 40 uL da mistura de nucleases e incubou-se a
37 °C durante 15 minutos. Adicionaram-se 4 mL da solugdo de precipitacio de fagos e incu-
bou-se em gelo durante 30 minutos. Centrifugou-se a 10000 xg durante 10 minutos e despre-
zou-se o sobrenadante; o sobrenadante que ficou retido na boca do tubo foi removido com o
auxilio de papel absorvente. O sedimento foi ressuspenso em 500 pL de tampdao de fago. Adi-
cionou-se proteinase K para uma concentragéo final de 0,5 mg/mL e incubou-se a 37 °C du-
rante 5 minutos. A solugfo foi transferida para um tubo de 1,5 mL estéril e centrifugada a
12000 xg durante 10 segundos para remover particulas insoliveis. O sobrenadante foi transfe-
rido para um tubo estéril ao qual se adicionou 1 mL de resina de purificagdo. A purificagio do
DNA foi feita em colunas do “kit”. Pipetou-se a mistura lisado/resina para uma seringa estéril
adaptada a coluna. Fez-se passar a mistura pela coluna, pipetaram-se 2 mL de isopropanol
80% para a seringa ¢ desta para a coluna. A coluna foi depois adaptada a um tubo estéril e
centrifugada a 12000 xg para secar a resina. Transferiu-se a coluna para um novo tubo estéril,
aplicaram-se 100 uL de 4gua estéril aquecida a 80 °C a coluna e centrifugou-se a 12000 xg

para eluir o DNA,; este foi quantificado e conservado a —20 °C.

EXCISAO DO FRAGMENTO DE INSERCAO DO GENOMA DE FAGO

A excisdo do cDNA presente no genoma do fago isolado apds o rastreio da biblioteca
construida no vector Agt11 foi feita por duas restrigdes consecutivas de 1 hora com as enzimas

Sfil e NodI (Life Technologies, EUA) de acordo com a seguinte tabela:

Restrigdo 1 UL Restri¢do 2 UL
DNA =2ng NaCl SM 0,5
Tamp@o 2 (10x) 2 Tampéo 2 (10x) | 0,5
Sfil (10 U/uL) 0,5 Notl (10 U/uL) | 0,5
H,O Até 20 uL. H,0 3,8

No final da restrigdo incubou-se a 65 °C durante 15 minutos para inactivar a enzima No-
f1 (a enzima Sfil ¢ resistente & inactivagio pelo calor) e para separar as extremidades coesivas
do DNA,; aplicou-se o volume de restri¢io por completo num gel de 50 mL de agarose (Life

Technologies) 1% (p/v) contendo 0,5 uL de brometo de etideo (10 mg/mL), em tampao TAE
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1x. A corrida durou 2 a 3 horas a 60 V no mesmo tampao. Foi utilizado o “Sigma T-6281 Gel
Tray 7,5 x 10 cm” (Sigma, EUA) para efectuar a separag@o electroforética dos produtos de
restricdo. No final da corrida o gel foi visualizado com radiag¢éo ultravioleta € a banda corres-
pondente ao fragmento de restrigdo foi cortada do gel com uma 1dmina de bisturi nova e colo-

cada num tubo de 1,5 mL estéril para posterior purificagdo do DNA.

EXTRACCAO DE DNA A PARTIR DO GEL

Para extrair o DNA das bandas cortadas do gel foi utilizado o “QIAquick Gel Extraction
Kit” (QIAGEN - Alemanha). Depois de determinado o peso das bandas, acrescentaram-se 3
volumes de tampdo QX1 (100 mg = 100 uL) ao tubo para 1 volume de gel. Adicionou-se QI-
AEX II de acordo com a quantidade de DNA visualizada no gel e as instrugdes do fabricante.
Para dissolver o gel incubou-se a 50 °C durante 10 minutos com inversdes periddicas do tubo.
No final deste tempo centrifugou-se 4 velocidade maxima durante 30 segundos numa centri-
fuga “eppendorf centrifuge 5411”. Desprezou-se o sobrenadante ¢ adicionaram-se 500 uL de
tampdo QX1 para eliminar restos de agarose. O sedimento foi ressuspenso com o auxilio do
vortex € repetiu-se a centrifugago. Depois de eliminado por completo o sobrenadante repetiu-
se o procedimento duas vezes com tamp@o PE. Centrifugou-se novamente ¢ secou-se o sedi-
mento que depois foi ressuspenso em 20 pL de TE (Tris-HC! 10 mM pH = 8,0, EDTA 1 mM)
estéril com o auxilio do vortex. Centrifugou-se durante 30 segundos e o sobrenadante foi

transferido para um novo tubo estéril. Quantificou-se o DNA e guardou-se a -20 °C.

AMPLIFICACAO DOS cDNAs POR PCR

Os clones foram amplificados por PCR com iniciadores especificos para os vectores fa-
gicos usados. Deste modo, para o vector Agtl1 usou-se como iniciador 5’ um oligonucleétido
com a sequéncia: 5°-GGT GGC GAC GAC TCC TGG AGC C-3’ e para o iniciador 3’ a se-
quéncia: 5’-GAC ACC AGA CCA CTG GTA ATG-3. O lisado de fago foi congelado e des-
congelado trés vezes para desnaturar o involucro fagico. A amplificago foi feita num volume
final de 50 uL constituido por: 2 uL de lisado, 5 pL de 10x tampdo de PCR (Life Technologi-
es, EUA), 0,1 uM de dNTPs (dATP, dGTP, dTTP e dCTP) (Amersham Pharmacia Biotech,
EUA), 0,1 uM de cada iniciador, 0,25 uL de Taqg DNA Polimerase (5 U/uL) (Life Technolo-
gies, EUA) sendo o volume completado com agua destilada e desionizada estérl. As condi-
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¢Oes de reacgdo foram as seguintes: desnaturagio a 94 °C durante 30 segundos, emparelha-
mento a 60 °C durante 30 segundos e polimerizacéio a 72 °C durante 2 minutos. Estes passos
repetiram-se por um total de 35 ciclos e foram seguidos por um passo final a 72 °C durante 5
minutos. As amplificagdes foram feitas num aparelho “Perkin Elmer GeneAmp PCR System
2400 - Perkin Elmer, EUA”.

Para o vector AZAPII usou-se como iniciador 5’ um oligonucleotido com a sequéncia:
5°-CGC CAA GCT CGA AAT TAA CCC TCA CTA AAG GG-3’ e como iniciador 3° um
oligonucleétido com a sequéncia 5°-CGA CGG CCA GTG AAT TGT AAT ACG ACT CAC
T-3°. A amplificagio foi feita num volume final de 50 pL composto por: 2 pL de lisado de
fago, 5 puL de 10x tampdo para PCR (Life Technologies, EUA), dNTPs (dATP, dCTP, dTTP ¢
dGTP) (Amersham Pharmacia Biotech, EUA) na concentragdo final de 0,1 uM, 0,1 pM de
cada iniciador, 0,25 uL de Taq DNA Polimerase (5 U/uL) (Life Technologies, EUA) e agua
destilada e desionizada estéril até completar o volume. A amplificagdo iniciou-s€ com um
passo de desnaturagdo a 94 °C durante 3 minutos, apos o qual foi adicionada a enzima, segui-
ram-se 35 ciclos de: desnaturagio a 94 °C durante 30 segundos, emparethamento e polimern-
zagdo a 68 °C durante 3 minutos. No final prolongou-se o ultimo passo por mais 3 minutos.
As amplificagdes foram feitas num aparelho “Perkin Elmer GeneAmp PCR System 2400 —
Perkin Elmer, EUA”.

Os produtos de PCR foram analisados num gel de 50 mL de agarose (Life Technologi-
es, EUA) a 0,8% (p/v) contendo 1 uL de brometo de etideo (10 mg/mL), em tampédo TAE 1x.
A corrida durou 1 a 2 horas a 60 V no mesmo tampdo. Foi utilizado o equipamento da “Sigma
T-6281 Gel Tray 7,5 x 10 cm” (Sigma - EUA).

EXCISAO in vivo DO FAGUEMIDIO PSK CONTENDO O ¢DNA DE INTERES-
SE DO VECTOR FAGICO AZAPII

Foi utilizado o sistema “ExAssist/SOLR” (Stratagene, EUA). Este sistema foi desenha-
do para permitir uma excisdo eficiente do faguemidio circular do vector fagico AZAPII, ehi-
minando problemas com a co-infecgdo pelo fago auxiliar. Este fago auxiliar contém uma mu-
tagdo que evita a replicagio do seu genoma numa estirpe de E. coli ndo supressora. Isto per-
mite que apenas o faguemidio excisado replique no hospedeiro, eliminando a possibilidade de

ocorrer co-infecgdo por parte do fago auxiliar.
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A partir de culturas de riscado das estirpes de E. coli X.1 MRF* e SOLR utilizou-se
uma colénia isolada para inocular 10 mL de LB. Permitiu-se o crescimento bacteriano de am-
bas as culturas durante a noite a 30 °C com agitagao.

No dia seguinte diluiram-se as culturas bacterianas 1:100 num volume final de 50 mL
de meio LB. Permitiu-se o crescimento bacteriano até a densidade optica a 600 nm (DOe0o nm)
atingir valores de 0,2 a 0,5. A cultura de XL1 foi centrifugada a 1500 xg durante 10 minutos.
O sedimento obtido foi ressuspendido para uma DOgoo nm = 1,0; a cultura bacteriana da estirpe
SOLR continuou a crescer até ser obtida uma DO de 0,5 a 1,0. Apos ter sido atingido o valor
aproximado de 1,0 manteve-se o crescimento a temperatura ambiente.

Enquanto a estirpe bacteriana SOLR incubava, num tubo conico de 50 mL misturou-se:
200 pL de cultura XL1 (DO = 1,0); 250 uL de lisado de fago (com mais de 1 x 10° particulas
- fagicas) e 1 uL do fago auxiliar ExAssist (contendo mais de 1 x 10° particulas fagicas). Esta
mistura foi incubada a 37 °C durante 15 minutos, apds os quais foram adicionados 3 mL de
LB, seguindo-se uma incubago de 2 horas a uma noite a 37 °C com agitag8o constante.

As células foram centrifugadas durante 15 minutos a 2000 xg. O sobrenadante foi trans-
ferido para um novo tubo e aquecido a 70 °C durante 15 minutos. Seguiu-se uma centrifuga-
¢d0 a 4000 xg durante 15 minutos. O sobrenadante obtido foi decantado para um tubo estéril e
mantido a 4 °C até necessario. Este sobrenadante funcionou como “stock” de fagos.

Para dois tubos de 1,5 mL pipetaram-se 200 uL da cultura da estirpe SOLR a DOgoo =
1,0. A um tubo foram pipetados 100 puL e ao outro pipetaram-se 10 pL do “stock” de fagos.
Apos incubagdo a 37 °C durante 15 minutos, plaquearam-se 10 a 50 pL de cada mistura em
caixas de L-agar com ampicilina pré-aquecidas a 37 °C. Depois do liquido ter sido absorvido
pelo meio de cultura, as caixas foram incubadas a 37 °C durante a noite em posi¢do invertida.

Para manter o faguemidio resultante deste procedimento, inocularam-se 10 mL de meio
LB com ampicilina com uma colonia resultante e permitiu-se o crescimento bacteriano duran-
te a noite a 37 °C com agitagdo. A uma aliquota desta cultura foi adicionado glicerol para uma
concentragdo final de 10 a 15%. Esta aliquota foi guardada a ~70 °C e o restante da cultura foi

utilizada para fazer a extracg@o do DNA plasmidico (mini-prep).
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SUBCLONAGEM DO c¢DNA EXCISADO DO VECTOR Agtll EM FAGUEMI-
DIO pGEMZ11f (+)

Para a clonagem do fragmento isolado com as enzimas Sfil e Nofl procedeu-se a diges-
t3o de 3 puL deste vector (1 pg/ul) como descrito anteriormente para o DNA fagico. Determi-
naram-se as concentragdes de vector e fragmento de DNA a utilizar de modo a que a razio

molar do vector para o fragmento fosse de 1:3, num volume final de 10 a 20 pL:

Quantidade do vector (ug) _3 x quantidade de DNA (ug)
tamanho do vector (kb) tamanho do DNA (kb)

Num tubo misturaram-se x pL. de DNA a ser ligado, y pL de vector cortado com as
mesma enzimas que o fragmento de insergdo, 1/5 do volume final de reacgfo de tampdo de
ligase 5x (Life Technologies - EUA), 2,5 U de T4 DNA ligase e 4gua destilada estéril até
completar o volume.

A reacgo de ligagdo foi realizada a temperatura de 14 a 16 °C durante a noite. No final
da reacgdo foi feita uma desnaturag@o da enzima a 65 °C durante 15 minutos € guardou-se a
mistura de ligacdo a 4 °C (ou em gelo) até ser feita a transformacfo das células competentes
IM109.

PREPARACAO DE CELULAS COMPETENTES XLI-Blue/DH50.

A preparagéo das células competentes iniciou-se com um riscado de £. coli em caixa de
L-agar simples durante a noite a 37 °C. Desse riscado retirou-se uma colonia isolada para ino-
cular 10 mL de meio liquido LB. Permitiu-se o crescimento durante a noite a 37 °C com agi-
tacdo. No dia seguinte inocularam-se 400 mL de LB e incubou-se a 37 °C com agitacéo até a
DOsoo um da cultura atingir o valor 0,6. Colocou-se a cultura em gelo, dividiu-se em aliquotas
e centrifugou-se a 4000 rpm durante 15 minutos numa centrifuga SIGMA 302. Os sedimentos
foram ressuspensos em 100 mL de uma solugéo fria composta por: KC;COO 30 mM, MnCl,
50 mM, CaCl, 10 mM, KCI 100 mM e 15% glicerol, preparada de fresco e esterilizada por
filtragdo. A suspensio foi centrifugada durante 8 minutos a 4000 rpm e as bactérias foram res-
suspensas em 20 mL de solug2o fria composta por: NaMops 10 mM, pH=7.0, CaCl; 75 mM,
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KCl1 10 mM e 15% glicerol, preparada de fresco e esterilizada por filtragdo, e congeladas €
mantidas a -70 °C em aliquotas de 500 pL.

PREPARACAO DE CELULAS COMPETENTES JM109

Para seleccionar a presenga do epissoma F’, necessario para a produgdo de cor, fez-se
um riscado de E. coli IM109 (Promega - EUA) numa placa de meio M9 suplementado com
Tiamina-HCl e incubou-se durante a noite a 37 °C. No dia seguinte inocularam-se 25 mL de
meio LB com uma colénia individualizada e incubou-se a 30 °C durante a noite com agitagio.
Utilizaram-se 5 mL desta cultura para iniciar uma cultura de 500 mL de LB incubada a 30 °C
até a DOggo nm da cultura atingir valores compreendidos entre 0,45 a 0,55. A cultura foi arrefe-
cida em gelo durante 2 horas e repartida por aliquotas para ser centrifugada a 2500 xg durante
15 a 20 minutos. As células foram inicialmente ressuspensas em 10 a 20 mL de tamp@o de
trituragio, previamente arrefecido (CaCl; 100 mM, MgCl, 70 mM e acetato de sodio 40 mM,
pH=5,5), preparado antes do uso e esterilizado por filtragio, e depois diluidas em 500 mL da
mesma solugdo. Depois de 45 minutos de incubagdo em gelo, procedeu-se a uma centrifuga-
¢do a 1800 xg durante 10 minutos a 4 °C. O sedimento foi ressuspenso em 50 mL de tampédo
de trituragdo pré-arrefecido. A suspensdo de células adicionou-se, gota a gota, glicerol esteri-
lizado para uma concentragio final de 15%. Dividiram-se os 50 mL da suspensdo em aliquo-

tas de 500 uL e congelaram-se e guardaram-se a -70 °C.

TRANSFORMACAO DAS CELULAS COMPETENTES

Descongelaram-se as células competentes em gelo ¢ aliquotas de 100 pL destas c€lulas
foram preparadas em tubos de 1,5 mL estéreis e mantidas em gelo. Adicionaram-se 1,7 uL de
B-mercaptoetanol (diluido 1:10) e mantiveram-se as células em gelo durante 2 minutos; adici-
onando-se, depois, 10 uL da reacgdo de ligagdo. Apds um periodo de 30 minutos em gelo,
deu-se um choque térmico a 42 °C durante 45 segundos as células para permitir a entrada do
faguemidio. Colocou-se de novo as células em gelo por mais 2 minutos. Adicionaram-se 900
uL de meio LB e incubou-se a 37 °C durante 1 hora com agitagio. Espalharam-se amostras de

100 a 200 puL em caixas de L-agar (com ampicilina, [PTG e X-gal - apéndice) e incubou-se
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durante a noite a 37 °C. Guardaram-se as placas a 4 °C até ser feito o isolamento e crescimen-

to de recombinantes em meio de cultuza liquido.

ISOLAMENTO E CRESCIMENTO DOS RECOMBINANTES

Removeram-se colénias recombinantes isoladas e colocaram-se em 10 mL de meio LB
com ampicilina (apéndice). Incubou-se durante a noite a 37 °C com agitag&o. Retirou-se uma
aliquota de 1 mL, adicionou-se glicerol esterilizado para uma concentragio final de 10 a 15%
e congelou-se a -70 °C. Os restante 9 mL foram utilizados para extrair DNA plasmidico

(mini-prep).

ISOLAMENTO (mini-preps) DE DNA PLASMIDICO

Utilizou-se um método modificado de (48). A partir de uma coldnia individualizada em
caixas de L-agar com ampicilina, foram inoculados 3 a 10 mL de meio LB com ampicilina. A
cultura cresceu durante a noite a 37 °C com agitacao. A chama, transferiram-se 1,5 mL de
cultura para um tubo de 1,5 mL; centrifugou-se a 14000 rpm numa centrifuga “eppendorf cen-
trifuge 54117 durante 20 segundos e ressuspendeu-se o sedimento em 200 pL de tampdo
STET (apéndice). Adicionaram-se 4 pL de lisozima (50 pg/ul) e incubou-se a temperatura
ambiente durante 5 minutos. Ferveu-se durante 45 segundos ¢ centrifugou-se a velocidade
maxima durante 10 minutos. Ao sobrenadante foram adicionados 200 pL de isopropanol e
centrifugou-se durante 10 minutos, lavou-se o sedimento com etanol 70%, centrifugou-se no-
vamente e secou-se 0 sedimento. Este foi ressuspenso em 40 pL de agua destilada e desioni-

zada estéril e o DNA quantificado em gel.

ISOLAMENTO (midi-preps) DE DNA PLASMIDICO

A partir de uma coldnia individualizada de um riscado feito em caixa de L-agar com
ampicilina, originado a partir das células transformadas e congeladas a -70 °C, foram inocula-
dos 100 mL de meio LB com ampicilina, e incubados a 37 °C com agitagdo durante a noite. A

cultura foi centrifugada a 4000 rpm numa centrifuga “SIGMA 302”.
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Para extrair o DNA plasmidico utilizou-se o “kit” da QIAGEN (Alemanha) “Plasmid
Midi Kit”. Para tal, o sedimento foi ressuspenso em 4 mL de tamp&o P2 seguido de uma incu-
bagio de 5 minutos & temperatura ambiente. A suspensdo foi submetida a uma centrifugagio
de 30000 xg durante 30 minutos a 4 °C. Enquanto decorria a centrifugacdo, equilibrou-se uma
coluna com 4 mL de tampdo QBT. Finda a centrifugagdo aplicou-se de imediato o sobrena-
dante 4 coluna e deixou-se eluir. Apés terminada a eluigio, lavou-se a coluna duas vezes com
10 mL de tampdo QC. O DNA foi eluido com 5 mL de tampéo QF e precipitado com 0,7 vo-
lumes de isopropanol. Centrifugou-se a 15000 xg durante 30 minutos a 4 °C ¢ o sedimento
(DNA) foi lavado com etanol 70% pré-arrefecido. Depois de seco, ressuspendeu-se em 50 pL

de agua e quantificou-se.

DETERMINACAO DA PRESENCA DO FRAGMENTO DE INSERCAO APOS
SUBCLONAGEM EM FAGUEMIDIO/EXCISAO IN VIVO
3 ug do DNA extraido por mini-prep ou por midi-prep foram submetidos & andlise de

restrigdo de acordo com a seguinte tabela:

Nome do clone | Proveniéncia | Clonado em Vector Excisado com
14A1.2 * lambda gt11 Sfil - Nofl pGEMZ11f(+) Sfil — Nofl ou
EcoRl1 - Notl
ClAlA lambda gt11 Sfil - Notl pGEMZ11f(+) Sfil — Notl ou
EcoRI - Notl
TSF8.1A lambda ZAPII | EcoRI - Xhol PSK EcoRI - Kpnl **

* - plasmidio obtido em trabalhos anteriores (154, 190)

** _ oy outras enzimas a flanquear os locais EcoRI e Xhol

As restrigdes decorreram durante pelo menos uma hora a 37 °C. No final da incubagdo
inactivaram-se as enzimas por incubagdo a 65 °C durante 15 minutos e os tubos foram guar-
dados em gelo ou a —20 °C até serem processados.

Os produtos de restrigdo foram analisados num gel de 25 mL de agarose (Life Techno-
logies, EUA) a 0,8% (p/v) contendo 0,5 pL. de brometo de etideo (10 mg/mL), em tampéo
TAE 1x. A corrida durou 1 a 2 horas a 70 - 80 V em tamp#&o TAE 1x. Foi utilizado o equipa-
mento “Horizon® 58 — Horizontal Gel Electrophoresis System” (Life Technologies - EUA).
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SEQUENCIACAO DE DNA EM CADEIA DUPLA

Os DNAs plasmidicos que apresentaram o fragmento de insergdo foram utilizados para
a sequenciagdo. A sequenciagdo de DNA foi feita pelo método de Sanger no qual a termina-
¢do de cadeias ¢ mediada pela incorporagio de dideoxinucledtidos. Para determinar as se-

quéncias dos diferentes cDNAs da GS recorreu-se a varias metodologias:

I - Sequenciacdo com o “kit” “T7 Sequencing Kit” (Amersham Pharmacia Biotech - EUA)

Foram abordadas as técnicas seguintes:

a) neutralizagdo com acetato de sodio: para a desnaturagdo do DNA prepara-
ram-se 2 a 3 pg de DNA plasmidico em 32 pL de 4gua destilada estéril. A esse volume adici-
onaram-se 8 pL de NaOH 2 M e incubou-se 4 temperatura ambiente durante 10 minutos. Adi-
cionaram-se 7 pL de acetato de sodio 3 M, pH=5,2 e 4 uL de 4gua destilada estéril. Acrescen-
taram-se 12 uL de etanol absoluto e deixou-se a -70 °C durante 15 minutos. Centrifugou-se a
velocidade maxima durante 15 minutos e lavou-se o sedimento com etanol 70%. Centrifugou-
se de novo durante 10 minutos e ressuspendeu-se em 10 pL de dgua destilada esténl. O empa-
relhamento foi feito com uma concentragdio de iniciadores na ordem dos 2,5 a 5 mM. Utikh-
zou-se o oligonucleétido iniciador “universal” (M13) com a sequéncia 5’-d[GTA AAC GAC
GGC CAG T]-3’ e o iniciador “reverso” (M13) com a sequéncia 5’-d[AAC AGC TAT GAC
CAT G}-3°.

Adicionou-se o iniciador ¢ 2 pL do tampio de emparelhamento e incubou-se a 65 °C
durante 5 minutos e depois a 37 °C durante 10 minutos. Passou-se para a temperatura ambien-
te por mais 5 minutos € procedeu-se a marcagao.

Ao tubo com a mistura de emparelhamento adicionou-se 3 pL de mistura de marcagao,
0,5 pL de’ 5S-dATP (10 pCi/mL) (Amersham Pharmacia Biotech - EUA) e 2 pL de T7 DNA
Polimerase diluida para 1,5 U/uL em tampao de dilui¢@io. Esta mistura foi incubada durante 5
minutos a temperatura ambiente. 4,5 pL desta mistura foram transferidos para tubos com 2,5
uL de cada solugdo “mix-short” para cada ddNTP. Incubou-se a 37 °C durante 5 minutos ¢
adicionou-se 5 pL da solugfo “Stop”. Aqueceu-se a 75-80 °C durante 2 minutos e colocaram-
se as amostras em gelo até carregar o gel.

b) desnaturagdo e emparelhamento por “quick annealing”: A 8 pL de agua
destilada estéril com 1 a 2 ug de DNA adicionaram-se o iniciador e 1,5 uL de NaOH 1 M.
Esta mistura foi incubada a 65 °C durante 5 minutos. Passou-se para 37 °C e adicionou-se 1,5

uL de HC1 1 M e 2 ul de tamp3o de emparelthamento; incubou-se 10 minutos a esta tempera-
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tura e mais 5 minutos a temperatura ambiente. Passou-se & marcagio como descrito anterior-
mente.

¢) neutralizag@o com TMDN: Num tubo estéril juntaram-se 7 pL. de DNA (com
1 a 2 pg de DNA), o iniciador e 1 pL. de NaOH 1 M. Esta mistura foi a incubar durante 10
minutos a 68 °C. Em gelo adicionou-se 4 uL. de TMDN (Tes-acido livre 0,28 M, HC1 1,2 M,
DTT 0,05 M, MgCl, 0,08 M e NaCl 0,2 M) e incubou-se 10 minutos a temperatura ambiente.
Passou-se a marcagdo como descrito anteriormente.

Para a corrida de sequenciagio foram utilizados geles de sequenciagio de 0,4 mm de
espessura, preparados no laboratorio numa solugdo esterilizada por filtragdo composta por
252 g de ureia, 7,2 mL de TBE 10x, 6 mL de acrilamida “Long Ranger Gel Solution™ (AT
Biochem - EUA), 4gua destilada até 60 mL, 400 uL de APS 10% (p/v) € 40 uL de TEMED.
Os geles foram montados de acordo com (45) ou da seguinte forma: depois de limpos os dois
vidros com alcool e silanizado o vidro mais pequeno, alinharam-se os dois vidros € os espaga-
dores; este conjunto foi colocado numa posi¢@o horizontal com o vidro pequeno por cima e
virado com a face silanizada voltada para o gel. Com o auxilio de uma bisnaga ou seringa
aplicou-se a solugdo do gel pela parte superior do vidro pequeno, tendo o cuidado de fazer
constantemente movimentos horizontais de modo que a solug@o do gel se deslocasse entre os
vidros numa frente mais ou menos uniforme. Esta solugdo desloca-se por capilaridade até a
extremidade oposta dos vidros. Depois de ter comegado a sair solugdo pelo outro lado do con-
junto, aplicaram-se as molas, os pentes na posigo invertida (para criar uma superficie plana
na altura de carregar o gel com as amostras) e taparam-se as extremidades com pelicula ade-
rente. Depois de polimerizado o gel foi guardado em cémara fria para ser usado no dia seguin-
te ou foi usado de imediato. Carregaram-se 3,5 uL de reac¢do de sequenciagdo por pogo.
Aplicou-se uma poténcia constante de 60 W em tamp&o TBE 0,6x. Utilizou-se a unidade “Se-
quencing Gel Electrophoresis System” modelo S2 da BRL (Bethesda Research Laboratories,
Life Technologies, Inc., EUA). Depois da corrida aderiu-se o gel a uma foltha de papel 3MM,
cobriu-se com pelicula aderente € secou-se o gel no vacuo no “DrygelSr. - Slab Gel Dryer -
Model SE 1160” (HOEFER SCIENTIFIC INSTRUMENTS, EUA) ou a 80 °C e exp0s-se a
temperatura ambiente durante 1 a 5 dias sem o uso de ecrds intensificadores.

Também foi usado o sistema “CastAway Precast Sequencing System” (Stratagene,
EUA) em que os geles de sequenciagfo ja se apresentam prontos a utilizar. Carregaram-se 3,5
pL da reacgio de sequenciagio em cada pogo e a corrida foi feita a poténcia constante de 40
W em tampdo TBE 1x. Depois de terminada a corrida, o gel foi fixado em solugdo de fixagdo

(metanol 5%, acido acético 5% (p/v)) durante 10 minutos, lavado em 4dgua destilada durante
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10 minutos, seco no secador de geles fomecido com o sistema e exposto durante 1 a 5 dias a

temperatura ambiente.

II - Sequenciaciio com o “kit” “PRISM Ready Reaction DyeDeoxy Terminator Cycle Sequen-
cing Kit” (Perkin Elmer Cetus, EUA)

Usaram-se 0s mesmos iniciadores usados para PCR. Num tubo estéril adicionaram-se 4

uL de reacgdo terminadora, x uL com 30 a 180 ng de DNA amplificado por PCR ¢ purificado
do gel, y uL contendo 3,2 pmole de iniciador ¢ agua para um volume final de reac¢do de 20
uL.

No aparelho de PCR “SANYO DNA Amplifier MIR-D30” correu-se o seguinte pro-
grama: 96 °C / 30 segundos; 50 °C / 15 segundos e 60 °C / 4 minutos, em 25 ciclos. Depois de
terminada amplificagfio, os produtos de PCR foram precipitados pela adigdo de 35 pL de eta-
nol 95% e incubagio em gelo durante 10 minutos. Centrifugou-se & velocidade méxima du-
rante 15 a 30 minutos e secou-se o sedimento.

A sequenciagio foi automatica feita pelo “ABI 373A DNA Automated Sequencer Sys-
tem” (Perkin Elmer Cetus, EUA).

III - Sequenciacio com o “kit” “DYEnpamic  ET terminator cycle sequencing kit” (Amersham
Pharmacia Biotech, EUA)

Usaram-se os iniciadores T3 e T7. Num tubo de 200 pL estéril adicionaram-se 8 ul. da

mistura “sequencing reagent premix”, x pL. com 500 ng de DNA, y pL contendo 5 pmole de
um dos iniciadores e agua destilada e desionizada estéril para um volume final de 20 uL. As
reacgdes foram feitas no equipamento "Perkin Elmer GeneAmp PCR System 2400 — Perkin
Elmer, EUA" com o seguinte programa: 95 °C, 20 segundos, 50 °C, 15 segundos € 60 °C, 1
minuto; 25 a 30 ciclos. No final da reac¢do transferiu-se o volume total da reac¢do para um
tubo estéril de 1,5 mL e adicionaram-se 2 pL de tampdo acetato de sodio/EDTA (“kit”). Adi-
cionaram-se 80 pL de etanol 95% arrefecido, misturou-se com o auxilio do vortex e colocou-
se em gelo durante pelo menos 15 minutos para precipitar o DNA. Centrifugou-se durante 15
a 30 minutos & velocidade maxima numa centrifuga "eppendorf centrifuge 5411" e desprezou-
se o sobrenadante. O sedimento foi lavado com 250 a 500 uL de etanol 70% e a centrifugag@o
repetiu-se por 10 a 15 minutos. O sobrenadante foi desprezado € o sedimento ligeiramente
seco ao ar. As sequéncias foram determinadas no “Center for genomics research”, Karolinska

Institute (Suécia).
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EXTRACCAO DE DNA GENOMICO

A extrac¢do do DNA genomico foi executada com base no método descrito em (50),
com algumas alteragdes.

Num tubo cdnico de 15 mL estéril, aqueceram-se 5 a 7,5 mL de tampdo de extracgio
CTAB (CTAB 3% (p/v); NaCl 1,4 M; EDTA 20 mM; Tris-HCI 100 mM, pH=8,0; B-merca-
ptoetanol 0,2% (p/v)) a 60 °C. Enquanto o tampédo aquecia, moeram-se 0,5 a 1 g de tecido fo-
liar jovem, num almofariz pré-arrefecido, com azoto liquido até se obter um p6 fino. Com o
auxilio de uma espatula, flamejada e arrefecida em azoto liquido, transferiu-se o po para o
tampdo pré-aquecido. Incubou-se a 60 °C durante 30 minutos com inversdes suaves € ocasio-
nais.

Apbds o extracto ter arrefecido para a temperatura ambiente extraiu-se uma vez com uma
mistura de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), por agitacdo leve, durante um periodo de
tempo prolongado (uma hora ou mais). A fase aquosa foi separada da orgénica por centrifuga-
¢do a 3000 xg durante 3 minutos. Removeu-se a fase aquosa para um novo tubo conico estéril
¢, de acordo com a apresentagdo do sobrenadante, procedeu-se a nova extracgdo com a mesma
mistura, ou adicionou-se isopropanol até perfazer a capacidade do tubo para precipitar os aci-
dos nucleicos. O tubo foi invertido suavemente para misturar as solugées e foi colocado em
repouso até se formar um novelo de acidos nucleicos. Este novelo foi transferido para um
novo tubo cénico de 15 mL estéril contendo 15 mL de tampéo de lavagem (etanol 70%; aceta-
to de amédnia 10 mM) com auxilio de uma ponta de pipeta automatica com a extremidade cor-
tada ou de uma extremidade de uma pipeta de Pasteur moldada na forma de anzol, previamen-
te flamejada e arrefecida no tampéo de lavagem. Os acidos nucleicos foram submetidos a uma
lavagem neste tampéo, durante a noite e a temperatura ambiente com agitagdo muito suave.
No dia seguinte eliminou-se a maior parte do tampao de lavagem e adicionou-se novo tam-
pdo; lavou-se durante mais 30 a 60 minutos. Recorrendo a uma ponta de extremidade cortada
ou a uma extremidade de uma pipeta de Pasteur moldada na forma de anzol, previamente fla-
mejada ¢ arrefecida no tamp3o de lavagem, removeu-se o novelo para um tubo de 1,5 mL es-
téril e aplicou-se uma centrifugacdo suave; o excesso de tampéo foi aspirado com o auxilio de
uma pipeta tendo o cuidado de nio perturbar o sedimento. Depois de seco ao ar ressuspendeu-
se o sedimento num volume apropriado de agua estéril. O DNA foi quantificado em gel de

agarose ou espectrofotometricamente e conservado a 4 °C até futura utilizag8o.
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EXTRACCAO DE RNA DOS VARIOS ORGAOS DE BATATEIRA

A extracgio de RNA total foi feita pelo método Fenol/SDS como descrito em (4), com
algumas alteragdes, ou através do uso de “kits”.

A extrac¢do do RNA pelo método Fenol/SDS consistiu numa moagem do tecido, em
almofariz estéril previamente arrefecido, com o auxilio de azoto liquido, até ser obtido um p6
fino, tendo sempre o cuidado de nunca deixar o tecido descongelar. O pé foi transferido, ainda
congelado, para um tubo conico estéril de 50 mL com o auxilio de uma espatula flamejada ¢
arrefecida em azoto liquido. Deixou-se evaporar o azoto liquido € estimou-se 0 volume ocu-
pado pelo po, adicionando-se entdo dois volumes equivalentes de tampdo de extrac¢do (TLE
+ SDS - apéndice) e dois volumes de fenol (pH=8,0 — (173)). A mistura foi homogeneizada
violentamente com o auxilio de um vortex e foi a incubar durante 20 minutos num banho-
maria a 50 °C com agita¢do moderada. Centrifugou-se a velocidade maxima durante 20 minu-
tos numa centrifuga SIGMA 302 e transferiu-se 0 maximo possivel da fase superior para um
tubo conico de 15 mL estéril € mergulhado em gelo. Estimou-se o volume de fase aquosa re-
cuperada ¢ aplicou-se igual volume de fenol (pH=8,0), recorrendo-se ao vortex para misturar
as fases. Centrifugou-se durante 10 minutos nas mesmas condi¢cdes e aproveitou-se a fase
aquosa para um novo tubo conico de 15 mL estéril e mergulhado em gelo. Ap6s estimativa do
volume transferido adicionou-se igual volume de cloroférmio para remover vestigios de fenol,
que poderiam interferir com os passos seguintes de precipitagdo dos 4cidos nucleicos, € mistu-
rou-se no vortex. Apos centrifugacio nas mesmas condigdes, a fase aquosa foi transferida
para tubos corex estéreis e merguthados em gelo. Recorrendo a uma pipeta de vidro estéril,
determinou-se o volume de sobrenadante recolhido e adicionou-se 1/3 desse volume de Ace-
tato de Sodio 3 M, pH=5,2, e um volume igual de etanol absoluto frio (20 °C). Esta mistura
foi incubada durante a noite a —20 °C ou durante 1 hora a —80 °C. Os 4cidos nucleicos foram
precipitados por centrifugagio a 31000 xg durante 30 minutos a 4 °C. O sedimento obtido foi
lavado com etanol 70% arrefecido (20 °C) e a centrifuga¢fo repetida nas mesmas condigdes
durante 15 minutos. Sem deixar secar ressuspendeu-se o sedimento em 250 a 500 pL de dgua
destilada e desionizada estéril e transferiu-se para um tubo de 1,5 mL estéril mergulhado em
gelo. Para precipitar o0 RNA adicionou-se 1/3 do volume de ressuspensdo de LiCl 8 M para
uma concentragdo final de 2 M e incubou-se durante a noite a 4 °C (preferencialmente) ou em
gelo a —20 °C durante 3 horas e centrifugou-se durante 30 minutos a velocidade méaxima a
4°C. O sedimento obtido foi ressuspenso em agua (até 150 uL. maximo) e adicionou-se 1/10

do volume de NaCl 5 M e dois volumes de etanol absoluto frio (—20 °C). Incubou-se durante a
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noite a —20 °C ou a —80 °C durante 1 hora. O RNA foi precipitado por centrifugagéo a veloci-
dade maxima a 4 °C durante 30 minutos. O sedimento obtido foi lavado com etanol 70% arre-
fecido (=20 °C) com agitacdes suaves do tubo e a centrifugagdo repetida nas mesmas condi-
¢bes durante 15 minutos. O etanol foi eliminado por decantagio e os tubos foram centrifuga-
dos brevemente para recolher no fundo o etanol nfio eliminado, sendo eliminado agora por
aspiragdo com uma pipeta. Os tubos foram colocados destapados em gelo durante uns instan-
tes para secar o sedimento, o qual foi ressuspenso num volume inicial de 50 uL de agua desti-
lada e desionizada estéril com o auxilio do vortex. Foram adicionados incrementos de 10 uL
de 4gua até ter sido obtida a completa dissolugdo do sedimento. Fizeram-se diluigdes de 1:250
em 4gua e determinou-se a concentragdo do RNA. O RNA foi guardado a —80 °C até a sua
utilizagdo.
_ Foram utilizados “kits” para extrair o RNA total dos diferentes 6rgdos de batateira. Para
extrair o RNA total com o “kit” “RNeasy Plant Mini kit” (QIAGEN — Alemanha) transferi-
ram-se até 100 mg de tecido em pd para um tubo de 1,5 mL estéril pré-arrefecido em azoto
liquido e adicionaram-se 450 puL de tampdo RLT (contendo 10 uL de -mercaptoetanol por
mL e adicionado na altura de utilizagio) e misturou-se com o auxilio do vortex. O lisado foi
aplicado a uma coluna QIAshreder, por sua vez colocada num tubo colector, e centrifugou-se
durante 2 minutos a velocidade maxima. O filtrado foi transferido para um novo tubo de 1,5
mL estéril tendo o cuidado de ndo perturbar o sedimento formado no fundo do tubo colector.
Adicionou-se 1/2 volume de etanol absoluto e misturou-se por pipetagem. Esta solugdo foi
transferida para uma coluna RNeasy colocada num tubo colector novo. Centrifugou-se duran-
te 15 segundos a mais de 8000 xg;, eliminou-se o filtrado e readaptou-se a coluna ao tubo co-
lector. Pipetaram-se 700 uL de tampdo RW1 e repetiu-se a centrifugagdo, eliminando-se o
tubo colector e o filtrado. A coluna RNeasy foi transferida para um novo tubo colector e pipe-
taram-se 500 uL de tampdo RPE; repetiu-se a centrifugagéo e eliminou-se o filtrado. Fez-se
nova lavagem com tampao RPE e centrifugou-se novamente durante 2 minutos a velocidade
maxima. Apos ter sido eliminado o filtrado, e para secar a membrana, repetiu-se a centrifuga-
¢do durante 1 minuto e eliminou-se o tubo colector com o filtrado. Colocou-se a coluna RNe-
asy num tubo de 1,5 mL e pipetaram-se 50 uL de 4gua destilada e desionizada estéril directa-
mente sobre a membrana da coluna. Incubou-se a temperatura ambiente durante 10 minutos €
centrifugou-se durante 1 minuto a, pelo menos, 8000 xg. Colocou-se o conjunto (tubo e colu-
na) em gelo e adicionaram-se 50 uL de 4gua destilada e desionizada estéril directamente sobre
a membrana da coluna. Repetiu-se a centrifugacdo e eliminou-se a coluna. Adicionou-se 1/10
do volume de NaCl 5 M e dois volumes de etanol absoluto frio (-20 °C) e incubou-se durante
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a noite a —20 °C ou a —80 °C durante 1 hora. O RNA foi precipitado por centrifugacio a velo-
cidade maxima a 4 °C durante 30 minutos. O sedimento obtido foi lavado com etanol 70%
arrefecido (20 °C) com agitagdes suaves do tubo e a centrifugagio repetida nas mesmas con-
digdes durante 15 minutos. O etanol foi eliminado por decantagéo € os tubos foram centrifu-
gados brevemente para recolher no fundo o etanol ndo eliminado, sendo eliminado entdo por
aspiragio com uma pipeta. Os tubos foram colocados destapados em gelo durante uns instan-
tes para secar o sedimento, o qual foi ressuspenso num volume inicial de 20 pL com o auxilio
de um vortex. Quando necessario foi adicionada agua destilada e desionizada estéril em in-
crementos de 5 uL até obter completa dissolugo. Procedeu-se a uma diluigdo 1:250 para
quantificar o RNA e guardou-se o tubo com o RNA total a 80 °C at€ a sua utilizac3o.

Para extrair o RNA total dos diferentes drgdos de batateira com o “kit” “Invisorb Plant-
RNA Mini Kit” (Invitek — Alemanha) transferiram-se 100 mg de tecido vegetal congelado e
em po para um tubo de 1,5 mL estéril pré-arrefecido em azoto liquido € adicionaram-se 450
pL de tampdo de lise RP (previamente invertido varias vezes para eliminar possiveis precipi-
tados presentes no frasco) e misturou-se com o auxilio do vortex durante 1 minuto. O lisado
foi incubado 4 temperatura ambiente durante 2 minutos e posteriormente aplicado a uma co-
luna “DNA-binding”, por sua vez colocada num tubo colector, e incubou-se durante 1 minuto,
centrifugando-se depois durante 2 minutos a 10000 rpm numa centrifuga "eppendorf centrifu-
ge 5411". O filtrado foi transferido para um novo tubo de 1,5 mL estéril tendo o cuidado de
ndo perturbar o sedimento formado no fundo do tubo colector. Adicionou-se 1/2 volume de
etanol absoluto, misturou-se por pipetagem e incubou-se a temperatura ambiente durante 2 a 3
minutos. Esta solugao foi transferida para uma coluna “RNA-binding” colocada num tubo co-
lector novo. Incubou-se durante 1 minuto e centrifugou-se durante 30 segundos a 10000 rpm;
eliminou-se o filtrado e readaptou-se a coluna ao tubo colector. Pipetaram-se 600 pL de tam-
pdo R1 para lavar a coluna; repetiu-se a centrifugagfo e eliminou-se o filtrado. Repetiu-se a
lavagem pipetando 500 pL de tampdo R2 e centrifugou-se novamente. Repetiu-se este passo.
Ap0s ter sido eliminado o filtrado da Gltima lavagem centrifugou-se durante 2 minutos a pelo
menos 12000 rpm e eliminou-se o tubo colector com o filtrado. Colocou-se a coluna “RNA-
binding” num tubo de eluigdo e pipetaram-se 60 puL de tampéo de elui¢do R directamente so-
bre a membrana da coluna. Incubou-se a temperatura ambiente durante 2 minutos e centrifu-
gou-se durante 1 minuto a 10000 rpm. Colocou-se o conjunto (tubo e coluna) em gelo, adici-
onaram-se 60 pL de tamp3o de eluigdo R directamente sobre a membrana da coluna e repetiu-
se a centrifugagdo. Eliminou-se a coluna e adicionou-se 1/10 do volume de NaCl 5 M e dois

volumes de etanol absoluto frio (=20 °C) e incubou-se durante a noite a —20 °C ou a —80 °C
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durante 1 hora. O RNA foi precipitado por centrifugagio a velocidade méaxima a 4 °C durante
30 minutos. O sedimento obtido foi lavado com etanol 70% arrefecido (20 °C) com agita-
¢oes suaves do tubo e a centrifugacdo repetida nas mesmas condi¢des durante 15 minutos. O
etanol foi eliminado por decantagdo € os tubos foram centrifugados brevemente para recolher
no fundo o etanol ndo eliminado, sendo eliminado entfio por aspiragdo com uma pipeta. Os
tubos foram colocados destapados em gelo durante uns instantes para secar o sedimento, o
qual foi ressuspenso num volume inicial de 20 pL com o auxilio de uma vortex. Quando ne-
cessario foi adicionada agua destilada e desionizada estéril em incrementos de 5 uL até obter
completa dissolugdo. Procedeu-se a uma dilui¢do 1:250 para quantificar o RNA e guardou-se
o tubo com 0 RNA total a —80 °C até a sua utilizagdo.

O isolamento de mRNA foi feito com o “kit” “PolyATtract mRNA isolation system
- IV?, utilizando como material de partida o RNA total isolado. Num tubo de 1,5 mL estéril
adicionou-se 0,1 a 1 mg de RNA total num volume final de 500 pL e incubou-se a 65 °C du-
rante 10 minutos. Adicionaram-se 3 uL de sonda oligo-dT biotinilada e 13 pL de SSC 20x.
Misturou-se suavemente e incubou-se a temperatura ambiente até a mistura arrefecer. Ressus-
penderam-se as particulas paramagnéticas com estreptavidina até dispersdo completa e proce-
deu-se 4 sua captura com um suporte magnético. Quando as particulas se encontravam todas
de um lado do tubo eliminou-se o sobrenadante com o auxilio de uma pipeta. Lavou-se 3 ve-
zes com 300 uL de SSC 0,5x, capturando-as com o suporte magnético entre as lavagens. No
final foram ressuspensas em 100 puL de SSC 0,5x. O conteudo da reacgdo do mRNA com a
sonda biotinilada foi aplicado por completo as particulas e incubou-se a temperatura ambiente
durante 10 minutos. As particulas magnéticas foram capturadas com o suporte magnético € o
sobrenadante removido. As particulas foram lavadas 4 vezes com 300 uL de SSC 0,1x. No
final da ultima lavagem removeu-se 0 maximo possivel de sobrenadante e ressuspendeu-se
em 100 pL de agua destilada e desionizada estéril. As particulas magnéticas foram capturadas
com o suporte € a solugdo com mRNA transferida para um tubo de 1,5 mL estéril ¢ conserva-
da em gelo. Repetiu-se a eluigdo com 150 pL de agua. Centrifugou-se o volume final a 10000
xg durante 5 minutos a 4 °C para eliminar possiveis contaminagées com particulas magnéticas
e 0 RNA foi transferido para um novo tubo. Procedeu-se & sua quantificagdo espectrofotomé-

trica.
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QUANTIFICACAO DOS ACIDOS NUCLEICOS

Foram utilizados duas abordagens para determinar a quantidade de um determinado 4ci-
do nucleico presente numa preparagdo. Um desses métodos baseou-se determinagio espectro-
fotométrica da quantidade de radiago ultravioleta absorvida pelos 4cidos nucleicos existentes
numa solugdo. Para tal fizeram-se leituras nos comprimentos de onda 260 nm e 280 nm. A
leitura a 260 nm permitiu calcular a concentragio do acido nucleico na amostra devido ao fac-
to de ser sabido que o valor 1,0 de densidade dptica corresponde a 50 pg/mL de DNA de ca-
deia dupla e a 40 ug/mL de RNA (de cadeia simples). A razdo entre as leituras a 260 nm ¢ a
280 nm fornece uma estimativa da pureza da amostra. As preparagdes puras de DNA apresen-
tam uma razdo perto do valor 1,8 e as de RNA perto de 2,0. Se houver contaminagdes por
~ proteinas ou fenol, o valor obtido para esta raz3o sera significativamente menor.

Quando é esperado possuir uma elevada contaminagido da amostra torna-se pouco fidvel
o valor obtido por espectrofotometria, sendo preferivel fazer a determinagdo da quantidade de
acido nucleico por estimativa da intensidade de fluorescéncia emitida pelo brometo de etideo.
Devido ao facto de haver uma proporgio entre a quantidade de fluorescéncia emitida pelo
brometo de etideo, induzida pela luz ultravioleta, e a massa total do DNA, torna-se possivel
determinar o rendimento da amostra comparando a sua fluorescéncia com a fluorescéncia
emitida por padrdes conhecidos (173).

Para determinar o rendimento das preparagdes de DNA e de RNA através da espectrofo-
tometria procedeu-se a execugdo de uma ou mais dilui¢des (1:50 a 1:500) num volume final
de 1 mL, em agua destilada e desionizada estéril. Utilizando a mesma 4gua como branco, pro-
cedeu-se a leitura das diluigdes a 260 nm e a 280 nm e estimou-se a concentragio do acido
nucleico em pg/ul. A determinagfio da concentrag@o de amostras de DNA através da fluores-
céncia emitida pelo brometo de etideo por ac¢do da luz ultravioleta foi feita em mini-gel de
agarose a 0,8% (p/v), contendo 1pg de brometo de etideo por mL de gel. Aplicou-se um vo-
lume conhecido da amostra num pogo; nos pogos adjacentes aplicaram-se volumes conheci-
dos de padrdes de tamanho molecular cuja concentragéio também era conhecida e submeteu-se
a separagdo electroforética, utilizando TAE 1x como tamp#o de corrida. Apds separagio das
diferentes bandas, analisou-se o gel a luz ultravioleta e compararam-se as intensidades das
bandas da amostra com as de cada padrdo. Estimou-se a massa de DNA presente na banda do
padrdo cuja fluorescéncia era mais proxima da amostra e atribuiu-se a banda da amostra essa

massa. Estimou-se a concentragdo do DNA em pg/uL.
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Apbs a quantificagdo do RNA total, as diluigdes foram ainda utilizadas para testar a in-
tegridade do RNA. Carregaram-se 200 ng de RNA total, utilizando no tamp@o de amostra xi-
lenocianol como corante em vez de azul de bromofenol (ver apéndice), num mini-gel (8 x 10
cm) de agarose 0,8% (p/v) e aplicou-se uma voltagem constante de 90 V até a frente do azul
ter migrado cerca de 1 cm dos pogos. A corrida foi feita numa unidade Horizon® 58 (Life Te-
chnologies, EUA), utilizando TAE 1x como tampdo de corrida. O gel foi visualizado com luz

ultravioleta € a imagem capturada e analisada com a aplicag@o “Kodak Digital Science 1D”.

DIGESTAO DE DNA GENOMICO PARA “SOUTHERN BLOTTING”

Foram executados varios ensaios de digestdo de DNA gendmico utilizando varias enzi-
mas. Em cada ensaio digeriu-se 5 a 20 pg de DNA, os quais foram submetidos a digestdo
simples com as enzimas de interesse. Para tal, num tubo de 1,5 mL estéril adicionou-se o
DNA, o tampéo correspondente 4 enzima e agua para um volume final de 30 L, tendo em
consideragio o volume de enzima de restrigdo a pipetar. O volume a pipetar de enzima foi di-
vidido em trés partes, aplicando-se a segunda parte 15 minutos apos o inicio da digestdo; a
terceira parte foi aplicada 1 a 2 horas ap6s a segunda aplicagdo. As digestdes ocorreram du-
rante a noite em banho-maria a temperatura recomendada para a enzima utilizada. A estraté-
gia de aplicagdo por partes da enzima de restri¢do e o aumento do volume final de reac¢do

para 30 pL tiveram por objectivo assegurar uma dispersdo homogénea do DNA a ser digerido.

CORRIDA DOS PRODUTOS RESULTANTES DA DIGESTAO DE DNA GE-
NOMICO PARA “SOUTHERN BLOTTING”

A eficiéncia da restri¢fio enzimatica foi testada correndo uma aliquota de 1 a 2 pL dos
produtos de digestio num mini-gel de agarose 0,8% (p/v) (8 x 10 cm) (Horizon® 58 Life Te-
chnologies, EUA) a 50 V, usando como tampéo de corrida TAE 1x e contendo 1 ug de bro-
meto de etideo por mL de gel. Se as restrigdes nfo estavam completas adicionava-se mais en-
zima de restrigdo e incubava-se 4 temperatura recomendada durante mais 1 hora. No final das
restrigdes as enzimas de restrigdo foram inactivadas de acordo com as instrugdes do fabricante

e os tubos colocados em gelo.
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Os produtos de restrigdo foram separados por electroforese em suporte de agarose
(0,8%) com 11 x 14 cm de dimensdes, contendo ou ndo 1 pg de brometo de etideo por mL de
gel. As amostras foram carregadas lentamente no gel para evitar que os fragmentos de maior
tamanho sofressem danos. A corrida foi feita durante a noite entre 27 a 30 V ou durante o dia
entre 45 a 55 V até a frente da corrida ter migrado 2/3 do comprimento do gel. Apos a sua
terminag@o a qualidade da separago foi visualizada num transiluminador de luz ultravioleta e
a imagem do gel foi adquirida com uma cémara digital “Kodak Digital Science 1 D”. Foi de-
calcado um esbogo do gel numa folha de plastico transparente, tendo especial cuidado de
marcar as diferentes bandas correspondentes aos padrdes de tamanho molecular usados na
corrida, para futura identificagfio das bandas resultantes do reconhecimento da sonda utiliza-

da. Procedeu-se a transferéncia dos acidos nucleicos para um suporte de nylon.

TRANSFERENCIA DOS ACIDOS NUCLEICOS SEPARADOS POR “SOUTH-
ERN BLOTTING”

Incubou-se o gel em tampdo de transferéncia alcalino (NaCl 1,5 M; NaOH 0,25 M) du-
rante 30 minutos com agitagio suave. Este passo permitiu desnaturar 0 DNA. Cortou-se uma
membrana de nylon carregada positivamente (Hybond N* - Amersham Pharmacia Biotech,
EUA; Nylon membranes positively charged —- ROCHE — Alemanha) com as mesmas dimen-
sdes do gel e incubou-se no mesmo tampdo durante 10 minutos. Preparou-se a transferéncia
como indicado na figura I1.2, consistindo num reservatorio onde foi colocado o tampéo de
transferéncia alcalino e onde mergulhavam duas folhas de papel 3MM, que funcionaram
como ponte, permitindo o fluxo do tampdo de transferéncia até ao gel. Sobre estas folhas foi
colocado o gel, numa posigdo invertida (pogos virados para baixo) e de modo a néo haver
aprisionamento de bolhas de ar entre este e a ponte. Sobre o gel colocou-se uma membrana de
nylon, 3 folhas de papel 3 MM e uma pilha de papeis de filtro cortados as dimensdes aproxi-
madas do gel. Sobre os papeis colocou-se um vidro e um peso com aproximadamente 250 a
500 g. Permitiu-se que a transferéncia ocorresse durante a noite a temperatura ambiente. No
final da transferéncia removeram-se os papeis de cima da membrana e, com cuidado, marca-
ram-se as posigdes dos pogos na membrana com lapis. A membrana foi neutralizada em tam-
pio de neutralizagdo (Tris-HCI 0,5 M, pH=7,5; NaCl 1,5M e EDTA 10 mM) durante 30 mi-

nutos € os acidos nucleicos foram fixados & membrana de acordo com as instrugdes do fabri-
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cante. A pré-hibridagdo e a hibridagfo feita com sondas marcadas isotopicamente foi executa-

da como descrito no rastreio da biblioteca de cDNA.

peso
250 -500g

] placa de vidro

=% papeis de filtro

.............

pelicula s
aderente —»

placa de vidro tam/plo de reservatério
transferéncia

Figura I1.2: Ilustragdo esquematica da montagem da transferéncia capilar de acidos nu-
cleicos separados por electroforese em gel de agarose. (Adaptado de (21)).

“NORTHERN BLOTTING”

A técnica de “Northern blotting” permite a determinagdo do tamanho e da abundancia
relativa de moléculas de RNA especificas presentes em preparagdes de RNA total ou de
mRNA (poli-A). O RNA ¢ separado através de electroforese em gel de agarose em condi¢des
desnaturantes, transferido para uma membrana de nylon e hibridado com uma sonda marcada.
Podem ser usados varios agentes desnaturantes, tais como o glioxal e dimetilsulféxido ou o
formaldeido (173). Neste trabalho optou-se pelo uso de formaldeido como agente desnaturan-
te pelo facto da separagio em geles contendo glioxal e dimetilsulféxido ter que ser lenta e ne-
cessitar de circula¢do do tampido de electroforese para evitar a formagdo de um gradiente de
protdes durante a electroforese, enquanto que estes cuidados ndo sdo necessarios tomar nos
geles contendo formaldeido (173).

O material de electroforese utilizado foi tratado com uma solug@o contendo HO, 3% ou
com NaOH 0,4 M durante 10 minutos para eliminar a actividade das RNases existentes.

Para preparar o gel dissolveu-se 1 g de agarose em 72,5 mL de agua estéril por aqueci-
mento e arrefeceu-se em banho-maria a 55 — 65 °C. Apds atingida esta temperatura adicio-

nou-se 10x MOPS (apéndice) e 17,5 mL de formaldeido 37% (p/p). A mistura foi vertida no
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suporte e deixou-se o gel na hote, em local resguardado de correntes de ar, até polimerizar.
Colocou-se 0 gel na tina e cobriu-se com tampdo de electroforese MOPS 1x para permitir a
difusdo do formaldeido para o tampdo. Procedeu-se a preparagdo das amostras a separar por
electroforese.

Foram preparadas amostras contendo 10 a 15 ug de RNA num volume final de 6 pL em
tubos de 1,5 mL colocados em gelo, adicionou-se 12,5 uL de formamida, 4 pL de formaldei-
do e 2,5 uL de MOPS 10x. A mistura foi misturada com o auxilio do vortex e centrifugada
brevemente para recolher o contetido no fundo do tubo. Incubou-se durante 15 minutos a 55 —
65 °C para desnaturar o0 RNA; durante esta incubagdo fez-se a pré-corrida do gel 2 60 V. Os
tubos foram novamente colocados em gelo e adicionou-se 1/10 do volume de tarndo de
amostra de RNA (apéndice). Misturou-se com o auxilio do vortex e centrifugou-se brevemen-
~ te para recolher o contetido no fundo do tubo. Colocou-se em gelo até ser feita a aplicagéo das
amostras no gel.

A separagio electroforética foi feita na hote num gel de 10 x 10 cm (Stratagene, Reino
Unido). Aplicou-se uma voltagem de 60 V até o azul do tampdo ter migrado cerca de 1 cm
dos pogos, permitindo deste modo, a completa entrada da amostra no gel; aumentando-se de-
pois para 85 V. Permitiu-se que a separa¢do decorresse até o azul ter atingido 50 a 75% do
comprimento do gel. Procedeu-se ao tratamento do gel para transferéncia dos dcidos nucleicos
para membrana.

O RNA foi transferido para membrana de nylon carregada positivamente (Hybond N*-
Amersham Pharmacia Biotech, EUA; Nylon membranes positively charged — ROCHE -

Alemanha). Foram utilizadas duas metodologias para fazer a transferéncia do RNA:

Enquanto ocorria o fraccionamento electroforético, procedeu-se a pré-embebigdo da
membrana de nylon carregada positivamente (Hybond N* - Amersham Pharmacia Biotech,
EUA; Nylon membranes positively charged - ROCHE — Alemanha) e de 4 folhas de papel
Whatman 3MM cortadas as dimensdes do gel e de 2 folhas mais longas do mesmo papel em
tampéo de transferéncia alcalino (NaCl 3 M, NaOH 8 mM, Laurilsarcosinato de sodio 2 mM
(pH=12); ou NaOH 50 mM) preparado em agua destilada ¢ desionizada estéril. Preparou-se

uma pilha de folhas de papel de filtro com cerca de 5 cm de altura com uma area ligeiramente
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superior 4 do gel e cortaram-se mais 4 folhas de papel Whatman 3 MM com as mesmas di-
mensdes do gel.

Apbs ter terminado a electroforese, cortou-se o gel pelos pogos para evitar que durante a
transferéncia esta zona nfo funcionasse como atalho de passagem para o tampéo. Incubou-se
o gel em tampdo de transferéncia alcalino durante 10 minutos. A transferéncia foi montada
tendo sempre o cuidado de evitar o aprisionamento de bolhas de ar entre as vérias camadas
que a compunham (figura I1.3). Colocaram-se os 5 cm de folhas de papel de filtro secas e so-
bre estas as 4 folhas de papel 3 MM secas, seguindo-se 1 folha de papel 3 MM embebida em
tamp#o. Por cima desta folha foi colocada a membrana embebida, seguindo-se o gel e as res-
tantes 3 folhas de papel 3 MM. De seguida, colocaram-se as 2 folhas mais longas sobe as fo-
Ihas de papel 3 MM, tendo o cuidado de alinhar uma das extremidades com a pilha de papel
existente sobre o gel e de mergulhar a outra extremidade num recipiente contendo tampdo de
transferéncia alcalino; estas folhas funcionaram como ponte de transferéncia. Este recipiente
foi colocado numa altura superior & do gel. Sobre as 2 folhas que funcionaram como ponte
colocou-se uma placa de vidro, para aumentar o contacto entre as varias camadas que com-
pdem a transferéncia devido ao seu peso, ¢ uma folha de pelicula aderente para evitar a evapo-

ragdo do tampao(93, 138).

Ponte de papel
Placa de vidro Whatman 3 MM

suporte

Figura I1.3 — Ilustragdo esquemética da transferéncia alcalina de 4cidos nucleicos no
sentido descendente. (Adaptado de (21)).

A transferéncia decorreu durante 2,5 horas a temperatura ambiente. Devido as condi-
¢Bes alcalinas da transferéncia ocorre fixagdo do RNA as membranas de nylon carregadas po-
sitivamente, tornando fixa¢des adicionais desnecessarias. No final da transferéncia e com cui-
dado, marcaram-se as posi¢des dos pogos na membrana com lapis. Para remover possiveis
fragmentos de agarose e para a neutralizar a membrana incubou-se durante 1 a 2 minutos em
agua destilada e desionizada estéril. Procedeu-se a pré-hibridag@o ou secou-se a membrana em

local resguardado de correntes de ar até a sua utilizag8o.

90



Material e Métodos

Enquanto decorria a electroforese cortou-se a membrana de nylon carregada positiva-
mente (Hybond N* - Amersham Pharmacia Biotech, EUA; Nylon membranes positively char-
ged — ROCHE — Alemanha), 3 folhas de papel Whatman 3 MM e uma pilha de papeis de fil-
tro com cerca de 5 cm de altura com as dimensdes do gel. Cortaram-se duas folhas de papel
Whatman 3 MM com uma largura maior que as dimensoes do gel e mais compridas.

Terminada a electroforese incubou-se o gel em varias passagens, de aproximadamente
10 minutos cada, em agua destilada e desionizada estéril para eliminar o excesso de formalde-
ido. Incubou-se duas vezes em SSC 20x durante 15 minutos. Estes passos foram executados
sob agitag@o suave.

Durante os tratamentos do gel preparou-se a transferéncia de acordo com a figura 11.2.
Num recipiente colocou-se o tampéo de transferéncia (SSC 20x). Sobre o recipiente colocou-
se um vidro e as duas folhas de papel Whatman 3 MM compridas com as extremidades mer-
gulhadas no tampdo (ponte); permitiu-se a embebigio da ponte por capilaridade. Depois da
ultima passagem em SSC 20x, colocou-se o gel em posigdo invertida sobre a ponte tendo o
cuidado de ndo aprisionar bolhas de ar entre este e a ponte. Colocou-se uma folha de pelicula
aderente sobre o gel e, com uma lamina estéril, cortou-se a por¢do da pelicula aderente cor-
respondente ao gel, eliminando-a; deste modo provocou-se a transferéncia do tamp@o obriga-
toriamente pelo gel. Sobre o gel colocou-se a membrana sem aprisionar bothas de ar e sobre
esta as 3 folhas de papel Whatman 3 MM. Por fim colocou-se a pilha de papel de filtro, um
vidro e um peso compreendido entre 250 a 500 g. A transferéncia ocorreu durante a noite a
temperatura ambiente. No final da transferéncia e com cuidado, marcaram-se as posi¢des dos
pogos na membrana com lapis. Procedeu-se 4 fixagio dos 4cidos nucleicos @ membrana de
acordo com as instrucdes do fabricante. Para remover possiveis fragmentos de agarose incu-
bou-se durante 1 a 2 minutos em agua destilada e desionizada. Procedeu-se a pré-hibridagio

ou secou-se a membrana em local resguardado de correntes de ar até a sua utilizaggo.

DOT- BLOT DE RNA

Pré-embebeu-se a membrana de nylon carregada positivamente (“Hybond N™ - Amer-
sham Pharmacia Biotech, EUA; Nylon membranes positively charged” — ROCHE — Alema-

nha) em 4gua ¢ incubou-se em SSC 20x durante 1 hora a temperatura ambiente; na mesma
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solugiio embeberam-se duas folhas de papel Whatman 3 MM. Durante este tempo tratou-se 0
equipamento a utilizar com uma solugfo de NaOH 0,4 M e lavou-se bem com agua destilada
e desionizada estéril.

Montou-s¢ o equipamento (SRC 96 D Minifold I Dot Blotter, Schieicher & Schuell,
Alemanha) e colocaram-se as folhas de papel 3 MM e sobre estas a membrana evitando apri-
sionar bolhas de ar. Colocou-se a estrutura superior e fechou-se bem.

Aplicaram-se 1000 pL de SSC 10x em cada ranhura e aplicou-se suc¢fo suave até que
toda a solugio passasse pela membrana. Desligou-se o vacuo e encheram-se de novo as ranhu-
ras com SSC 10x. O RNA total (5 a 10 pg) foi dissolvido num volume final de 10 pL num
tubo de 1,5 mL estéril e adicionou-se 20 puL de formamida, 7 uL de formaldeido 37% e 2 pL
de SSC 20x (formamida 50%, formaldeido 7% e SSC 1x). A mistura foi incubada a 68 °C du-
rante 15 minutos e conservada em gelo. Adicionaram-se 2 volumes de SSC 20x e centrifugou-
se brevemente para recolher a solugo; conservou-se em gelo até aplicag@o das amostras.

Aplicou-se sucgdo suave até que a solugdo de SSC 10x das ranhuras passasse comple-
tamente pela membrana, desligando-se de seguida. Aplicaram-se as amostras nas ranhuras e
repetiu-se a sucgdo; depois das amostras terem passado pela membrana lavou-se a ranhura
duas vezes com 0,5 mL de SSC 10x. Apds a segunda lavagem prolongou-se a sucglo durante
5 minutos para secar a membrana. Procedeu-se a fixagdo dos 4cidos nucleicos de acordo com

as instrugdes do fabricante e 4 detecgio dos mRNAs com sonda marcada.

MARCACAO DE SONDAS NAO ISOTOPICAS PELA INCORPORACAO DE
NUCLEOTIDOS MARCADOS COM DIGOXIGENINA

Os protocolos de marcagdo de acidos nucleicos com digoxigenina e a sua subsequente
detecgdo sdo baseados em métodos bem estabelecidos. A marcagdo das sondas a usar € feita
de acordo com os métodos enzimaticos utilizados na marcagdo de sondas radioactivas. De
modo semelhante, a hibridagio com as sondas marcadas com digoxigenina também ¢ feita
com base nas técnicas mais correntemente utilizadas, com a excepgio de ser necessario utili-
zar um reagente de bloqueio para diminuir o ruido de fundo. O sinal resultante da hibridagéo
da sonda com os acidos nucleicos ¢ detectado de um modo semelhante aos procedimentos uti-
lizados nos “Western blottings”. Para tal é utilizado um anticorpo conjugado a fosfatase alca-
lina que reconhece a digoxigenina e consequentemente a sonda que se ligou aos acidos nu-

cleicos a serem detectados. O sinal ¢ visualizado utilizando substratos colorimétricos ou qui-
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mioluminiscentes da fosfatase alcalina; se for utilizado um substrato colorimétrico o sinal ¢
directamente detectado na membrana; 0 uso de um substrato quimioluminiscente (como o

CSPD®) permite produzir um sinal de luz o qual pode ser detectado num filme de raios-X

(13).

A) Preparacio do DNA a ser usado como molde na reacco de marcacio

Foi necessario proceder a preparagdo de DNA a ser usado como molde para a sintese
das sondas marcadas com DIG-11-dUTP. Esta preparagfio consistiu numa amplificagdo dos
cDNAs clonados nos vectores fagicos utilizando um oligonucleétido iniciador do vector fagi-
co que emparelha a 3> do cDNA. O iniciador a utilizar a 5° dependeu do objectivo pretendido
para as sondas: no caso da marcagdo das sondas de DNA de cadeia dupla (usadas como son-
das homologas e conservadas) utilizou-se o iniciador do vector fagico que emparelha a 5° do
¢DNA; no caso das sondas de DNA de cadeia simples e de cadeia dupla, que foram utilizadas
como sondas homologas especificas, utilizou-se um oligonucleétido iniciador que emparelha
um pouco antes da regifio conservada IV (designado GSF6 — 5°-CTG GAA AGC ACG AAA
CAG C-3°) ¢ que, nos clones citosolicos (T5F8.1A e C1A1A), permite obter um amplificado
de = 500 bp, sendo este tamanho aproximado de 550 bp no caso do clone plastidial (14A1.2).

Estas reac¢des foram feitas num volume final de 50 uL, em tubos de 200 pL, de acordo com a

seguinte tabela:
Reagente Volume (uL) Concentracao final
H,0 38,25 -
Tampédo 10x * 5 1x
MgCl, 50 mM 1,5 1,5 mM
dNTPs 10 mM ** 1 0,2 mM
A5’ ou GSF6 (20 uM) 1 0,4 uM
A3’ (20 uM) 1 0,4 uM
DNA (lisado de fago) 2 --
Taq DNA polimerase * 0,25 1,5 U/reaccéo

* . GibcoBRL Life Technologies, EUA; ** - Amersham Pharmacia Biotech, EUA

A adicdo da enzima foi feita de acordo com a descrigdo do método “Hot-start”, tendo
sido adicionada depois do primeiro passo de desnaturagfo, apds ter ocorrido pausa no pro-
grama & temperatura de 80 °C. As reacgdes decorreram num aparelho "Perkin Elmer Gene-
Amp PCR System 2400 — Perkin Elmer, EUA", segundo os seguintes programas: quando

usado(s) o(s) iniciador(es) especifico(s) do vector fagico Agtl1 desnaturou-se 0 DNA durante
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3’ 2 94°C, seguidos de 35 ciclos de: desnaturagio — 94 °C, 30 segundos, emparelhamento — 60
°C, 1 minuto, extensio — 72 °C, 2 minutos; a extensdo final foi feita a 72 °C durante 5 minu-
tos; nas reacgdes feitas com o(s) iniciador(es) especifico(s) do vector fagico AZAPII desnatu-
rou-se 0 DNA durante 3 minutos a 94°C, seguido de 35 ciclos de: desnaturagido — 94 °C, 30
segundos, emparelhamento ¢ extensdo — 68 °C, 3 minutos, a extensdo final durou 3 minutos a
68 °C; os tubos foram conservados a 4 °C até processados. '

Carregou-se o volume total da reac¢do num gel de agarose 0,8% (p/v), contendo 0,5 uL
de brometo de etideo (10 mg/mL) em 25 mL de gel, e procedeu-se a separagdo electroforética
numa unidade submarina Horizon® 58 (Life Technologies, EUA) a 70 V e em TAE 1x até que
a frente (corante azul) migrasse 2/3 do comprimento do gel. No final da corrida visualizou-se
o gel 4 luz ultravioleta e excisou-se a banda de interesse com uma ldmina de bisturi estéril
para um tubo de 1,5 mL para posterior isolamento ¢ purificagdo do DNA, como descrito ante-
riormente.

O DNA purificado foi quantificado em gel de agarose ou espectrofotometricamente e

procedeu-se a sua dilui¢do para originar uma solugdo contendo 4 ng/uL. de DNA molde.

B) Marcacdo de sondas de DNA de cadeia dupla por incorporacio de digoxigenina-11-
dUTP por PCR

A digoxigenina-11-dUTP (DIG-11-dUTP) pode ser incorporada pela Taq DNA polime-
rase durante as reacgdes de polimerase em cadeia (PCR), conduzindo a produgdo de sondas
sensiveis e altamente marcadas.

Foi utilizado o “kit” “PCR DIG Probe Synthesis Kit” (ROCHE, Alemanha), o qual pos-
sui uma mistura de nucledtidos na qual existe uma relagdo 1:2 de DIG-11-dUTP:dTTP. Esta
razdio pode ser utilizada para produzir sondas com elevada incorporagdo de DIG-11-dUTP e
com taxas de incorporagdo errada de nucledtidos muito reduzidas. As sondas originadas po-
dem ser usadas numa variedade de procedimentos laboratoriais de detec¢do de 4dcidos nuclei-
cos imobilizados em filtros. O “kit” permite a sintese de sondas eficientemente marcadas pela
incorporagio de DIG-11-dUTP resultante da actividade da mistura de enzimas “Expand ™
High Fidelity” a qual permite um rendimento € uma exactiddo maximos.

A marcagéo de sondas de DNA em cadeia dupla foi feita com os oligonucledtidos inici-
adores indicados na secgfio anterior. Aparte dos oligonucledtidos iniciadores, da agua e do
DNA molde, todos os restantes reagentes foram providenciados pelo “kit”. As reac¢des de-
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senrolaram-se num aparetho "Perkin Elmer GeneAmp PCR System 2400 — Perkin Elmer,
EUA". Os volumes utilizados de cada reagente (para um volume final de 50 pL) estfio descri-

tos na seguinte tabela:

Reagentes Volume (uL.) | Concentracao final
H,O 29,25 -
Tampédo 10x conc. 5 1x
PCR DIG mix. 5 200 uM dNTP
Iniciador A5’ ou GSF6 (20 uM) 2,5 0,5 uM
Iniciador A3’ (20 uM) 2,5 0,5 uM
Enzima 0,75 2,6 U/reacgado
DNA molde (4 ng/uL) 5 0,4 ng/uL

O programa de PCR utilizado dependeu dos vectores onde os cDNAs estavam clonados
¢ das diferengas das temperaturas de emparelhamento dos iniciadores especificos. Os progra-
mas utilizados sdo os descritos em A), com a excepgdo de se ter executado 45 ciclos em vez
de 35.

No final da reac¢iio foram analisados 5 uL em mini-gel de agarose 0,8% (p/v) contendo
0,5 uL de brometo de etideo (10 mg/mL) num volume final de 25 mL. A separag@o electrofo-
rética foi feita a 80 V em tampdo TAE 1x durante aproximadamente uma hora. Os geles fo-
ram analisados a luz ultravioleta e a imagem capturada com o sistema “Kodak Digital Science
1D”. A eficiéncia da marcagio foi averiguada comparando a migragdo dos fragmentos resul-
tantes da reac¢fio da marcagdo com a migrag@o de fragmentos resultantes do mesmo tipo de
reacgido sem a presen¢a de DIG-11-dUTP, a migragdo dos fragmentos marcados € mais lenta
devido & presenga destes nucle6tidos, cuja massa ¢ maior do que a dos nucleétidos néo altera-
dos.

As reacgdes onde ocorreu marcagiio foram utilizadas para fazer a purificagdo dos produ-
tos de PCR com LiCl: adicionou-se 1/10 do volume da reaccdo de LiCl 4 M e 2,5 a 3 volumes
de etanol arrefecido (=20 °C). Misturou-se bem e incubou-se a —70 °C durante 30 minutos ou
a —20 °C durante a noite. Centrifugou-se a 13000 xg durante 15 minutos e eliminou-se o eta-
nol. O sedimento foi lavado com etanol a 70%; repetin-se a centrifugago durante 5 minutos e
eliminou-se o etanol. Depois de seco, o sedimento foi ressuspendido em 50 uL de dgua desti-
lada e desionizada estéril e quantificado em gel da agarose como descrito anteriormente. Ndo
foram determinadas as concentragdes por espectrofotometria porque a presenga de digoxige-

nina interfere com as leituras a 260 nm.
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C) Marcacfio de sondas de DNA de cadeia simples por incorporacdo de digoxigenina-
11-dUTP por PCR assimétrico

A geragdo de sondas que correspondem a regioes de baixa homologia nucleotidica, sem
haver dependéncia de locais de restrigdo, pode ser levada a cabo pelo uso de oligonucleétidos
iniciadores que flanqueiam estas regides, seguido de PCR unidireccional para sintetizar son-
das de DNA de cadeia simples marcadas com digoxigenina na orientagdo “sense” € “anti-
sense” (75).

Tendo por base esta observagio procedeu-se & preparagéo do DNA molde fazendo uma
reacgio de PCR bidireccional de modo a gerar moléculas molde de elevada pureza correspon-
dentes a sequéncias tnicas dos cDNAs em estudo, utilizando o iniciador GSF6, como referido
em A). A abordagem utilizada permitiu elaborar sondas especificas para cada clone pelo facto
de se utilizar como DNA molde na reac¢do de marcag@o a porgdo relativa & extremidade 3’
nfo traduzida, na qual a homologia entre os diferentes cDNAs em estudo revelou ser mais
baixa. Nas reac¢des de PCR unidireccional utilizou-se apenas o oligonucledétido iniciador A3’
(especifico para o fago onde os cDNAs se encontravam clonados de origem) por se saber que
a cadeia resultante da extens@io deste iniciador ¢ a complementar a cadeia codificante, funcio-
nando como sonda “anti-sense”.

Foi utilizado o “kit” “PCR DIG Probe Synthesis Kit” (ROCHE, Alemanha). Aparte dos
oligonucledtidos iniciadores, da agua ¢ do DNA molde, todos os restantes reagentes foram
providenciados pelo “kit”. As reac¢des desenrolaram-se num aparetho "Perkin Elmer Gene-
Amp PCR System 2400 — Perkin Elmer, EUA". Os volumes utilizados de cada reagente (para

um volume final de 50 uL) estdo descritos na seguinte tabela:

Reagentes Volume (uL) | Concentracgio final
H,0 31,75 --
Tampdo 10x conc. 5 1x
PCR DIG mix. 5 200 uM dNTP
Iniciador A3° (20 pM) 2,5 0,5 uM
Enzima 0,75 2,6 U/reaccdo
DNA molde (4 ng/pL) 5 0,4 ng/ul

O programa de PCR utilizado dependeu dos vectores onde os cDNAs estavam clonados
face as diferengas das temperaturas de emparelhamento dos iniciadores especificos. Os pro-
gramas utilizados sdo os mesmos como descrito em A), com a excepedo de se ter executado

45 ciclos, ao invés de 35.
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No final da reacgfio foram analisados 5 pl. em mini-gel de agarose 0,8% (p/v) contendo
0,5 pL de brometo de etideo (10 mg/mL) num volume final de 25 mL (Horizon® 58 — Life
Technologies, EUA). A separagdo electroforética foi feita a 80 V em tamp&o TAE 1x durante
aproximadamente uma hora. Os geles foram analisados a luz ultravioleta e a imagem captura-
da com o sistema “Kodak Digital Science 1D”. A eficiéncia da marcagdo foi averiguada com-
parando a migragdo dos fragmentos resultantes da reac¢do da marcagido com a migragio de
fragmentos resultantes do mesmo tipo de reac¢do sem a presenca de DIG-11-dUTP; a migra-
¢do dos fragmentos marcados é mais lenta devido & presenga destes nucledtidos, cuja massa €
maior do que a dos nucleotidos ndo alterados.

As reacgdes onde ocorreu marcagdo foram utilizadas para fazer a purificagio dos produ-
tos de PCR com LiCl: adicionou-se 1/10 do volume da reacgdo de LiCl 4 M e 2,5 a 3 volumes
de etanol arrefecido (—20 °C). Misturou-se bem e incubou-se a =70 °C durante 30 minutos ou
a —20 °C durante a noite. Centrifugou-se a 13000 xg durante 15 minutos e eliminou-se o eta-
nol. O sedimento foi lavado com etanol a 70%; repetiu-se a centrifugagfo durante 5 minutos €
eliminou-se o etanol. Depois de seco, o sedimento foi ressuspendido em 50 uL de agua desti-
lada e desionizada estéril e quantificado em gel da agarose como descrito anteriormente. Nao
foram determinadas as concentragdes por espectrofotometria porque a presenga de digoxige-

nina interfere com as leituras a 260 nm.

HIBRIDACAO DAS MEMBRANAS RESULTANTES DO “NORTHERN-BLOT-
TING” COM SONDAS MARCADAS COM *P-dCTP

Incubou-se a membrana em SSC 5x e colocou-se numa caixa de plastico com tampa.
Adicionou-se tampao de hibridagdo (formamida 50%, SSC 5x, Denhart’s 5x, fosfato de sodio
50 mM pH=6,5) tendo o cuidado de utilizar 40 mL por 100 cm’ de membrana. Adicionou-se
DNA de esperma de salmdo desnaturado por fervura para uma concentragdo final de 50
ng/mL de tampdo. Colocou-se num banho-maria ou num forno de hibridagao (Stuart Scienti-
fic — hybridisation oven SI20H, Reino Unido) a temperatura de 42 °C e pré-hibridou-se du-
rante pelo menos 4 horas com agitagdo constante. Para preparar 100 mL da solugdo de De-
nhart’s 50x fizeram-se 3 solugdes de 30 mL: uma com 1 g de Ficol, outra com 1 g de PVP
(P5288) e outra com 1 g de BSA (frac¢do V); as duas primeiras solugdes foram autoclavadas
¢ a terceira esterilizada por filtragdo (filtros 0,2 pm); depois de arrefecidas juntaram-se as 3
solugdes e completou-se o volume para 100 mL com agua destilada e desionizada estéril. A
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solugfo final foi aliquotada e conservada a —20 °C. Para preparar o DNA de esperma de sal-
mao dissolveram-se 100 mg em 7 a 8 mL de agua destilada e desionizada com o auxilio de
uma barra magnética; adicionou-se NaCl para uma concentrago final de 100 mM e comple-
tou-se o volume para 10 mL. A solugéo foi autoclavada tendo ocorrido fragmentagdo do DNA
durante este processo.

A hibridagao foi feita em 20 mlL (por 100 cm’ de membrana) pré-aquecidos a 42 °C
contendo 50% de formamida ¢ 6 mL da solugfo de sulfato de dextrano (SSC 5x; Denhart’s
2,5x; fosfato de sédio 50 mM pH=6,5 e sulfato de dextrano 10% (p/v)). Adicionou-se DNA
de esperma de salmio desnaturado por fervura para a concentragdo final de 50 pg/mL ¢ a
sonda igualmente desnaturada.

Hibridou-se durante a noite a 42 °C com agitagdo constante. Para fazer 40 mL da solu-
¢io de sulfato de dextrano pesaram-se 13,33 g de sulfato de dextrano para um matraz de 50
mL estéril, adicionaram-se 33,33 mL de SSC 20x e 2,66 mL de fosfato de sédio 1 M pH=6,5.
Aqueceu-se no microondas agitando-se de 10 em 10 segundos até o po ficar bem dissolvido
(surgem bolhas de ar aprisionadas na solugdo); adicionou-se 1,4 mL de Denhart’s 50x e mis-
turou-se bem; a solug¢do resultante foi conservada a 4 °C.

No final da hibridagio guardou-se a solu¢io contendo a sonda a —20 °C e procedeu-se
as lavagens com o objectivo de remover sonda ndo hibridada. Fez-se uma primeira lavagem
breve em SSC 2x; SDS 0,1% (p/v) para eliminar o excesso de solugdo de hibridago que ficou
em contacto com a membrana; repetiu-se a lavagem na mesma solugfo durante 30 minutos a
65 °C; substituiu-se por uma solugio de restringéncia maior (SSC 0,5x; SDS 0,1% (p/v)) e
repetiv-se a incubagao.

No final da segunda lavagem monitorou-se a emissdo de radioactividade com um con-
tador (Series 900 mini-monitor, Reino Unido); dependendo do sinal lido fez-se uma terceira
lavagem em SSC 0,1x; SDS 0,1% (p/v), com monitorizagdes frequentes. No final das lava-
gens escorreu-se o excesso de solugio e colocou-se a membrana entre duas folhas de pelicula

aderente e impressionou-se um filme de raios-X (Agfa) a —70 °C durante 1 a 2 semanas.

HIBRIDACAO DAS MEMBRANAS RESULTANTES DAS TRANSF ERENCIAS
DOS ACIDOS NUCLEICOS COM SONDAS MARCADAS COM DIG-11-dUTP

Antes de proceder a hibridagio foi necessario optimizar a quantidade de sonda que de-

veria ser usada de modo a obter uma boa relagdo sinal detectado / ruido de fundo, como re-

98



Material e Métodos

comendado pelo fabricante. Esta optimizagdo, designada de “mock hybridization” foi feita
incubando tiras de membrana (com ou sem DNA associado) com concentragoes diferentes de
sonda na solu¢éio de hibridagio e subsequente detecgdo. A maior concentragdo que originou
um ruido de fundo aceitavel foi a utilizada na hibridago (13). No entanto, na maioria das ve-
zes em que a técnica foi executada, foi obtido muito ruido de fundo, por mais baixa que fosse
a concentragio de sonda utilizada. Por esta razio procedeu-se & optimizago do procedimento,
recorrendo a varios protocolos descritos por outros autores que utilizaram o mesmo tipo de
sondas. Foram introduzidas algumas alteragbes ao procedimento inicial, tais como: o uso de
leite em p6é magro em vez do reagente de bloqueio recomendado e o prolongamento do tempo
de pré-hibridagfo para uma noite (151); eliminagfo da fixa¢io dos 4cidos nucleicos as mem-
branas utilizadas por incubagio a elevadas temperaturas, recorrendo apenas a fixagdo alcalina
ou pela radia¢do ultravioleta e utilizando solugdes de hibridagdo pré-aquecidas a temperatura
de hibridagdo utilizada, pré-embebendo a membrana em SSC com a mesma forga idnica que a
presente na solugdo de hibridagdo e utilizando pelo menos 125 uL de solucio de hibndagio
por cada cm’ de membrana (131).

Dependendo do tipo de sonda (conservada ou especifica) foram utilizadas diferentes
temperaturas de hibridagdo, descriminadas posteriormente na secgdo dos resultados. A solu-
¢fo de hibridagfo utilizada em todas as detecgdes foi a recomendada pelo fabricante, designa-
da por “High SDS buffer/Church buffer”, e apresentava a seguinte composi¢do: SDS 7%
(p/v), formamida 50%, SSC 5x, reagente de bloqueio 2% (p/v) (ou leite em pé magro 2%
(p/v)), fosfato de s6dio 50 mM, pH=7,0 e laurilsarcosinato de sédio 0,01% (p/v). Para prepa-
rar esta solugdo (500 mL) adicionaram-se os reagentes na seguinte ordem: pesaram-se 35 g de
SDS para um recipiente estéril; adicionaram 250 mL de formamida, 83 mL de SSC 30x, 25
mL de fosfato de sédio 1 M pH=7,0, 100 mL de reagente de bloqueio (Roche, USA) (ou 10 g
de leite em p6 magro) e 5 mL de laurilsarcosinato de sédio 10% (p/v). Aqueceu-se a solugdo
até 60 °C e dissolveu-se o po por agitagdo; completou-se o volume com agua destilada ¢ desi-
onizada estéril. A solugdo foi conservada a temperatura ambiente. Para preparar a solugdo de
reagente de bloqueio adicionaram-se 10 g de reagente de bloqueio a 100 mL de tampao de
acido maleico estéril (acido maleico 100 mM, NaCl 150 mM, pH=7,5) e dissolveu-se no mi-
croondas com impulsos de calor de 5 a 10 segundos, tendo o cuidado de nunca permitir que
ocorresse fervura da solugdo para que o reagente de bloqueio nio coagulasse; autoclavou-se e
guardou-se em aliquotas a 4 °C até ser usado.

A pré-hibridagdo decorreu numa caixa de plastico limpa durante a noite num forno de

hibridagfio (Stuart Scientific — hybridisation oven SI20H, Reino Unido) com agitagdo. No dia
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seguinte adicionou-se o volume de sonda desnaturada por fervura, apurado pela “mock hybri-
dization”, ou substituiu-se a solugfo por solugio de hibridagfio ja usada e desnaturada por in-
cubaciio a 68 °C em banho-maria durante 10 minutos. Incubou-se durante a noite nas mesmas
condicdes que a pré-hibridagdo. No final lavou-se a membrana duas vezes em SSC 2x, 0,1%
(p/v) durante 5 minutos para remover sonda no hibridada; lavou-se duas vezes em SSC 0,5x,
0,1% (p/v) durante 15 minutos a uma temperatura igual ou superior a 65 °C; a \ltima lavagem
foi executada durante 15 minutos em SSC 0,1x, 0,1% (p/v) a uma temperatura 1gual ou supe-

rior a 65 °C. Procedeu-se a detecgdo dos acidos nucleicos marcados com digoxigenina.

DETECCAO DOS ACIDOS NUCLEICOS MARCADOS COM DIGOXIGENINA

Depois das lavagens apos a hibridagdo incubou-se a membrana em tampéo de lavagem
(tamp@o de dcido maleico com Tween 20 a 0,03% (13) ou Tris-HC1 100 mM, NaCl 150 mM,
pH=7,5 com Tween 20 a 0,3% (75)) durante ] minuto. A membrana foi bloqueada em soluggo
de bloqueio (reagente de bloqueio a 1% (p/v) em tampéao de 4cido maleico ou leite em p6 ma-
gro 1 a 2% (p/v) em tampao de lavagem) durante, no minimo, 30 minutos com agitagio suave
e 4 temperatura ambiente; diluiu-se 1:10000 o anticorpo Anti-Digoxigenina-AP em solug@o
de bloqueio e substituiu-se a solugio anterior por esta, incubando-se no maximo, durante 30
minutos nas mesmas condi¢des. Antes de diluir o anticorpo, este foi centrifugado a 10000 rpm
durante 5 minutos numa centrifuga "eppendorf centrifuge 5411". Desprezou-se a solugdo de
anticorpo € lavou-se a membrana duas vezes em tamp@o de lavagem durante 15 minutos com
agitacdo suave. A solugdo da ultima lavagem foi substituida por tampdo de detecgdo (Tris-
HCI 100 mM, NaCl 100 mM, pH=9,5) e incubou-se¢ a membrana durante 2 a 5 minutos. No
final deste tempo removeu-se a membrana e escorreu-se brevemente o excesso de tampéo;
colocou-se a membrana entre duas folhas de plastico transparentes lisas (tipo capa protectora
de arquivo) e aplicaram-se 500 pl. de substrato quimioluminiscente (CSPD) por cada 100 cm’
de membrana, tendo o cuidado de espalhar as gotas por toda a superficie da membrana. Sem
aprisionar bolhas de ar baixou-se o plastico sobre a membrana € incubou-se durante 5 minutos
4 temperatura ambiente. A membrana foi vedada com um vedador térmico e colocada numa
cassete de autorradiografia. Colocou-se um filme de raios-X (Agfa) e incubou-se a 37 °C du-
rante 15 a 30 minutos. Transferiu-se para a temperatura ambiente e revelou-se passados 15

minutos a uma noite, dependendo da qualidade da imagem, do sinal e do ruido de fundo. Nas
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exposigBes mais prolongadas fizeram-se varios tempos de exposi¢do (15, 30 minutos e 1 hora)

antes de se deixar a expor durante a noite a temperatura ambiente.

TRANSCRICAO REVERSA (RT) ACOPLADA A PCR

Esta técnica foi utilizada para averiguar, de forma qualitativa, a presenga ou auséncia de
transcritos relacionados com os cDNAs em estudo nos vérios orgios da batateira.

Foram utilizados oligonucledtidos especificos a 3’ para cada cDNA clonado, designados
T5FP1 (5°-TCA AGG GTT CCA CAG GAG GGT AGT CTC C-3°), C1AP1 (5’-TGT GCA
AAC CAG AAA CAA GCG CAT CCC-3’) e 14AP1 (5° TGG GCA AGA GCT TCA GCC
- TCA AGG-3’) como iniciadores para a reacgdo de transcrigdo reversa, na qual se adicionou,
num tubo de 200 pL estéril, 1 nug de RNA total, o oligonucledtido iniciador especifico (2
pmole), completando-se o volume com agua destilada e desionizada estéril para 15,5 pL.
Aqueceu-se a mistura a 70 °C durante 10 minutos num aparelho "Perkin Elmer GeneAmp
PCR System 2400 — Perkin Elmer, EUA" permitindo-se que a temperatura baixasse para 48
°C. Com o programa em pausa, ¢ a temperatura de 48 °C, adicionou-se tampao de sintese da
primeira cadeia (5x) para uma concentragio final de 1x, DTT para uma concentra¢do final 10
mM e dNTPs para uma concentrago final de 400 uM, um volume final de 25 pL. Incubou-se
nesta temperatura durante 2 minutos e adicionou-se a enzima “SuperScript II” para uma con-
centracdo final de 10 U. Removeu-se a pausa do programa e continuou-se a incubagdo durante
1 hora 4 mesma temperatura. No final deste tempo a enzima foi desnaturada por incubagéo a
70 °C durante 15 minutos. Os produtos resultantes da reacgdo foram conservados a 4 °C ou
congelados a —20 °C. A excepgéo da 4gua e do RNA, foram utilizados reagentes da Life Te-
chnologies (EUA).

Partindo de 2 a 3 uL de cada reacgio de RT procedeu-se a uma reacgéio de PCR utili-
zando iniciadores especificos a 3’ para cada cDNA com o iniciador a 5° cuja temperatura de
emparelhamento methor correspondia ao iniciador a 3’ a usar. Deste modo os pares de inicia-

dores utilizados foram os seguintes:
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¢DNA Iniciadores usados
T5F GSF5 (5°-CCT GGA GGA GCA CAG TGA AGT GAT CC-37)
(60 °C) T5FP2 (5°- CCC TCC CTC ATT CCT CAT GGA CTT GG-3%)

ClA GSF6 (5°- CTG GAA AGC ACG AAA CAGC-3")
(65 °C) C1AP2 (5’- ACG ATG GTG GTT TCT GCG ATC ATG G-37)
14A GSF1 (5°- GAA TTC TCC TGC TGG CGA GCC-37)

(65°C) | 14AP2(5°- CACTTA TAT GTC CCT TGT GGC GCA GGG-3%)

Num tubo de 200 uL adicionou-se agua destilada e desionizada estéril para um volume
final de 50 pL, tendo em consideragio os volumes dos outros reagentes a pipetar. A composi-
¢do final da reacgdo de PCR foi tampdo de PCR 1x, MgCl, 1,5 mM; dNTPs 0,2 uM; iniciado-
res 0,4 uM cada; DNA (reacgio RT) 2 a 3 pL e Taq DNA polimerase 1,25 U. Procedeu-se ao
“Hot-start”. Foram utilizados dois programas de PCR, num equipamento “Perkin Elmer Ge-
neAmp PCR System 2400 — Perkin Elmer, EUA”, diferindo na temperatura de emparetha-
mento adequada para os pares de iniciadores utilizados e que esta descrita entre paréntesis na
tabela anterior. O programa utilizado foi: 94 °C — 1 minuto; 35 ciclos de 94 °C — 30 segundos,
temperatura de emparethamento — 1 minuto, 72 °C — 2 minutos; a extensdo final decorreu a 72
°C durante 5 minutos. As reacgdes foram conservadas a 4 °C até serem processadas.

Aplicaram-se 10 a 15 uL. de cada reac¢@o num mini-gel de agarose (“Horizon® 58 — Ho-
rizontal Gel Electrophoresis System”) (Life Technologies — EUA) contendo brometo de eti-
deo, como descrito anteriormente, e aplicou-se uma diferenga de potencial de 80 V. A separa-
¢io electroforética terminou quando a frente migrou até 1/3 do final do gel. A imagem foi

capturada pela aplicagdo “Kodak Digital Science 1D” com radiagdo ultravioleta.

5’ RACE - “Rapid Amplification of cDNA Ends”

“Rapid Amplification of cDNA Ends” ¢ um procedimento que permite a amplificagio

de sequéncias de acidos nucleicos a partir de uma molécula de mRNA molde que se localizam

entre um local interno definido e sequéncias desconhecidas a 5'ou a 3° (69). O 5° RACE ¢

uma técnica que facilita o isolamento e a caracterizagio de extremidades 5° de mRNAs.
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Foram utilizados dois “kits” com abordagens ligeiramente diferentes: “5” RACE System
for Rapid Amplification of cDNA Ends, Version 2.0” (Life Technologies, EUA) e “Marathon
¢DNA Amplification Kit” (Clontech, EUA).

A) -5 RACE System for Rapid Amplification of cDNA Ends, Version 2.0”

O “kit” baseia-se na seguinte estratégia: a sintese da primeira cadeia de cDNA ¢ feita
utilizando um oligonucledtido iniciador especifico com a orientag@io “anti-sense” (GSP1) o
que permite a conversdo de um mRNA especifico em cDNA. Apds a sua sintese ha purifica-
¢io do produto de iniciadores e dNTPs ndo incorporados € € utilizada a enzima Terminal De-
soxinucleotidil Transferase (TdT) para adicionar caudas homopoliméricas (poli-C) a extremi-
dade 3’ do cDNA. Este cDNA ¢ usado em duas reacgdes de PCR com uma mistura de 3 inici-
adores: um especifico e mais interno (GSP2) (localizado a 3’ do iniciador GSP1), € uma com-
binagio de um iniciador que possui um homopolimero complementar a cauda homopoliméni-
ca e uma sequéncia a 5° que codifica uma regido de ancoragem (“Abridged Anchor Primer —
AAP) ¢ o iniciador adaptador correspondente (Abridged Universal Amplification Primer —
AUAP) o qual permite a amplificagio a partir da cauda homopolimérica e consequentemente
a amplificagio das sequéncias desconhecidas entre o iniciador GSP2 e a extremidade 5° do
mRNA. O iniciador AAP possui residuos de deoxinosina na porgdo poli-G, diminuindo as
probabilidades de emparelhamento incorrecto deste com sequéncias internas porque este resi-
duo, apesar de ser capaz de emparethar com as 4 bases, tem maior afinidade com a citosina
(C) o que permite aumentar a temperatura de emparelhamento na reac¢do de PCR.

A reacgdo de sintese da primeira cadeia de cDNA foi feita num tubo de 0,2 mL estéril
no qual se misturou o iniciador GSP1 (T5FP1; C1AP1 ou 14AP1), 1 ng de RNA total e agua
destilada e desionizada estéril até 15,5 uL. Desnaturou-se a 70 °C durante 10 minutos e per-
mitiu-se que o equipamento “Perkin Elmer GeneAmp PCR System 2400 — Perkin Elmer,
EUA” baixasse a temperatura para 48 °C. Adicionou-se tampdo de PCR 10x (2,5 pL), MgCl,
25 mM (2,5 uL), dNTPs 10 mM (1 pL) e DTT 0,1 M (2,5 pL) e incubou-se a 48 °C durante 1
minuto, adicionou-se depois 1 pL de SuperScript II RT e incubou-se a esta temperatura du-
rante 1 hora. Para inactivar a enzima incubou-se a 70 °C durante 15 minutos e baixou-se a
temperatura para 37 °C no mesmo aparelho. Adicionou-se 1 pL de “RNase mix” ¢ incubou-se

nas mesmas condigdes durante 30 minutos para eliminar a cadeia de mRNA molde ¢ ficar
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com uma cadeia simples de cDNA. Colocou-se em gelo ou guardou-se a —20 °C até se proce-
der a purificagio do cDNA.

A purifica¢io do DNA foi feita utilizando um componente do “kit” (“GlassMax DNA
Isolation Spin cartridge Purification of cDNA”). Colocou-se a equilibrar a 65 °C = 100 uL de
agua destilada e desionizada estéril a ser usada nos passos finais do procedimento. Adiciona-
ram-se 120 uL de solugdo de ligagio (Nal 6 M), equilibrada & temperatura ambiente, a reac-
¢do de sintese da primeira cadeia. A mistura foi transferida para uma coluna “GlassMax Spin
cartridge” e centrifugou-se durante 20 segundos a 13000 xg. Adicionou-se 0,4 volumes de
tampdo de lavagem 1x pré-arrefecido a 4 °C e repetiu-se a centrifugacdo, eliminando-se o fil-
trado ap6s a centrifuga¢@o. Este passo de lavagem foi repetido 3 vezes. Lavou-se a coluna du-
as vezes com etanol 70% pré-arrefecido a 4 °C nas mesmas condi¢les €, para remover o ex-
~ cesso de etanol, centrifugou-se a 13000 xg durante 1 minuto. Transferiu-se a coluna para um
tubo colector novo e adicionou-se 50 pL de agua destilada e desionizada estéril pré-aquecida
a 65 °C a coluna. Centrifugou-se a 13000 xg durante 20 minutos para eluir o cDNA. Colocou-
se em gelo ou guardou-se a —20 °C até se proceder a introdugdo da cauda homopolimérica no
cDNA.

Num tubo de 1,5 mL misturaram-se agua destilada e desionizada estéril (6,5 pL), tam-
pio de reacgdo 5x (5 uL), dCTP 2 mM (2,5 L) e cDNA purificado (do passo anterior) (10
uL); incubou-se a 94 °C durante 2 a 3 minutos e colocou-se em gelo; adicionou-se 1 pL da
enzima TdT e incubou-se durante 10 a 20 minutos a 37 °C num banho-maria. A enzima foi
inactivada no final da reacgdo por incubagdo a 65 °C durante 10 minutos. Colocou-se em gelo
ou guardou-se a —20 °C até se proceder & primeira reac¢do de PCR.

Num tubo de 0,2 mL estéril misturaram-se agua destilada e desionizada esténl (31,5
uL), tampdo de PCR 10x (5 pL), MgCl, 25 mM (3 pL) dNTPs 10 mM (1 pL), iniciador GSP2
10 uM (2 uL), AAP 10 uM (2uL) e cDNA com cauda poli-C (5 pL). Colocou-se num apare-
Iho “Perkin Elmer GeneAmp PCR System 2400 — Perkin Elmer, EUA” e procedeu-se a des-
naturacdo a 94 °C durante 2 minutos, seguido de 35 ciclos a 94 °C — 30 segundos, 55 °C — 1
minuto, 72 °C — 2 minutos; a extensio final decorreu ao longo de 5 minutos a 72 °C. Fez-se o
“Hot-Strat”. As amostras foram conservadas a 4 °C ou congeladas a —20 °C até analisadas em
gel de agarose. de 25 mL de agarose (Life Technologies, EUA) a 0,8% (p/v) contendo 0,5 uL
de brometo de etideo (10 mg/mL), em tampdo TAE 1x. A corrida durou 1 a 2 horas a 70 - 80
V em tampio TAE 1x. Foi utilizado o equipamento “Horizon® 58 — Horizontal Gel Electro-

phoresis System” (Life Technologies - EUA).
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Para fazer a segunda reacgio de PCR procedeu-se a dilui¢do 1:100 em TE (apéndice) da
primeira reacg®o. Num tubo de 0,2 mL estéril misturaram-se agua destilada e desionizada es-
téril (33,5 uL), tampdo de PCR 10x (5 puL), MgCl, 25 mM (3 pL) ANTPs 10 mM (1 uL), ini-
ciador GSP3 10 uM (2 puL), AUAP (ou UAP) 10 uM (2pL) e diluigdo da primeira reac¢do (5
uL). Colocou-se num aparelho “Perkin Elmer GeneAmp PCR System 2400 — Perkin Elmer,
EUA” e procedeu-se & desnaturagio a 94 °C durante 2 minutos, seguido de 35 ciclos a 94 °C
— 30 segundos, 55 °C — 1 minuto, 72 °C — 2 minutos; a extenso final decorreu ao longo de 5
minutos a 72 °C. Fez-se o “Hot-start”. As amostras foram conservadas a 4 °C ou congeladas a
—20 °C até analisadas em gel de agarose. de 25 mL de agarose (Life Technologies, EUA) a
0,8% (p/v) contendo 0,5 uL de brometo de etideo (10 mg/mL), em tampao TAE 1x. A corrida
durou 1 a 2 horas a 70 — 80 V em tampao TAE 1x. Foi utilizado o equipamento “Horizon® 58

' — Horizontal Gel Electrophoresis System” (Life Technologies - EUA). A excepgio da agua,
do RNA e dos iniciadores, todos os reagentes foram providenciados pelo “kit”.

As reacgdes onde ocorreu amplificagdo foram utilizadas para nova amplificagdo do
DNA e separadas na totalidade em gel de agarose como acabado de descrever. As bandas fo-
ram excisadas do gel sobre observag¢do com luz ultravioleta e o DNA purificado e quantifica-
do. Procedeu-se a clonagem dos produtos de PCR em faguemidio PSK linearizado com Smal

ou com EcoRV e a sua caracterizagao.

B) — “Marathon cDNA Amplification Kit” (Clontech, EUA)

O “kit” (Clontech, EUA) inicia-se pela sintese de cDNA a partir de mRNA isolado, ao
contrario do “kit” anterior que inicia-se pela sintese de cDNA a partir de RNA total, o que
diminuindo assim as probabilidades de obter ruido de fundo elevado. A sintese da segunda
cadeia de cDNA é feita utilizando uma mistura de enzimas contendo DNA polimerase I de E.
coli, RNase H e DNA ligase de E. coli. Ocorre depois formagao de extremidades ndo coesivas
com a acgo da enzima T4 DNA polimerase ¢ a ligagio do ¢cDNA a um adaptador, o qual €
fosforilado a 5° para facilitar a sua ligagdo a ambas as extremidades do cDNA com esta enzi-
ma. Ap6s diluigdo recorre-se as reacgdes de PCR com o “kit” “Advantage cDNA polymerase
kit” (Clontech, EUA), apoiando-se no facto de o oligonucleétido iniciador que emparelha com
o adaptador s6 o fazer apos a sintese da cadeia resultante da extensdo do imiciador especifico
(GSP2). Os iniciadores especificos utilizados foram os mesmos escritos no procedimento de
RT-PCR e caracterizam-se por possuirem um nimero de nucledtidos compreendido entre 23 e
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28, com um Ty, superior a 65 °C (70 °C ou superior). O “kit” usado para estas reac¢des ba-
seia-se na reacgio de PCR de longa distdncia permitindo a amplificagdo de cadeias de DNA
mais compridas com baixa taxa de incorporagdo errada.

Num tubo de 0,5 mL, e num volume maximo de 6 uL, misturou-se 1 ug de mRNA e 1
uL de iniciador GSP1 10 pM; incubou-se a 70 °C durante 2 minutos € colocou-se em gelo
durante 2 minutos. Adicionou-se tampio de sintese da primeira cadeia 5x (2 pL), dNTPs 10
mM (1 uL), Transcritase reversa AMV 20 U/uL (1 uL) e ap6s misturar bem seguida de cen-
trifugacdo breve, incubou-se a 48 °C durante 90 minutos e colocou-se em gelo. Para sintetizar
a segunda cadeia de cDNA misturaram-se 48,8 uL de agua destilada e desionizada estéril, 16
L de tampdo de sintese da segunda cadeia (5x), 1,6 uL de dNTPs 10 mM e 4 pl. da mistura
de enzimas de sintese da segunda cadeia. Misturou-se e centrifugou-se brevemente para reco-
 Ther a solugdo no fundo do tubo; incubou-se durante 1,5 horas a 16 °C. Adicionaram-se 2 pL
de T4 DNA polimerase e continuou-se a incubagio por mais 45 minutos. Para terminar a sin-
tese da segunda cadeia de cDNA adicionaram-se 4 pL. de EDTA/glicogénio e 100 uL de fe-
nol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1) preparado de fresco; misturou-se com o auxilio de
um vortex e centrifugou-se a 14000 rpm durante 10 minutos numa centrifuga “eppendorf cen-
trifuge 5411”. Transferiu-se a camada aquosa para um tubo estéril de 0,5 mL ¢ adicionaram-
se 100 uL de cloroférmio:alcool isoamilico (24:1) preparado de fresco; misturou-se bem com
um vortex e repetiu-se a centrifugacdo. Aproveitou-se a fase aquosa para um novo tubo esteril
de 0,5 mL e adicionou-se 1/2 volume de acetato de amonio 4 M e 2,5 volumes de etanol 95%,
misturando-se com um vortex. Repetiu-se a centrifuga¢do durante 20 minutos e eliminou-se o
sobrenadante. O sedimento foi lavado com etanol 80% e a centrifugago repetida por 10 mi-
nutos. Depois de eliminado o sobrenadante secou-se o sedimento e ressuspendeu-se em 10 uL
de agua. Conservou-se em gelo ou guardou-se a —20 °C até a sua utilizagdo.

Para fazer a reac¢io de ligagdo do adaptador pipetou-se para um tubo de 0,5 mL estéril
5 uL de cDNA, 2 pL do adaptador (10 mM), 5 pL de tamp@o de ligagdo Sx e 1 pL de T4
DNA ligase e incubou-se durante a noite a 16 °C. Para inactivar a ligase incubou-se durante 5
minutos a 70 °C. Retirou-se 1 pL desta reac¢do e diluiu-se em 50 pL ou em 250 pL de tam-
péo tricina-EDTA e procedeu-se a desnaturagdo do DNA presente em ambas as diluigdes por
incubagfo a 94 °C durante 2 minutos e rapido arrefecimento em gelo. A reacgdo de marcag@o
e as respectivas dilui¢des foram conservadas a —20 °C.

A reacgdo de PCR foi feita num volume final de 50 uL, com o procedimento “Hot-start”
contendo os seguintes reagentes: 36 puL de dgua destilada e desionizada estéril, 5 pL de tam-

pao de reacgdo de PCR (10x), 1 pL de dNTPs (10 mM), 1 uL de iniciador AP1 (10 pM), 1 pL
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de iniciador GSP2 (10 uM), 5 pL de cada diluigdo da reacgdo de marcagdo e 1 uL de mistura
de polimerases 50x “Advantage”. A reacgio “touchdown” decorreu num aparelho “Perkin
Elmer GeneAmp PCR System 2400 — Perkin Elmer, EUA” com o seguinte programa: 94 °C
30 segundos, seguido de 5 ciclos de 94 °C 5 segundos e 72 °C 4 minutos, 5 ciclos de 94 °C 5
segundos e 70 °C e 25 ciclos de 94 °C 5 segundos € 68 °C 4 minutos. No final da reac¢do ana-
lisaram-se 5 pl. em gel de agarose. A excepgio da dgua, do mRNA e dos iniciadores, todos os

reagentes foram providenciados pelo “kit”.

C) - 5’ RACE por ligacdo directa dos hibridos cDNA-mRNA a um faguemidio

Este procedimento foi baseado na técnica descrita por (165), com algumas alteragdes.
Basicamente consistiu numa reacgio de transcrigdo reversa, seguida de um tratamento com
RNase A para eliminar regides nfo emparelhadas de RNA dos hibridos DNA:RNA, condu-
zindo 4 criagdo de extremidades ndo coesivas; purificagio com fenol:cloroférmio e precipita-
¢do dos hibridos; ligagdo destas moléculas a um vector digerido com as enzimas £coRV ou
Smal, (sem extremidades coesivas) e transformac@o de células competentes.

A reacgio de transcrigio reversa foi feita em tubo de 0,2 mL estéril, no qual se adicio-
nou, para um volume final de 30 pL um iniciador especifico (GSP1) para uma concentragdo
final de 0,4 uM e RNA total para uma concentragdo final de 0,12 pg/pL. Desnaturou-se o
RNA por incubagio a 70 °C durante 10 minutos num aparelho “Perkin Elmer GeneAmp PCR
System 2400 — Perkin Elmer, EUA”; permitiu-se que a temperatura baixasse para 48 °C e fez-
se pausa no programa. Adicionou-se tampéo de transcrigdo reversa 5x para uma concentragao
final de 1x, dNTPs para uma concentragéo final de 0,8 mM e DTT para uma concentragao
final de 10 mM. Depois de misturar todos os reagentes adicionaram-se 2 ul. de SuperScriptll
(Life Technologies, EUA) e continuou-se com o programa. Permitiu-se que a enzima actuasse
durante 1 a 1,5 horas. No final da reacgdo desnaturou-se a enzima por incubagdo a 70 °C du-
rante 10 minutos e colocou-se a 4 °C até futuro processamento.

Transferiu-se a reac¢fio para um tubo de 1,5 mL estéril e completou-se o volume com
agua destilada e desionizada estéril para 100 uL. Adicionou-se RNase A para uma concentra-
¢do final de 10 pg/mL e incubou-se a 37 °C durante 1 hora. Para inactivar as enzimas adicio-
nou-se igual volume de fenol:cloroférmio (50:50) e misturou-se com o vortex. Centrifugou-se
a 16000 xg durante 10 minutos e aproveitou-se a fase superior para um novo tubo. Adicionou-

se igual volume de cloroférmio para eliminar o fenol ainda existente, o qual poderia interferir
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com a precipitagdo dos 4cidos nucleicos, repetiu-se a centrifugagdo e aproveitou-se o sobre-
nadante para outro tubo, determinando o seu volume. Adicionou-se 1/10 de volume de acetato
de sodio 2 M e 1 volume de etanol absoluto e repetiu-se a centrifugou-se a 13000 rpm numa
centrifuga “Biofuge Fresco — Heraeus Instruments” a 4 °C durante 20 minutos. Depois de
eliminado o sobrenadante lavou-se o sedimento com etanol a 70% e repetiu-se a centrifugacao
por 5 minutos. Depois de seco ressuspendeu-se o sedimento em 6,5 pL de agua destilada e
desionizada estéril e procedeu-se a reacgdo de ligacéo.

Foram utilizados reagentes da “Life Technologies, EUA”. Ao sedimento ressuspenso
adicionou-se tampdo de ligagdo 5x (4 uL), PSK (Stratagene, EUA) linearizado (10 ng), T4
DNA ligase (1 pL) EcoRV ou Smal (de acordo com a enzima utilizada na linearizag@io do
PSK) (1 pL) e agua até 20 uL. A reacgio decorreu durante a noite a 16 °C e foi inactivada por
~incubagdo a 65 °C durante 15 minutos. Procedeu-se a transformacdo de células competentes
de E. coli ou congelou-se a —20 °C.

As colonias obtidas foram utilizadas na extracgio de DNA plasmidico (mini-prep) ¢ a
presenca de fragmento de insercio foi averiguada por restrigdo com enzimas cujos locais de
restricio flanqueiam o local de clonagem multipla do vector.

Para verificar se os fragmentos de insergio correspondiam a cDNAs relacionados com a
GS procedeu-se a realizagdo de reacgdes de PCR wutilizando oligonuclestidos iniciadores es-

pecificos da GS.

ANALISE DA ACUMULACAO DOS POLIPEPTIDEOS POR SDS-PAGE

Ha semelhanga dos acidos nucleicos, as proteinas carregadas presentes numa solugéo
migram quando sujeitas a um campo eléctrico. As proteinas sdo compostos anfotéricos, isto €,
possuem residuos de aminoécidos basicos e acidicos, sendo a sua carga total determinada pelo
pH do meio onde se encontram. Nas preparagdes de SDS a separacdo das moléculas € feita
com base na sua massa ¢ nio na sua carga. O SDS é um detergente anionico que desnatura as
proteinas e confere carga negativa aos polipeptideos a qual ¢ proporcional ao seu tamanho.
Depois de tratados com este composto os polipeptideos ficam com igual densidade de carga
por unidade de comprimento, permitindo apurar a massa molecular dos polipeptideos, quando
a migragdo electroforética destes é comparada com padrdes de massa conhecida. A electrofo-
rese usada neste trabalho baseia-se no sistema de electroforeses descontinuo descrito por

(109), em que os polipeptideos tratados sdo concentrados num gel concentrador antes de en-
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trarem no gel separador conduzindo assim ao aumento de resolugdo da separagio electroforé-

tica.

a) extracg¢io de proteinas soliiveis

A preparagio de amostras para SDS-PAGE consistiu em homogeneizar o tecido conge-
lado moido em tampao de homogeneizagio (Tris-HCl 25 mM pH=8,0; MgCl, 10 mM, DTT 1
mM, glicerol 10%, Triton X-100 0,05%, Polivinilpolipirrolidona 5 a 10% (p/v)), na relagdo de
2 mL de tamp#o para 1 g de tecido; quando se usou tecido fresco utilizou-se 0,5 g de areia de
quartzo por grama de tecido. O homogeneizado foi centrifugado a 750 xg durante 10 minutos
a4 °C e o sobrenadante foi aproveitado para um novo tubo; centrifugou-se novamente, desta
vez a 20000 xg durante 20 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi aproveitado e conservado em

gelo até processado.

b) determinagcio do teor de proteinas soliveis presentes no extracto

Para determinar a concentragio das proteinas soluveis extraidas procedeu-se a reacgéo
de 100 pL de uma diluigdo do sobrenadante (1:50 a 1:100) com 1 mL de reagente de Bradford
(18) cuja absorvéncia a 595 nm foi determinada apos 15 minutos de reacgdo. O valor obtido
foi introduzido numa recta padrio elaborada com concentragdes conhecidas de BSA. Para
preparar a solugio concentrada de reagente de Bradford dissolveram-se 350 mg de Azul Bri-
lThante de Coomassie G-250 em 100 mL de etanol e misturou-se 207,05 mL de acido fosfoérico
85% (p/p). A solugdo de trabalho deste reagente foi feita misturando 15 mL desta solug¢do
com 212 mL de agua destilada e desionizada, 7,5 mL de etanol e 15,5 mL de acido fosforico
85% (p/p). A solugdo de trabalho foi filtrada e guardada na obscuridade.

c) preparacio das amostras para a corrida em SDS-PAGE

A X volume de sobrenadante foi adicionado 1/5 do volume de tampdo de amostra e -
mercaptoetano! para uma concentragio final de 0,5%. Depois de desnaturagfo por fervura (2
minutos), a amostra processada foi centrifugada durante 2 minutos & velocidade maxima
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numa centrifuga "eppendorf centrifuge 5411" ¢ mantida a temperatura ambiente se aplicada
no gel de imediato ou guardada a —20 °C até ser utilizada. O tampao de amostra (5x concen-
trado) era constituido por Tris 0,3345 M pH=6,8, glicerol 50%, SDS 5% (p/v) e azul de bro-
mofenol 0,2% (p/v).

d) separacio electroforética em gel descontinuo de SDS-PAGE

A separagio electroforética foi feita em gel vertical de poliacrilamida com malha de
12,5% em unidades de electroforese SE250 Mighty Small I (Hoefer Scientific Instruments).
Utilizou-se um “stock” de acrilamida/bis-acrilamida comercial (30% Acrylamide/Bis Soluti-
~ on, BioRad) para preparar o gel de acordo com (173). Para preparar o gel separador misturou-
se a quantidade de “stock” de acrilamida/bis-acrilamida necessaria para obter a percentagem
pretendida no gel, com Tris-HCI pH=8,8, na concentragéo final de 0,375 M ¢ com SDS, para
uma concentracdo final de 0,1% (p/v). Para iniciar a polimerizagdo usou-se persulfato de
amoénio a 10% (p/v), preparado de fresco, para uma concentracdo final de 0,05% (p/v) e para
catalisar a reacgdo de polimerizagdo utilizou-se TEMED para uma concentragdo final de
0,025%. O gel concentrador foi preparado misturando a quantidade necessaria de acrilami-
da/bis-acrilamida para obter um gel de malha 5% com Tris-HCl pH=6,8, na concentra¢do fi-
nal de 0,125 M e SDS na concentragdo final de 0,1% (p/v). Para iniciar a polimerizagéo usou-
se persulfato de aménio a 10% (p/v), preparado na altura, para uma concentragio final de
0,05% (p/v) e para catalisar a reacgfo de polimerizagdo utilizou-se TEMED para uma concen-
tragdo final de 0,025%.

Aplicou-se igual quantidade de proteina (10 a 20 pg) por pogo e procedeu-se a separa-
¢do electroforética sob voltagem constante € ndo limitante (400 V) e a 15 mA por gel concen-
trador, passando a 20 mM por gel separador at¢ a frente da migragao (azul) sair completamen-
te do gel. O tampdo de electrélito utilizado era resultado da dilui¢do de uma solugdo concen-

trada 10x composta por 20 g de Tris, 96 g de glicina e 10 g de SDS por 1000 mL de solugéo.

COLORACAO DO GEL SDS-PAGE COM NITRATO DE PRATA

Todos os processamentos desta técnica foram executados na obscuridade e com agita-

¢30 suave.
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Apés a electroforese o gel foi incubado trés vezes durante 30 minutos numa solugdo
contendo 30% etanol e 10% de acido acético, ou uma vez durante a noite. Este passo teve por
objectivo fixar as proteinas na sua posi¢io final apos electroforese. Seguiu-se uma lavagem
em etanol 20% durante 10 minutos e uma lavagem em agua destilada e desionizada durante
10 minutos. A sensibilizagio foi feita em tiosulfato de sodio 0,02% (p/v) durante 1 minuto.
Esta solugdio foi eliminada e o excesso de solugo removido com 4gua destilada e desionizada
em duas lavagens de 20 segundos. Incubou-se o gel em nitrato de prata 0,2% (p/v) durante 30
minutos. Removeu-se o excesso de solugio lavando 3 vezes com agua destilada e desionizada
durante 15 segundos. A revelagio foi feita incubando o gel numa solugdo contendo formalde-
ido 0,0259%, carbonato de sédio 3% (p/v) e tiosulfato de sodio 0,001% (p/v) até obter a in-
tensidade de bandas desejada. Rapidamente eliminou-se a solugdo de revelagdo e incubou-se
- numa solugfo contendo Tris 5% (p/v) e 4acido acético a 2,5% durante 1 minuto para parar a

revelagdo. Guardou-se o gel em agua e na obscuridade até a aquisi¢do da sua imagem.

COLORACAO DO GEL SDS-PAGE COM AZUL DE COOMASSIE R-250

Depois de terminada a electroforese incubou-se o gel em solugdo de coloragdo (Azul
brithante de Coomassie R-250 0,125% (p/v), metanol 50% e acido acético 10%), com agita-
¢do suave, até coloragdo homogénea deste. Substituiu-se esta solugdo por soluggo de descolo-
racdo (acido acético 7% e metanol 5%) e incubou-se durante a noite com agitagio suave na
presenga de uma esponja. A introdugio da esponja na descoloragio teve por objectivo captu-
rar o corante entretanto libertado do gel durante este processo, conduzindo a diminui¢do das
substituigdes de solugdo de descoloragdo. O gel foi guardado em agua destilada e desionizada

até ser capturada a imagem (quando necessario).

TRANSFERENCIA DE PROTEINAS DE GEL DESNATURANTE SDS-PAGE
PARA MEMBRANA DE NITROCELULOSE

Quando uma proteina ¢ transferida para uma membrana, ligando-se a esta, fica mais
acessivel aos métodos de identificacdo especificos, permitindo uma identificagdo mais facil,
rapida e sensivel do que ocorreria em gel. Utilizou-se a electrotransferéncia como técnica de

transferéncia por ser rapida e muito eficiente e por se basear no facto das proteinas eluirem
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devido a passagem de corrente eléctrica gerada por um campo magnético uniforme sobre a
superficie do gel. O pH do tampdo de transferéncia utilizado ¢ elevado o que permite que a
maioria dos polipeptideos fique carregada negativamente, condigdo essencial para que se pos-
sa executar a electroelui¢io. A utilizagio do metanol como aditivo promove a ligagdo dos po-
lipeptideos 4 membrana de nitrocelulose, tendo como contrapartida o facto de diminuir a efi-
ciéncia de eluicdo destes do gel. A nitrocelulose ¢ o suporte mais comum usado na transferén-
cia de proteinas. A ligagdo destas 4 membrana deve-se a interac¢des hidrofobicas que se esta-
belecem quando o pH é superior a 8. Este tipo de membrana € o ideal para utilizar a maioria
dos corantes de proteinas uma vez que ndo se ligam aos corantes aniénicos. Foram executados

varios procedimentos para electrotransferir os polipeptideos do gel para a membrana:

a) transferéncia liquida utilizando a unidade de transferéncia TE22 (Hoefer Scientific
Instruments, EUA

Durante a electroforese cortaram-se 2 pedagos de papel Whatman 3 MM com uma area
ligeiramente superior  area do gel separador ¢ membrana de nitrocelulose (0,45 um) com a
mesma area que a do gel separador e embebeu-se em tampéo de transferéncia (Tris 25 mM,
glicina 192 mM). Finda a electroforese, destacou-se o gel concentrador € marcou-se um canto
(geralmente o canto direito superior) para futuro reconhecimento da orientagdo do gel. Proce-
deu-se rapidamente 4 montagem da transferéncia, colocando sobre uma esponja embebida em
tampéo uma das folhas de papel 3 MM, seguindo-se a membrana (com a mesma marca € ori-
entagdio que o gel), o gel e a outra folha de papel 3 MM, tendo sempre o cuidado de nunca
aprisionar bolhas de ar entre as varias camadas que compunham a transferéncia. O conjunto
foi merguthado em tamp&o de transferéncia de modo que a membrana estivesse orientada para
o polo positivo; aplicou-se uma corrente constante de 20 mA durante a noite a 14 °C, ao que
se seguiu 1 hora de transferéncia a 200 mA nas mesmas condi¢des. No final da transferéncia
procedeu-se a coloragio do gel com azul de Coomassie € a detecgdo dos polipeptideos da GS

na membrana.
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b) transferéncia liquida utilizando a unidade de transferéncia Hoefer MiniVe (Hoefer
Scientific Instruments, EUA)

Durante o decorrer da electroforese preparou-se tampao de transferéncia (Tris 25 mM,
glicina 192 mM, metanol 10%) e colocou-se a 4 °C. Prepararam-se 2 pedagos de papel Wha-
tman 3 MM com uma area ligeiramente superior e membrana de nitrocelulose (0,45 um) com
a mesma area que a do gel separador e embebeu-se em tampéo de transferéncia durante 5 mi-
nutos. Finda a electroforese destacou-se o gel concentrador, marcou-se a sua orientagio € in-
cubou-se em tampdo de transferéncia durante 5 a 10 minutos para que pudessem ocorrer alte-
races das suas dimensdes devidas ao contacto com o tampdo de transferéncia. A montagem
da transferéncia foi semelhante a anteriormente descrita, com a excepgdo de que esta € feita
- directamente no suporte de transferéncia. Depois de montada, fechou-se o suporte, encheu-se
com tampao de transferéncia ¢ aplicaram-se pancadas secas para libertar possiveis bolhas de
ar aprisionadas nas esponjas. Colocou-se o suporte dentro da tina a qual foi cheia de agua des-
tilada e desionizada arrefecida para funcionar como acumulador do calor gerado durante a
transferéncia. A migragdo das proteinas decorreu durante 2 horas a 25 V e a uma corrente néo
superior a 400 mA. No final da transferéncia procedeu-se a coloraggio do gel com azul de Co-

omassie € a detecgdo dos polipeptideos da GS na membrana.

¢) transferéncia “‘semi-seca”

Durante a corrida prepararam-se 6 (3 + 3) folhas de papel 3 MM e uma membrana com
uma area igual 4 do gel as quais foram colocadas a embeber por capilaridade em tampao de
transferéncia (Tris 48 mM, glicina 39 mM, SDS 0,037% (p/v), metanol 20%). Depois de ter-
minar a electroforese destacou-se o gel concentrador e fez-se uma marca para futura orienta-
¢do. A transferéncia foi montada sobre a placa correspondente ao 4nodo, iniciando-se com 3
folhas de papel 3 MM e por cima destas a membrana (com a mesma marca € orientagio que o
gel), depois colocou-se o gel e por cima deste as restantes folhas de papel 3 MM, teve-se o
cuidado de eliminar as bolhas de ar aprisionadas entre as varias camadas com o auxilio de
uma pipeta de vidro. Colocou-se a placa correspondente ao catodo e deu-se inicio a transfe-
réncia que decorreu a uma voltagem inferior ou igual a 25 V e a uma corrente de 5,5 mA/cm’

de membrana durante 1 a 2 horas num equipamento “Transblot SD Semi-Dry Transfer Cell”
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(BioRad). No final da transferéncia procedeu-se a coloragdo do gel com azul de Coomassie ¢

a detecg@o dos polipeptideos da GS na membrana.

IMUNODETECCAO DA GS EM MEMBRANAS DE NITROCELULOSE

Devido ao facto de haver ligagdo inespecifica das proteinas que sio usadas na detecgdo
(1gGs) & membrana, o que pode conduzir posteriormente & obteng@o de sinais falsos e de ele-
vado ruido de fundo, procedeu-se ao bloqueio da membrana, apds a transferéncia, numa solu-
¢do contendo leite em pé magro 5% (p/v) (ou BSA 3% (p/v)) a temperatura ambiente durante
1 hora ou durante a noite a 4 °C. Substituiu-se esta solugdo por uma igual contendo anticorpos
- primérios anti-GS diluidos (1:1000) (43). A membrana incubou nesta solugo durante 3 a 4
horas a temperatura ambiente ou durante a noite a 4 °C. Lavou-se 3 vezes 10 minutos com
TPBS e incubou-se durante 1 hora a temperatura ambiente ou durante a noite a 4 °C numa
solugdo com leite em p6 0,5% (p/v) (ou BSA 0,5% (p/v)) em TPBS contendo o anticorpo se-
cundario anti-IgG de coetho feito em cabra e conjugado com peroxidase (Vector, Reino Uni-
do) diluido 1:1000. Lavou-se 2 vezes 10 minutos em TPBS, seguido de 2 vezes 10 minutos
em PBS (apéndice). A revelagio foi feita com uma solugdo contendo 1 mL de uma solugdo de
4-cloro-1-naftol 5% (p/v), em etanol absoluto, adicionada a 99 mL de PBS ¢ a qual se adicio-
naram 20 uL de H,O, 30% imediatamente antes do uso. Alternativamente procedeu-se a reve-
lagio com uma solugdo contendo 50 mg de DAB (diaminobenzidina) em 100 mL de PBS a
qual se adicionaram 33 pL de H,0, 30% imediatamente antes do uso. A revelagdo foi termi-
nada substituindo a solu¢@o de revelagdo por agua destilada e desionizada. A membrana foi

conservada em agua destilada e desionizada na obscuridade até ser capturada a imagem.

ANALISE BIDIMENSIONAL DA ACUMULACAO DE POLIPEPTIDEOS

A focagem isoeléctrica ¢ uma técnica que separa as proteinas de acordo com a sua carga
total ou ponto isoeléctrico. As proteinas sdo separadas num gradiente de pH, gerado por um
campo eléctrico, de acordo com o ponto isoeléctrico, isto €, o valor de pH no qual a sua carga
é nula nio possuindo mobilidade electroforética.

A focagem isoeléctrica ocorre em duas etapas: a primeira consiste na formagdo de um

gradiente de pH gerado por um campo eléctrico, num gel de baixa resisténcia a mobilidade

114



Material e Métodos

das proteinas, no qual existem compostos anfotéricos de elevada mobilidade designados anf6-
litos. Para gerar este gradiente os anfolitos distribuem-se no gel de acordo com os seus pontos
isoeléctricos, movimentando-se para mais proximo do dnodo os mais acidicos € os mais basi-
cos para o catodo. Na segunda etapa ocorre a migra¢do das proteinas de acordo com a sua
carga; quando estas atingirem o seu ponto isoeléctrico no gradiente de pH, deixam de estar
carregadas ¢ termina a sua migragao (94). "
Para obter uma boa resolugdo na separagio electroforética € necessario aplicar uma ele-
vada voltagem ao longo do gradiente de pH estabelecido no gel. A manutengdo de uma certa
reprodutibilidade entre as varias focagens isoeléctricas pode ser conseguida tratando os ex-
tractos proteicos com um tampao de amostra contendo ureia e consequente separago das pro-
teinas em condig¢des desnaturantes devido a presenga deste composto. A adigdo da separag¢do
das proteinas em gel de SDS-PAGE, apos a focagem isoeléctrica, revelou ser uma técnica po-
derosa porque veio permitir a separagdo das proteinas, ja separadas pelo seu ponto 1soeléctri-
co, também pela sua massa, contribuindo para um estudo mais aprofundado dos complexos

proteicos (145).

A) Primeira dimensio

Para preparar o gel da primeira dimensio misturaram-se os seguintes reagentes:

Reagentes Quantidade
Agua 2,925 mL
Acrilamida/bis-acrilamida 1,08 mL
Anfolitos (pH 3-10) 162,5 ul
Ureia 325¢g
APS 10% (p/v) 13,54 uL
Temed 10,8 uL

A solugio concentrada de Acrilamida/bis-acrilamida era constituida por 30% (p/v) de
acrilamida e 1% (p/v) de bis-acrilamida.

A separagio electroforética foi feita em gel vertical de 0,75 mm de espessura (SE250
Mighty Small II (Hoefer Scientific Instruments).

Para preparar o gel dissolveu-se por agitagdo suave € com ligeiro aquecimento a acrila-
mida, a dgua ¢ a ureia. Depois de a ureia ter dissolvido continuou-se a agitagéio da solugfo até
esta ter atingido a temperatura ambiente, tendo sido entdo adicionados os anfolitos (Phar-
malyte, Sigma). Apos adigdo do APS e do Temed verteu-se a mistura para o suporte € colo-
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cou-se o pente bem fundo para evitar trocas gasosas com a atmosfera, de modo a ter pogos
com a capacidade maxima de volume. Depois de polimerizado o gel, lavou-se a regido dos
pogos com agua destilada e desionizada para remover residuos de acrilamida e de bis-
acrilamida nfio polimerizados e desenhou-se o perfil destes no vidro. Colocou-se geleia de
petréleo na unidade de electroforese e na placa de cerdmica nas zonas de contacto para impe-
dir o contacto entre os electrolitos durante a electroforese. Colocou-se o gel na unidade e adi-
cionou-se a solucdo de catolito (NaOH 20 mM, preparada de fresco) no tanque superior;
aguardou-se uns minutos, para verificar se a unidade apresentava-se estanque, € adicionou-se
a solugdo de anolito (H;PO4 10 mM, preparado de fresco) no tanque inferior.

As amostras foram extraidas no dia da electroforese como descrito anteriormente. Mis-
turaram-se iguais quantidades de extracto e de tampao de amostra IEF 2x (apéndice), sonicou-
se durante 5 minutos a temperatura ambiente num banho (Ultrasonic bath XB6, Grant, Reino
Unido) e centrifugou-se durante 1 minuto a menos de 10000 xg. As amostras (=50 ug) foram
aplicadas em pogos alternados, tendo sido feito um registo esquemadtico das aplicagdes. Apos
a aplicagdo das amostras aplicaram-se 150 V durante 30 minutos para fazer a pré-focagem,
seguido-se 2 horas e 30 minutos a 200 V. Durante a separagdo monitorou-se o comportamento
da migragdo da frente (azul) para posterior selecgdo das pistas a usar na segunda dimenséo.
No final da corrida retirou-se o vidro e os espagadores, tendo o cuidado de fazer com que o
gel ficasse preso a placa. Fez-se uma marca no gel para futura identificagdo e orientagdo e
procedeu-se & sua incubagdo em solucio de equilibrio (B-mercaptoetanol 5%, Tris-HCl 62,5
mM pH=6,8, SDS 2,3% (p/v) e glicerol 10%) durante 15 a 30 minutos com agitagio suave;

eliminou-se a solugo e guardou-se o gel a —80 °C até ao seu processamento.

B) Segunda dimensao

A segunda dimensio foi feita em gel de SDS-PAGE. Utilizou-se um pente com dois po-
¢Os para carregar a pista de interesse proveniente da primeira dimens2o.

Depois de o gel ter polimerizado, lavaram-se os pogos com agua destilada e desionizada
e desenharam-se os contornos do pog¢o maior para futura orientagdo da aplicagdo da amostra,
aplicou-se o tampao de electroforese em ambos os tanques.

Retirou-se a placa contendo o gel da primeira dimensio de —80 °C e seleccionou-se a
pista com a melhor migragdo. Com o auxilio de uma lamina de bisturi cortou-se a pista de in-
teresse a meio dos pogos adjacentes a ela, evitando que as superficies de corte ficassem irre-
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gulares. Com o auxilio de uma espatula fina, molhada em tampdo de electroforese, aproxi-
mou-se a pista de interesse para perto da extremidade da placa do gel da primeira dimensao e
aplicou-se a pista, na horizontal, no pogo apropriado do gel da segunda dimenséo.

No outro pogo aplicou-se padrdo de massa molecular € procedeu-se & separagdo electro-
forética como descrito anteriormente. No final da electroforese procedeu-se a transferéncia

dos polipeptideos e a detecgfio da GS em membrana de nitrocelulose.

EXTRACCAO E QUANTIFICACAO DE CLOROFILAS

Pesou-se 0,15 a 0,2 g de material congelado e reduzido a p6 (-80 °C) para um tubo c6-
~ nico de 15 mL e adicionaram-se 7 mL de acetona 80%. Misturou-se com o auxilio de um vor-
tex e centrifugou-se a 4500 rpm numa centrifuga SIGMA 302 durante 10 minutos. Transferiu-
se o sobrenadante para um tubo cénico novo e procedeu-se a uma diluigdo 1:10 em acetona
80%. Mantiveram-se os tubos sempre na obscuridade.

As diluigdes foram utilizadas para determinar a concentragdo de clorofilas a+b com
base na absorvancia destes pigmentos nos comprimentos de onda 645 nm e 663 nm, segundo

a seguinte formula:

[Clorofilas a+b] = 8,02 x Absess + 20,21 x Absgss (mg/L)

Os valores obtidos foram processados para se expressar os resultados em mg clorofila

a+b por grama de peso fresco.

EXTRACCAO E QUANTIFICACAO DE PROLINA

Pesou-se cerca de 0,2 g de tecido homogeneizado e congelado a —80 °C para um tubo de
centrifuga e adicionaram-se 2 mL de acido S-sulfosalicilico 3% (p/v) e misturou-se com um
vortex. O homogeneizado foi centrifugado a 1600 rpm numa centrifuga SIGMA 302 durante
10 minutos. O sobrenadante foi transferido para um tubo de ensaio de tampa esmerilada e adi-
cionaram-se 2 mL de 4cido acético glacial e 2 mL de ninidrina acida. Fez-se reagir a mistura

durante 1 hora a 100 °C. Para preparar 50 mL de ninidrina 4cida dissolveu-se 1,25 g de nini-
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drina em 30 mL de acido acético aquecido e adicionaram-se 20 mL de H;PO, 6 M; depois de
preparada protegeu-se da luz e conservou-se a 4 °C até 3 dias ap0s a sua preparagdo.

Depois de terminada a reacgdo no calor arrefeceu-se em banho de gelo e adicionaram-se
4 mL de tolueno. Promoveu-se uma agitagio vigorosa com o auxilio de um vortex para au-
mentar a area de contacto entre o tolueno e a fase aquosa, permitindo uma passagem eficiente
dos aminoécidos para a fase organica. Depois de separadas as duas fases transferiu-se a fase
organica para um novo tubo e permitiu-se que a temperatura desta igualasse a temperatura
ambiente. Procedeu-se i leitura no espectrofotometro a 520 nm utilizando cuvettes de vidro.

A concentragdo de prolina foi intrapolada de uma recta padrdo elaborada com a mesma
solucdio de ninidrina, utilizando 2 mL de concentragdes conhecidas de prolina, de acordo com

o mesmo procedimento laboratorial.
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ISOLAMENTO DO CLONE DE ¢cDNA POR RASTREIO DA BIBLIOTECA

Para o rastreio da biblioteca de cDNA, construida no vector Agtl1 a partir da populagdo
de mRNA de folha, foi utilizada uma sonda de cDNA homologa (T5F8.1A), que codifica uma
subunidade da GS citosélica em batateira, e que foi isolada em trabalhos anteriores (190).

De uma biblioteca com o titulo de 5,9 x 10" pfu/mL rastrearam-se 1 800 000 fagos e

isolou-se um, o qual foi designado por C1A1A (figura III.1).

Figura II1.1: Autorradiografias obtidas dos rastreios da biblioteca de cDNA Agt11 (reduzidas a 2/3 do
tamanho original) no isolamento do clone de cDNA designado por C1A1A, com uma sonda homéloga
(T5F8.1A) marcada com **P-dCTP. 1° - primeiro rastreio; 2° - segundo rastreio; 3° - terceiro rastreio.
As setas indicam os locais de hibridagdo das placas figicas seleccionadas durante o procedimento.
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SUBCLONAGEM DO ¢DNA

O DNA fagico do clone C1A1A foi isolado e submetido a restrigdo dupla com as enzi-
mas Sfil e Nofl. Apés separagdo electroforética em gel de agarose cortou-se a banda de inte-
resse e purificou-se 0 DNA nela contido. Procedeu-se a subclonagem do cDNA excisado em
faguemidio pGEM11Zf(+), também submetido a restriio dupla com as mesmas enzimas. Da
transformacdo de células competentes de E. coli (estirpe JM109) e plaqueamento destas, fo-
ram obtidas varias colénias recombinantes. Apds extracgdo do faguemidio por mini-prep pro-
cedeu-se 2 restri¢do dupla deste com as mesmas enzimas de restri¢do e procedeu-se a analise
electroforética em gel de agarose. Foi possivel inferir que o cDNA isolado possuia um tama-

nho aproximado de 500 bp (figura I11.2).

1 2 3

W bk

Figura II1.2 — Separagdo electroforética dos produtos resultantes da digestdo de um
mini-prep do clone de cDNA C1A1A em gel de agarose 0,9% (p/v), usando TAE 1x
como tampio de electroforese. Pistas: 1 — 2,5 pL. de marcador de tamanho molecular
(“Hyperladder”, Bioline — Reino Unido); 2 — restri¢io do mini-prep com as enzimas
Sfil e Nofl; 3 — faguemidio pGEM11Zf(+) linearizado.

EXCISAO in vivo DO FAGUEMIDIO PSK CONTENDO O ¢DNA T5F8.1A

Os faguemidios das colénias resultantes deste procedimento foram extraidos pela técni-
ca de mini-prep e submetidos a anélise de restrigdo dupla com as enzimas EcoRI e Kpnl para
verificar a presenga do cDNA. Ap6s analise electroforética em gel de agarose foi possivel ob-
servar que todas as colonias testadas continham o cDNA de interesse (figura II1.3), apresen-

tando este um tamanho aproximado de 1200 bp.
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Figura II1.3 — Separago electroforética dos produtos resul-
tantes da digestio de mini-preps do clone de cDNA
TSF8.1A em gel de agarose 0,8% (p/v), usando TAE 1x
como tampdo de electroforese. Pistas: 1 — 2,5 uLL de marca-
dor de tamanho molecular (“Hyperladder”, Bioline — Reino
Unido); 2 a 5- restrigdes dos mini-preps com as enzimas
EcoRlI e Kpnl; 6 — faguemidio PSK linearizado.

SEQUENCIACAO DOS cDNAS

Depois de verificada a presenga dos cDNAs de interesse nas col6nias recombinantes
isoladas procedeu-se a determinagdo da sua sequéncia nucleotidica. Para além dos oligonu-
cledtidos iniciadores referidos na secgdo de Material ¢ Métodos, os cDNAs também foram

sequenciados com o auxilio dos oligonucleétidos iniciadores apresentados no quadro seguin-

te:
N Sequéncia (5°T13%) cDNA
| ome
GSF1 gaa ttc tce tge tgg cga gee TS5F8.1A
GSF2 aat tga ggg tga ctg gaa cgg tge T5F8.1A
GSF4 atg atg gtt cta gca cag gtc aag ¢ T5F8.1A
GSF5 cct gga gga gea cag tga agt gat cc T5F8.1A
GSF6 ctg gaa agc acg aaa cag C Cl1A1A /TSF8.1A
GSR1 gaa ttc tgt gag cac ctg cac ¢ TSF8.1A
GSR2 ttg gat cga gtg aga gga caactc ¢ TSF8.1A
GSR4 tcc tgg cat aac cic tee g T5F8.1A
GSR6 aac acg gac aga tgc acc acg C1A1A /T5F8.1A

As sequéncias de nucledtidos obtidas para os cDNAs T5F8.1A e C1A1A estdo repre-
sentadas nas figuras I11.4 e II1.5.
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Ser Gly Pro Val Asp Asp Pro Ser Lys Leu Pro Lys Trp Asn|Tyr Asp Gly 17

1 TCT GGT CCT GTT GAT GAT CCT TCA AAG CTT CCC AAA TGG AAT|TAT GAT GGT
Ser Ser Thr Gly Gln Ala Pro Gly Glu Asp Ser Glu Val Ile Leu|Tyr Pro 34

52 TCT AGC ACA GGT CAA GCT CCT GGA GAA GAC AGT GAA GTG ATC CTA|TAT CCT
Gln Ala Ile Phe Lys Asp Pro Phe Arg Arg Gly Asn Asn Ile Leu Val Ile 51

103 CAA GCA ATT TTC AAG GAT CCA TTC AGG AGG GGC AAC AAT ATC CTG GTC ATC
Cys Asp Cys Tyr Thr Pro Ala Gly Glu Pro Ile Pro Thr Asn Lys Met Cys 68

154 TGT GAT TGT TAC ACC CCA GCT GGT GAA CCA ATT CCA ACA AAC AAG ATG TGT
His Asn Ala Ala Lys Ile Phe Ser Asn Pro Asp Val Val Val Glu Glu Pro 85

205 CAC AAT GCT GCT AARA ATA TTT AGT AAC CCT GAT GTT GTT GTT GAG GAA CCA
Trp Tyr Gly Leu Glu Ala Glu Tyr Thr Leu Leu Gln Arg Arg Asn Tyr Trp 102
256 TGG TAT GGT CTT GAA GCA GAA TAC ACC TTG CTA CAA AGA AGG AAT TAC TGG
Pro Leu Gly Trp Pro Ile Gly Gly Phe Pro Gly Leu Gln Gly Pro Tyr Tyr 119
307 CCT CTT GGA TGG CCT ATT GGT GGT TTT CCT GGA TTA CAG GGA CCA TAC TAC
Cys Gly Ile Gly Ser Gly Lys Ala Phe Gly Arg Asp Ile Val Asp Ala His 136
358 TGT GGA ATT GGA TCT GGA AAG GCT TTT GGA CGC GAT ATT GTT GAT GCT CAT
Tyr Lys Ala Tyr Ile Tyr Ala Gly Ile Asn Ile Ser Gly Ile Asn Gly|Glu 153
409 TAC AAG GCA TAT ATC TAT GCC GGG ATT AAC ATT AGT GGT ATC AAC GGA[GAA
Val Met Pro Gly Gln Trp GlufPhe Gln Val Gly Leu Gln Val Gly Ile Ala 170
460 _GTG ATG CCT GGA CAG TGG GAA|TTT CAA GTT GGT CTT CAA GTT GGC ATT GCA
Ser Gly Asp Glu Val Trp Ala Ala Arg Tyr Ile Leu Glu Arg Ile Thr Glu 187
511 TCA GGT GAC GAA GTG TGG GCA GCT CGT TAC ATT CTC GAG AGG ATT ACA GAG
Ile Ala Gly Val Val Val Ser|Phe Asp Pro Lys Pro Ile Pro Gly Asp Trp 204
562 ATT GCT GGA GTT GTC GTG TCALITC GAC CCC AAA CCT ATT CCG GGC GAC TGG.
Asn Gly Ala Gly Ala His|Thr Asn Tyr Ser Thr Lys Ser Met Arg Asn Glu 221
613 AAT GGT GCA GGA GCG CATJACA AAT TAC AGT ACC AAG TCC ATG AGG AAT GAG
Gly Gly Tyr Glu Val Ile Lys Lys Ala Ile Glu Lys Leu Gly Leu Arg His 238
664 GGA GGG TAT GAA GTT ATC AAG AAG GCT ATT GAG AAG CTT GGA CTT AGG CAC
Lys Glu His Ile Ala Ala Tyr Gly Glu Gly Asn Glu Arg Arg Leu Thr Gly 255
715 AAG GAG CAC ATT GCA GCA TAT GGT GAA GGC AAT GAA CGT CGT CTC ACT GGA
Lys His Glu Thr Ala Asp Ile Asn Thr Phe Lys Trp Gly Val Ala Asn'Arg 272
766 BAAG CAC GAA ACA GCT GAC ATC AAC ACG TTC AAA TGG GGT GTT GCA AAT:CGT
Gly Ala Ser Ile Arg Val Gly Arg Asp Thr Glu Lys Glu Gly Lys Gly Tyr 289
817 GGT GCA TCC ATT CGT GTG GGA AGA GAC ACG GAG AAG GAA GGC AAG GGA TAC
Phe Glu Asp Arg Arg Pro Ala Ser Asn Met Asp Pro Tyr Ile Val Thr Ser 306
868 TTT GAG GAC AGG AGG CCT GCA TCG AAC ATG GAT CCA TAC ATC GTG ACC TCT
Met Tyr Ala Glu Thr Thr Leu Leu Trp Asn Pro Stop 317
919 ATG TAC GCG GAG ACT ACC CTC CTG TGG AAC CCT TGA ACGCGTATGGGATGAATAT
974 TCTCGGGGGTGCAARACATATGAGGAAAGAATTGAATTTCTTAACAGGCCCTTTCCTCACATGTCCTT
1041 AAGAGAGTTATGTAGCTAGTAATTTTGATATATTATGTTGTTTTCTAAGTTTCAATTTGTATTGTAC
1108 TCAGCAAGCCTGAGTTCATTGGCCAAAATCGATTTGGCAATGTTGTTAAAAATAAGAGTTTTAATCT
1175 TATTAATAACAATATGGAAGGGTTTAACTTAAAAAAAAAA

Figura II1.4: Sequéncia nucleotidica do cDNA T5F8.1A, relativa a uma subunidade citosdlica da GS, e
sua tradugdo. Rectingulos — regides aminoacidicas conservadas das GS: rosa — regido I; azul - regido
II; verde — regido III e cor de laranja — regido IV. Letras coloridas — aminoacidos conservados nas GS
e seu coddo respectivo: vermelho — cisteinas conservadas; amarelo — histidina conservada. A sublinha-
do estdo assinalados os possiveis sinais de poliadenilagdo. A numeragio lateral direita ¢ relativa ao
altimo residuo de aminoacido da respectiva linha; a numeragfo lateral esquerda € relativa a primeira
base azotada da respectiva linha.

Na figura II1.4 esta representada a sequéncia nucleotidica do cDNA T5F8.1A. Os 1215
nucledtidos codificam um polipeptideo da GS com 317 residuos de aminoacidos. Apds o co-
ddao STOP (posicio 955) surgem 250 nucledtidos na regido 3’ ndo traduzida, seguidos de uma
cauda poli-A. E possivel observar as quatro regides aminoacidicas conservadas entre as subu-
nidades da GS, as quais se apresentam delineadas por rectdngulos. Para além destas regides, ¢
ainda possivel identificar dois dos trés residuos de cisteina conservados nas subunidades da
GS de varias espécies (vermelho) e o residuo conservado da histidina (em fundo amarelo),
que se cré ser de extrema importancia na ligagdo do glutamato ao centro activo da enzima,

localizado no segmento III.
123



Resultados

Os mRNAs de GS normalmente ndo possuem como sinal de poliadenilagdo a sequéncia
AAUAAA, localizada a 10-30 bases a montante do local de poliadenilagdo em quase todos os
mRNAs de eucaribticos; mas podem possuir variantes desta sequéncia, sendo as mais comuns
as sequéncias AAUAAU/C (66). A sequéncia AAUAU também foi referida como sinal de
poliadenilagdo por (121), surgindo no mRNA da GS2 de feijoeiro. Existem dois motivos que
poderdio ser hipotéticos sinais de poliadenilagdo no clone TSF8.1A (a sublinhado na figura):
um inicia-se na posi¢io 970 (AATAT) ¢ o outro na posigdo 1180 (AATAAC). A 5’ da regifio
conservada I ndo é identificado o c6ddo de iniciagdo ATG, indicativo de que o cDNA ¢ in-

completo nesta extremidade.

Leu Gly Leu Lys His Lys Glu His Ile Ala Ala Tyr Gly Glu Gly Asn Glu 17

1 CTT GGC CTG AAG CAC AAA GAA CAC ATT GCT GCA TAT GGT GAA GGC AAT GAG
Arg Arg Leu Thr Gly Lys His Glu Thr Ala Asn Ile Asn Thr Phe Lys Trp 34

52 CGT CGT CTC ACT GGA AAG CAC GAG ACA GCC AAC ATC AAC ACC TTC ARA TGG
Gly Phe Ala Asn!Arg Gly Ala Ser Val Arg Val Gly Arg Asp Thr Glu Lys 51

103 GGG TTT GCA AAC|CGT GGT GCA TCT GTC CGT GTT GGA AGA GAC ACA GAG AAG
Ala Gly Lys Gly Tyr Phe Glu Asp Arg Pro Ala Ser Asn Met Asp Pro Tyr 68

154 GCA GGC AAG GGA TAC TTT GAG GAC AGG CCA GCC TCA AAT ATG GAC CCA TAC
Val Val Thr Ser Met Ile Ala Glu Thr Thr Ile Val Gly Stop 81

205 GTC GTT ACC TCC ATG ATC GCA GAA ACC ACC ATC GTC GGT TAA CCTTGAAGACA
258 TTTTACTATGGATGGCTCGGGGGATCGCTTGTTTCTGGTTTGCACAATTTGGGATAGGAGAARAGAT
325 TGAATTGTGGAACGACCCTTTCGACTTCACCTGTGTTAATTTTTAGTTATAGGGGTAGATTGTCTCT
392 TGTTATTTTTCTGTTTATTTGCCAGTTGAATTGTATTTTCATACAGCAAGGCCTTATACATTGTCAT
459 TGATTTGGCAATGCTGTGTTACAAAACAATGTTATTCTTATTAATAACAAAGATAATGAAAGGGTTT
526 GATTCTATTGCTCAAAAAAAAAAAAA

Figura II1.5: Sequéncia nucleotidica do cDNA C1AI1A, relativa a uma subunidade citosélica da GS e
sua tradugio. Rectangulo cor de laranja — regido aminoacidica conservada IV das GS. A sublinhado
esta assinalado o possivel sinal de poliadenilagdo. A numeragéo lateral direita € relativa ao ultimo re-
siduo de aminoacido da respectiva linha; a numeragdo lateral esquerda ¢ relativa a primeira base da
respectiva linha.

Na figura II1.5 representa-se a sequéncia nucleotidica do cDNA C1A1A. Os 553 nu-
cledtidos codificam um polipeptideo da GS com 81 residuos de aminoécidos. Nédo obstante o
seu tamanho reduzido, é possivel identificar a regidio conservada IV (delimitada por um rec-
tangulo). Apés o coddo STOP (posigdo 247) surgem 305 nucledtidos na regifio 3’ ndo tradu-
zida, seguidos de uma cauda poli-A. E possivel identificar um motivo AATAAC na posigéo
502 que podera corresponder a um possivel sinal de poliadenilagdo (sublinhado na figura).
Este cDNA niio possui um c6ddo de iniciagdo a 5°, indicando que este é incompleto nesta ex-
tremidade.

Em ambos os cDNAs nfo existe a regido de 16 residuos de aminoacidos localizados na
extremidade C-terminal, caracteristicos das subunidades plastidiais de GS, indicativo de se

tratarem de cDNAs relacionados com subunidades citosolicas desta enzima.
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Figura I11.6: Mapas de restrigdo dos cDNAs 14A1.2 (A), T5F8.1A (B) e C1A1A (C), basea-
dos na sequéncia nucleotidica. A barra horizontal representa o cDNA. Os niameros localiza-
dos na parte superior da barra representam pares de bases (bp).

Da analise dos mapas de restrigio dos cDNAs em estudo (figura II1.6) é possivel obser-
var que estes sfo diferentes, ndo s6 devido aos locais de reconhecimento de algumas enzimas
que diferem na sua posigio (Hindll, Hindlll, TthHB8, Xhol), como também devido ao facto
de alguns locais de restrigio apenas aparecerem num dos cDNAs e nos outros ndo (BamHI,
Clal, Pvul, Pvull). Estas observagdes sugerem que os cDNAs em estudo sdo unicos € prove-
nientes de mRNAs diferentes.

ANALISE DE HOMOLOGIAS

As sequéncias nucleotidicas e aminoacidicas destes clones foram analisadas
comparativamente com sequéncias de subunidades da GS de outros organismos utilizando o
algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Tool) o qual foi desenvolvido para encontrar

alinhamentos 6ptimos, locais, entre pares de sequéncias (3). Este algoritmo permite compargf
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optimos, locais, entre pares de sequéncias (3). Este algoritmo permite comparar uma sequén-
cia de aminoacidos ou de nucleétidos fornecida pelo utilizador (“query”) com sequéncias de
aminoacidos ou de nucledtidos presentes em bases de dados. A aplicagdo encontra-se dispo-
nivel no enderego: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/, da Internet.

Os 20 resultados maximos obtidos encontram-se representados nas tabelas seguintes.

Tabela III.1: Resultados da comparagdo nucleotidica do cDNA do clone T5F8.1A

Score E

Sequences producing significant alignments: (bits) Value
emb|X95932 |NTGLN15GN N.tabacum mRNA for glutamine synthetas... 1027 0.0
gb|M19055| TOBCPGS N.plumbaginifolia chloroplast glutamine s... 622 e-176
emb | X95933 |[NTGLN1I3GN N.tabacum mRNA for glutamine synthetas... 581 e-163
gb|U14754|1EU14754 Lycopersicon esculentum glutamine synthe... 430 e-118
emb |X04002 | PVGSR2 Phaseolus vulgaris mRNA (pR-2) for glutam... 329 1e-87
emb | X60092 | LSGLUSYN L.sativa mRNA for glutamine synthetase 315 2e-83
emb|[Y12459.1|BNGSR12 Brassica napus mRNA for cytosolic glut... 301 3e-79
emb | X94299.1|LJCYTGLSY L.japonica mRNA for cytosolic glutam... 301 3e-79
dbj [D25325|RADGS1BB Raphanus sativus mRNA for glutamine syn... 272 2e-70
emb |X94321|VVGS2 V.vinifera mRNA for cytosolic glutamine sy... 272 2e-70
emb |X04001{PVGSR1 Phaseolus wvulgaris mRNA (pR-1) for glutam... 266 le-68
emb [X94320]|VVGS1l V.vinifera mRNA for cytosolic glutamine sy... 262 2e-67
gb|AF003197|AF003197 Hevea brasiliensis glutamine synthetas... 254 5e-65
gb|U15591 |MSU15591 Medicago sativa cytosolic glutamine synt... 252 2e-64
gb|S46513|846513 cytosolic glutamine synthetase [Glycine ma... 252 2e-64
emb|Y08681 |AGGLN1 A.glutinosa mRNA for glutamine synthetase 242 2e-61
gb|AF019559|AF019559 Daucus carota clone CGS102 cytosolic g... 240 B8e-61
emb{X76736.1|BNGLUTS B.napus mRNA for cytosolic glutamine s... 240 B8e-61
gb |AF005032.1|AF005032 Helianthus annuus cytosolic glutamin... 230 8e-58
gb|AF145481.1|AF145481 Mesembryanthemum crystallinum cytoso... 228 3e-57

Tabela II1.2: Resultados da comparag@o aminoacidica do clone T5F8.1A

Score E

Sequences producing significant alignments: (bits) Value
spiP14656|GLN3_ORYSA GLUTAMINE SYNTHETASE SHOOT ISOZYME (GL... 597 e-171
sp|P51119|GLN2_VITVI GLUTAMINE SYNTHETASE CYTOSOLIC ISOZYME... 596 e-170
sp|P51118{GLN1_VITVI GLUTAMINE SYNTHETASE CYTOSOLIC ISOZYME... 595 e-170
sp|P32289|GLNA_VIGAC GLUTAMINE SYNTHETASE NODULE ISOZYME (G... 595 e-170
sp|P04771|GLN2_PHAVU GLUTAMINE SYNTHETASE PR-2 (ISOZYME ALP... 593 e-169
sp|{P12424|GLNA NICPL GLUTAMINE SYNTHETASE (GLUTAMATE--AMMON. . . 592 e-169
sp|P38561|GLN3_MAIZE GLUTAMINE SYNTHETASE ROOT ISOZYME 3 (G... 592 e-169
sp{P04770|GLN]1_PHAVU GLUTAMINE SYNTHETASE PR-1 (ISOZYME BET... 591 e-169
sp{P00965|GLN3_PHAVU GLUTAMINE SYNTHETASE N-1 (ISOZYME GAMM... 591 e-169
sp|P07694 |GLN1_PEA GLUTAMINE SYNTHETASE ROOT ISOZYME (GLUTA... 587 e-168
spiQ43066{GLN4_PEA GLUTAMINE SYNTHETASE ROOT ISOZYME B (GLU... 586 e-167
sp|P23712 |GLNA_LACSA GLUTAMINE SYNTHETASE (GLUTAMATE--AMMON... 586 e-167
sp|004867 |GLN1_ALNGL GLUTAMINE SYNTHETASE (GLUTAMATE--AMMON... 585 e-167
sp|P38562|GLN4_MAIZE GLUTAMINE SYNTHETASE ROOT ISOZYME 4 (G... 584 e-167
sp|P52782|GLNA_LUPLU GLUTAMINE SYNTHETASE NODULE ISOZYME (G... 583 e-166
sp|P04078 |GLNA MEDSA GLUTAMINE SYNTHETASE (GLUTAMATE--AMMON... 583 e-~166
sp|P14654|GLN1_ORYSA GLUTAMINE SYNTHETASE ROOT ISOZYME (GLU... 582 e-166
sp|P24099|GLN1_SOYBN GLUTAMINE SYNTHETASE CYTOSOLIC ISOZYME... 576 e-164
sp|P38559 |GLN1_MAIZE GLUTAMINE SYNTHETASE ROOT ISOZYME 1 (G... 573 e-163
sp|P38563|GLNS_MAIZE GLUTAMINE SYNTHETASE ROOT ISOZYME 5 (G... 572 e-163
sp|Q06378 |GLN3_HORVU GLUTAMINE SYNTHETASE {GLUTAMATE--AMMON. . . 571 e-163

A comparagio das sequéncias de nucleotidos e de aminoécidos do cDNA T5F8.1A com
sequéncias da base de dados revelou uma homologia elevada com cDNAs que codificam
subunidades citosolicas da GS de plantas. A nivel nucleotidico verifica-se que os 4 primeiros

resultados recaem sobre espécies da familia SOLANACFEAE.
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Figura II1.7 — Alinhamento optimizado das sequéncias de cDNA T5F8.1.A (sequéncia de cima ¢ a
aznl) e NTGLN15GN (sequéncia de baixo) que codifica uma subunidade da GS1 (g/nl-5) em Nicotia-
na tabacum. Os pontos (*) indicam conservagio de nucledtidos entre as duas sequéncias. Os nimeros
representam as posigdes dos nucledtidos em cada uma das sequéncias.
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Pelo alinhamento das sequéncias cDNA T5F8.1A ¢ NTGLN15GN (51) (figura 1I1.7) €
possivel verificar que a homologia inicia-se ao nivel do nucledtido 174 da sequéncia de N.
tabacum.

Estes resultados sugerem que o cDNA T5F8.1A codifica parte de uma subunidade cito-
solica da GS em batateira, encontrando-se truncado a 5 e nfo possuindo a sequéncia néo tra-
duzida a 5°, nem a regifio que codifica a por¢do N-terminal. Por comparagdo com esta sequén-

cia estima-se que o clone de cDNA isolado corresponda a 88,98% deste clone.

sp|P14656|GLN3 ORYSA GLUTAMINE SYNTHETASE SHOOT ISOZYME (GLUTAMATE --AMMONIA LIGASE)
(CLONE LAMBDA-GS28)
Length = 356

Score = 597 bits (1523), Expect = e-171
Identities = 273/317 (86%), Positives = 296/317 (93%), Gaps = 1/317 (0%)

Query: 1 SGPVDDPSKLPKWNYDGSSTGQAPGEDSEVILYPQATIFKDPFRRGNNILVICDCYTPAGE 60
SGPV DPSKLPKWNYDGSSTGQAPGEDSEVILYPQAIFKDPFR+GNNILV+CDCYTPAGE
Sbjct: 41 SGPVTDPSKLPKWNYDGSSTGQAPGEDSEVILYPQAIFKDPFRKGNNILVMCDCYTPAGE 100

Query: 61 PIPTNKMCHNAARKIFSNPDVVVEEPWYGLEAEYTLLQRRNYWPLGWPIGGFPGLQGPYYC 120
PIPTNK HNAAKIFS+P+V EEPWYG+E EYTLLQ+ WPLGWP+GGFPG QGPYYC
Sbjct: 101 PIPTNKR-HNARKIFSSPEVASEEPWYGIEQEYTLLOKDINWPLGWPVGGFPGPQGPYYC 159

Query: 121 GIGSGKAFGRDIVDAHYKAYIYAGINISGINGEVMPGQWEFQVGLQVGIASGDEVWAARY 180
GIG+ K+FGRDIVD+HYKA +YAGINISGINGEVMPGQWEFQVG VGI++GD+VW ARY
Sbjct: 160 GIGADKSFGRDIVDSHYKACLYAGINISGINGEVMPGOWEFQVGPSVGISAGDQVWVARY 219

Query: 181 ILERITEIAGVVVSFDPKPIPGDWNGAGAHTNYSTKSMRNEGGYEVIKKAIEKLGLRHKE 240
ILERITEIAGVVVSFDPKPIPGDWNGAGAHTNYSTKSMRN+GGYE+IK AIEKL LRHKE
Sbjct: 220 ILERITEIAGVVVSFDPKPIPGDWNGAGAHTNYSTKSMRNDGGYEIIKSAIEKLKLRHKE 279

Query: 241 HIAAYGEGNERRLTGKHETADINTFKWGVANRGASIRVGRDTEKEGKGYFEDRRPASNMD 300
HI+AYGEGNERRLTG+HETADINTF WGVANRGAS+RVGR+TE+ GKGYFEDRRPASNMD
Sbjct: 280 HISAYGEGNERRLTGRHETADINTFSWGVANRGASVRVGRETEQNGKGYFEDRRPASNMD 339

Query: 301 PYIVTSMYAETTLLWNP 317
PYIVTSM AETT++W P
Sbjct: 340 PYIVTSMIAETTIIWKP 356

sp|P51119|GLN2_VITVI GLUTAMINE SYNTHETASE CYTOSOLIC ISOZYME 2 (GLUTAMATE--AMMONIA
LIGASE)
Length = 356

Score = 596 bits (1520), Expect = e-170
Identities = 275/317 (86%), Positives = 295/317 (92%), Gaps = 1/317 (0%)

Query: 1 SGPVDDPSKLPKWNYDGSSTGQAPGEDSEVILYPQAIFKDPFRRGNNILVICDCYTPAGE 60
SGPV DP KLPKWNYDGSSTGQAPGEDSEVILYPQATFKDPFRRGNNILV+CD YTPAGE
Sbjct: 41 SGPVSDPHKLPKWNYDGSSTGQAPGEDSEVILYPQAIFKDPFRRGNNILVMCDTYTPAGE 100

Query: 61 PIPTNKMCHNAAKIFSNPDVVVEEPWYGLEAEYTLLQRRNYWPLGWPIGGFPGLQGPYYC 120
PIPTNK HNARKIFS+P+V+ EE WYG+E EYTLLQ WP+GWP+GG+PG QGPYYC
Sbjct: 101 PIPTNKR-HNAAKIFSHPEVLAEETWYGIEQEYTLLONSVKWPIGWPVGGYPGPQGPYYC 159

Query: 121 GIGSGKAFGRDIVDAHYKAYIYAGINISGINGEVMPGQWEFQVGLQVGIASGDEVWAARY 180
GIG+ KAFGRDIVD+HYKA +YAGINISGINGEVMPGQWEFQVG VGI++GDE+W ARY
Sbjct: 160 GIGADKAFGRDIVDSHYKACLYAGINISGINGEVMPGQWEFQVGPAVGISAGDELWVARY 219

Query: 181 ILERITEIAGVVVSFDPKPIPGDWNGAGAHTNYSTKSMRNEGGYEVIKKAIEKLGLRHKE 240
ILERITEIAGVVVSFDPKPI GDWNGAGAHTNYSTKSMRN+GGYE+IKKAIEKLGLRHKE
Sbjct: 220 ILERITEIAGVVVSFDPKPIQGDWNGAGRHTNYSTKSMRNDGGYEIIKKAIEKLGLRHKE 279

Query: 241 HIAAYGEGNERRLTGKHETADINTFKWGVANRGASIRVGRDTEKEGKGYFEDRRPASNMD 300

HIAAYGEGNERRLTG+HETADINTF WGVANRGASIRVGRDTEKEGKGYFEDRRPASNMD
Sbjct: 280 HIAAYGEGNERRLTGRHETADINTFLWGVANRGASIRVGRDTEKEGKGYFEDRRPASNMD 339
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Query: 301

Sbjct: 340

PYIVTSMYAETTLLWNE 317
PY+VTSM AE+T+IW P
PYVVTSMIAESTILWKP 356

Resultados

sp|P51118 |GLN1_VITVI GLUTAMINE SYNTHETASE CYTOSOLIC ISOZYME 1 (GLUTAMATE--AMMONIA

Score = 5
Identities
Query: 1

Sbjct: 41

Query: 61

Sbjct: 101
Query: 121
Sbjct: 160
Query: 181
Sbjct: 220
Query: 241
Sbjct: 280
Query: 301

Sbjct: 340

LIGASE)
Length = 356

95 bits (1518), Expect = e~170

= 274/317 (86%), Positives = 295/317 (92%), Gaps = 1/317 (0%)

SGPVDDPSKLPKWNYDGSSTGQAPGEDSEVILYPQAIFKDPFRRGNNILVICDCYTPAGE
SGPV DP+KLPKWNYDGSSTGQAPGEDSEVILYPQATIFKDPFRRGNNILV+CD YTPAGE
SGPVSDPAKLPKWNYDGSSTGQAPGEDSEVILYPOQATFKDPFRRGNNILVMCDTY TPAGE

PIPTNKMCHNAAKIFSNPDVVVEEPWYGLEAEYTLLQRRNYWPLGWPIGGFPGLQGPYYC
PIPTNK C NAAKIFS+PDV E PWYG+E EYTLLO+ WP+GWP+GGFPG QGPYYC
PIPTNKRC-NAAKIFSHPDVAAEVPWYGIEQEYTLLQKEVRWPIGWPVGGFPGPQGPYYC

GIGSGKAFGRDIVDAHYKAYIYAGINISGINGEVMPGQWEFQVGLQVGIASGDEVWAARY
GIG+ KA+GRDIVDAHYKA +YAGINISGINGEVMPGQWE+QVG VGI++GDE+W +RY
GIGADKAWGRDIVDAHYKACLYAGINISGINGEVMPGOWEYQVGPSVGISAGDELWVSRY

ILERITEIAGVVVSFDPKPIPGDWNGAGAHTNYSTKSMRNEGGYEVIKKAIEKLGLREHKE
ILERITEIAGVV+SFDPKPI GDWNGAGAHTNYSTKSMRN+GG+EVIKKAIEKLGLRHKE
ILERITEIAGVVLSFDPKPIQGDWNGAGAHTNYSTKSMRNDGGFEVIKKAIEKLGLRHKE

HIARYGEGNERRLTGKHETADINT FKWGVANRGAS IRVGRDTEKEGKGY FEDRRPASNMD
HIAAYGEGNERRLTG+HETADINTF WGVANRGASIRVGRDTEK GKGYFEDRRPASNMD
HIAAYGEGNERRLTGRHETADINTFLWGVANRGAS IRVGRDTEKAGKGY FEDRRPASNMD

PYIVTSMYAETTLLWNP 317
PY+VTSM AETT+LW P
PYVVTSMIAETTILWKP 356

60

100

120

159

180

219

240

279

300

339

sp|P32289 |GLNA_VIGAC GLUTAMINE SYNTHETASE NODULE ISOZYME (GLUTAMATE--AMMONIA LIGASE)

(es)
Length = 356

Score = 595 bits (1518), Expect = e-170
Identities = 275/316 (87%), Positives = 293/316 (92%), Gaps = 1/316 (0%)

Query: 2

Sbjct: 42

Query: 62
Sbjct: 102
Query: 122
Sbjct: 161
Query: 182
Sbjct: 221
Query: 242
Sbjct: 281
Query: 302

Sbjct: 341

sp|P04771)

Score = §
Identities

GPVDDPSKLPKWNYDGSSTGQAPGEDSEVILYPQAIFKDPFRRGNNILVICDCYTPAGEP
GPV DPSKLPKWNYDGSSTGQAPGEDSEVI+YPQAIFKDPFRRGNNILV+CD YTPAGEP
GPVSDPSKLPKWNYDGSSTGQAPGEDSEVIIYPQAIFKDPFRRGNNILVMCDAYTPAGEP

IPTNKMCHNAAKIFSNPDVVVEEPWYGLEAEYTLLORRNYWPLGWPIGGFPGLQGPYYCG
IPTNK HNAAKIFS+PDVV EEPWYG+E EYTLLQ+ WPLGWP+GGFPG QGPYYCG
IPTNKR-HNAAKIFSHPDVVAEEPWYGIEQEYTLLOKDVNWPLGWPVGGFPGPQGPYYCG

IGSGKAFGRDIVDAHYKAYIYAGINISGINGEVMPGQWE FQVGLQVGIASGDEVWAARYT
G+ KAFGRDIVDAHYKA +YAGINISGINGEVMPGQWEFQVG VGI++GDE+W ARYI
AGADKAFGRDIVDAHYKACLYAGINISGINGEVMPGOWEFQVGPAVGISAGDELWVARY L

LERITEIAGVVVSFDPKPIPGDWNGAGAHTNYSTKSMRNEGGYEVIKKAIEKLGLRHKEH
LERITEIAGVV+SFDPKPI GDWNGAGAHTNYSTK+MRN+GGYEVIK AIEKLG RHKEH
LERITEIAGVVLSFDPKPIKGDWNGAGAHTNYSTKTMRNDGGYEVIKSAIEKLGKRHKEH

IAAYGEGNERRLTGKHETADINTFKWGVANRGAS IRVGRDTEKEGKGYFEDRRPASNMDP
IAAYGEGNERRLTG+HETADINTF WGVANRGASIRVGRDTEK GKGYFEDRRPASNMDP
IAAYGEGNERRLTGRHETADINTFLWGVANRGAS IRVGRDTEKAGKGYFEDRRPASNMDP

YIVISMYAETTLLWNP 317
Y+VTSM A+TT+ILW P
YVVTSMIADTTILWKP 356

61

101

121

160

181

220

241

280

301

340

GLN2_PHAVU GLUTAMINE SYNTHETASE PR-2 (ISOZYME ALPHA) (GLUTAMATE-~EMMONIA

LIGASE)
Length = 356

93 bits (1513), Expect = e-169

= 271/316 (85%), Positives = 296/316 (92%), Gaps = 1/316 (0%)
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Query: 2 GPVDDPSKLPKWNYDGSSTGQAPGEDSEVILYPQAIFKDPFRRGNNILVICDCYTPAGEP 61
GPVDDP+KLPKWNYDGSST QAPG+DSEVILYPQAIFKDPFRRGNNILVICD YTPAGEP
Sbjct: 42 GPVDDPAKLPKWNYDGSSTDQAPGDDSEVILYPQAIFKDPFRRGNNILVICDVYTPAGEP 101

Query: 62 IPTNKMCHNAAKIFSNPDVVVEEPWYGLEAEYTLLQRRNYWPLGWPIGGFPGLQGPYYCG 121
+PTNK ++AARKIFS+PDVV E PWYG+E EYTLLQ+ WPLGWP+GG+PG QGPYY™G
Sbjct: 102 LPTNKR-YDAAKIFSHPDVVAEVPWYGIEQEYTLLQKDVNWPLGWPLGGYPGPQGPYYCG 160
Query: 122 IGSGKAFGRDIVDAHYKAYIYAGINISGINGEVMPGQWEFQVGLQVGIASGDEVWAARRYI 181
+G+ KA+GRDIVDAHYKA +YAGINISGINGEVMPGQWEFQVG VGI++GDEVWAARYI
Sbjct: 161 VGADKAYGRDIVDAHYKACVYAGINISGINGEVMPGQWEFQVGPSVGISAGDEVWAARYI 220
Query: 182 LERITEIAGVVVSFDPKPIPGDWNGAGAHTNYSTKSMRNEGGYEVIKKAIEKLGLRHKEH 241
LERITE+AG VVSFDPKPIPGDWNGAGAH+NYSTKSMR EGGYEVIKKAIEKLGLRHKEH
Sbjct: 221 LERITELAGAVVSFDPKPIPGDWNGAGAHSNYSTKSMREEGGYEVIKKATEKLGLRHKEH 280
Query: 242 IAARYGEGNERRLTGKHETADINTFKWGVANRGASIRVGRDTEKEGKGYFEDRRPASNMDP 301
IAAYG+GNERRLTG+HETADINTF WGVANRG+S+RVGRDTEK+GKGYFEDRRPASNMDP
Sbjct: 281 IAAYGKGNERRLTGRHETADINTFSWGVANRGSSVRVGRDTEKQGKGYFEDRRPASNMDP 340
Query: 302 YIVTSMYAETTLLWNP 317

Y+VTSM RAETT+LW P
Sbjct: 341 YVVTSMIAETTILWKP 356

Figura I11.8: Comparagdo e alinhamento da sequéncia deduzida de amino4cidos do cDNA T5F8.1A
(“query”) com sequéncias de aminoacidos de polipeptideos de subunidades da GS de varias plantas
superiores. Para o alinhamento utilizaram-se as 5 sequéncias existentes na base de dados que obtive-
ram as melhores pontuagSes na busca de homologias aminoacidicas com o programa BLAST. Os resi-
duos perfeitamente conservados estdio representados pela respectiva letra entre as duas sequéncias € 0s
residuos “bem conservados” estdo representados por um sinal +. Os residuos de aminoacidos assinala-
dos a cores correspondem a regides ou a residuos conservados entre as subunidades da GS. As se-
quéncias representadas correspondem as subunidades citosdlicas da GS de: Oryza sativa
(GLN3_ORYSA); Vitis vinifera (GLN2_VITVI e GLNI1_VITVI);, Vigna aconitifolia
(GLNA_VIGAC) e Phaseolus vulgaris (GLN2_PHAVU).

Pelo alinhamento das sequéncias de aminoacidos é possivel verificar que a homologia
da sequéncia de aminodcidos deduzida do cDNA T5F8.1A (figura I11.8) inicia-se no residuo
41 / 42 das sequéncias existentes na base de dados, sendo a percentagem de homologia de
92% e variando a de igualdade entre 85 ¢ 87%. Nao ¢ possivel observar o aminoacido corres-
pondente ao c6ddo de iniciagdo (metionina), sendo, no entanto, possivel reconhecer as 4 se-
quéncias conservadas, assim como os aminoacidos conservados entre as subunidades da GS, a
excepgdo de um dos residuos conservados de cisteina. Ndo é possivel observar os 16 residuos
de aminodcidos, assim como os residuos de cisteina caracteristicos das subunidades da GS2.
Estes resultados vém reforgar a observagio feita do alinhamento das sequéncias nucleotidicas,
permitindo concluir que este cDNA codifica uma subunidade citosélica da GS, encontrando-
se truncado a 5°. Por comparagdo com estas sequéncias é possivel inferir que este cDNA codi-

fica um polipeptideo que corresponde a cerca de 89 % de um polipeptideo completo.
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Tabela II1.3: Resultados da comparaggo nucleotidica do cDNA do clone C1A1A

Sequences producing significant alignments: (bits) Value
gb|U14754|LEU14754 Lycopersicon esculentum glutamine synthe... 710 0.0
gb|IM19055]| TOBCPGS N.plumbaginifolia chloroplast glutamine s... 333 3e-89
emb}X95933|NTGLN13GN N.tabacum mRNA for glutamine synthetas... 258 2e-66
emb | X95932 [NTGLN15GN N.tabacum mRNA for glutamine synthetas... 155 2e-35
gb|AF019559|AF019559 Daucus carota clone CGS102 cytosolic g... 151 3e-34
emb|Y08681|AGGLN1 A.glutinosa mRNA for glutamine synthetase 145 2e-32
dbj |AB026248.1|AB026248 Lithospermum erythrorhizon mRNA for... 137 4e-30
emb |X60092 | LSGLUSYN L.sativa mRNA for glutamine synthetase 133 6e-29
gb1846513]846513 cytosolic glutamine synthetase [Glycine ma... 129 9e-28
emb |X14605|PVGSGl French bean mRNA for glutamine synthetase... 121 2e-25
gb(M10159|PHVGS3E P.vulgaris L. glutamine synthetase (GS) m... 121 2e~25
emb{X82997.1|{BNGLN B.napus mRNA for cytosolic glutamine syn... 119 9e-25
gb|AF005032.1|AF005032 Helianthus annuus cytosolic glutamin... 115 1le-23
emb|X94299.1|LICYTGLSY L.japonica mRNA for cytosolic glutam... 113 6e-23
emb|Y12460.1|BNGSR22 Brassica napus mRNA for cytosolic glut... 111 2e-22
emb|Y12459.1|{BNGSR12 Brassica napus mRNA for cytosoclic glut... 111 2e-22
gb|U68220|BNU68220 Brassica napus glutamine synthetase (LSC... 111 2e-22
dbj |D25326 | RADGS1GC Raphanus sativus mRNA for glutamine syn... 111 2e-22
emb [X76736.1|BNGLUTS B.napus mRNA for cytosolic glutamine s... 111 2e-22
emb|Y10267 IMTY10267 M.truncatula mRNA for glutamine synthet... 107 3e-21

Tabela I11.4: Resultados da comparagdo aminoacidica do clone C1A1A

Score E

Sequences producing significant alignments: (bits) Value
sp|P12424|GLNA NICPL GLUTAMINE SYNTHETASE (GLUTAMATE-—-AMMON... 158 2e-39
spl004867|GLN1_ALNGL GLUTAMINE SYNTHETASE (GLUTAMATE--AMMON... 155 3e-38
splP51118|GLN1_VITVI GLUTAMINE SYNTHETASE CYTOSOLIC ISOZYME... 155 3e-38
sp|{P2403%9|GLN1_SOYBN GLUTAMINE SYNTHETASE CYTOSOLIC ISOZYME... 153 le-37
sp|P51119|GLN2 VITVI GLUTAMINE SYNTHETASE CYTOSOLIC ISOZYME... 151 4e-37
sp|P04771|GLN2_PHAVU GLUTAMINE SYNTHETASE PR-2 (ISOZYME ALP... 151 4e-37
spiP04770|GLN1_PHAVU GLUTAMINE SYNTHETASE PR-1 (ISOZYME BET... 151 4e-37
sp{P32289|GLNA VIGAC GLUTAMINE SYNTHETASE NODULE ISOZYME (G... 151 4e-37
spiP04078 | GLNA MEDSA GLUTAMINE SYNTHETASE (GLUTAMATE--AMMON... 151 4e-37
sp!P23712|GLNA LACSA GLUTAMINE SYNTHETASE (GLUTAMATE--AMMON... 150 6e-37
spiQ43066|GLN4_PEA GLUTAMINE SYNTHETASE ROOT ISOZYME B (GLU... 149 2e-36
splP07694 |GLN1 PEA GLUTAMINE SYNTHETASE ROOT ISOZYME (GLUTA... 149 2e-36
sp{P14654 |GLN1_OCRYSA GLUTAMINE SYNTHETASE ROOT ISOZYME (GLU... 148 2e-36
spiP38559|GLN1_MAIZE GLUTAMINE SYNTHETASE ROOT ISOZYME 1 (G... 148 3e-36
splP00965|GLN3_PHAVU GLUTAMINE SYNTHETASE N-1 (ISOZYME GAMM... 148 3e-36
sp|P52783|GLNA_PINSY GLUTAMINE SYNTHETASE CYTOSOLIC ISOZYME... 148 3e-36
sp|P38563|GLNS _MAIZE GLUTAMINE SYNTHETASE ROOT ISOZYME 5 (G... 147 T7Je-36
sp|P38560|GLN2_MAIZE GLUTAMINE SYNTHETASE ROOT ISOZYME 2 (G... 146 1le-35
sp|P14656|GLN3_ORYSA GLUTAMINE SYNTHETASE SHOOT ISOZYME (GL... 146 1le-35
sp|Q06378 |GLN3 _HORVU GLUTAMINE SYNTHETASE (GLUTAMATE--AMMON... 145 2e-35

A comparag@o das sequéncias de nucledtidos e de aminoacidos do cDNA CI1AlA com
sequéncias da base de dados revelou, & semelhanga do clone anterior, uma homologia elevada
com cDNAs que codificam subunidades citosolicas da GS. Quer a nivel nucleotidico, quer a
nivel aminoacidico verifica-se que os resultados de homologia mais elevada recaem sobre
espécies da familia SOLANACEAE.

TTAAGACTTCTATTTTCATTATGTCTCCGCTTTCAGATCTTATCAGCCTCAATCTCTCTGAT TCTACCCAGAAAATC

| I | | | f |
10 20 30 40 50 60 70

ATCGCTGAATACATATGGATAGGTGGATCAGGCATGGACTTAAGGAGCAAGGCCAGGACTCTTTCTGGTCCTGTTAC

| | [ | J | | !
80 920 100 110 120 130 140 150
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TGATCCTTCAGAACTACCCARATGGAACTATGATGGATCTAGCACAGGTCAAGCTCCTGGAGARGATAGTGAAGTGA

| I ! ] ! f I !
160 170 180 190 200 210 220 230

TCTTATACCCTCAAGTATACTTTAAGGATCCATTCAGAAGAGGCARCRATATC TTGGTCATGTGTGATGCCTATACT

I I i | | | I
240 250 260 270 280 290 300

CCTGCTGGCGAGCCTATCCCGACABACAAGAGGCATGCTGCTGCCAAGATCTTCAGCAACCCTGATGTTGTTGCTGA

| | | I | f ] I
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! | ] I | I | |
390 400 410 420 430 440 450 460

GAGGCTTCCCTGGACCTCAGGGACCATACTACTGTGGAACCGGAGCTGATARGGCCTTTGGACGTGATATTGTGGAC
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Figura IT1.9 — Alinhamento optimizado das sequéncias de cDNA C1A1A (sequéncia de cima ¢ a azul)
e NTGLN13GN (sequéncia de baixo) que codifica uma subunidade da GS1 (g/n 1-3) em Nicotiana
tabacum. Os pontos (*) indicam conservagdo de nucledtidos entre as duas sequéncias. Os niumeros
representam as posigdes dos nucle6tidos em cada uma das sequéncias.

Pelo alinhamento destas duas sequéncias (figura I119) ¢ possivel verificar que a homo-
logia entre elas inicia-se ao nivel da posigfio 237 da sequéncia NTGLN13GN de N. rabacum
(51). Por comparagdo, infere-se que o cDNA do clone C1A1A encontra-se truncado a 5°, ndo
possuindo a porgdo 5 ndo traduzida, assim como grande parte da regidio codificante da porgdo
N-terminal. Tendo em consideragio a sequéncia NTGLN13GN estima-se que o cDNA isola-

do corresponda a 39,97% deste clone.

sp|P12424|GLNA NICPL GLUTAMINE SYNTHETASE (GLUTAMATE--AMMONIA LIGASE)
Length = 356

Score = 159 bits (398), Expect = 2e-39
Identities = 76/83 (91%), Positives = 81/83 (97%), Gaps = 1/83 (1%)

Query: 1 LGLKHKEHIAAYGEGNERRLTGKHETANINT FKWGFANRGASVRVGRDTEKAGKGYFED- 59
LGLKHKEHIAAYGEGNERRLTGKHETANI+TFKWG ANRGASVRVGRDTEKAGKGYFED
Sbjct: 273 LGLKHKEHIAAYGEGNERRLTGKHETANISTFKWGVANRGASVRVGRDTEKAGKGYFEDR 332

Query: 60 RPASNMDPYVVTSMIAETTIVGZ 82
RPASNMDPYVVT+MIA+TTI+G+
Sbjct: 333 RPASNMDPYVVTAMIADTTIIGK 355

sp|004867 | GLN1_AINGL GLUTAMINE SYNTHETASE (GLUTAMATE--AMMONIA LIGASE) (GS(1))
Length = 356

Score = 155 bits (387), Expect = 3e-38
Identities = 73/84 (86%), Positives = 80/84 (94%), Gaps = 1/84 (1%)

Query: 1 LGLKHKEHIAAYGEGNERRLTGKHETANINT FKWGFANRGASVRVGRDTEKAGKGYFED- 59
LGL+HKEHIAAYGEGNERRLTG+HETA+INTFKWG ANRGAS+RVGRDTEK GKGYFED
Sbjet: 273 LGLRHKEHIAAYGEGNERRLTGRHETADINTFKWGVANRGASIRVGRDTEKEGKGYFEDR 332

Query: 60 RPASNMDPYVVTSMIAETTIVGZP 83
RPASNMDPYVVTSMIAETT++ +P
Sbjct: 333 RPASNMDPYVVTSMIAETTLLWKP 356
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sp|251113|GLNl_VITVI GLUTAMINE SYNTHETASE CYTOSOLIC ISOZYME 1 (GLUTAMATE--AMMONIA
LIGASE)
Length = 356

Score = 155 bits (387), Expect = 3e-38
Identities = 74/84 (88%), Positives = 80/84 (95%), Gaps = 1/84 (1%)

Query: 1 LGLKEKEHIAAYGEGNERRLTGKHE TANINT FKWGFANRGASVRVGRDTEKAGKGYFED- 59
LGL+HKEHIAAYGEGNERRLTG+HETA+INTF WG ANRGAS+RVGRDTEKAGKGYFED
sbjct: 273 LGLRHKEHIAAYGEGNERRLTGRHETADINTFLWGVANRGASIRVGRDTEKAGKGYFEDR 332

Query: 60 RPASNMDPYVVTSMIAETTIVGZP 83
RPASNMDPYVVTSMIAETTI+ +P
Sbjct: 333 RPASNMDPYVVTSMIAETTILWKP 356

sp|P24099|GLN1_SOYBN GLUTAMINE SYNTHETASE CYTOSOLIC ISOZYME (GLUTAMATE--AMMONIA LIGASE)
Length = 355

Score = 153 bits (382), Expect = le-37
Identities = 74/84 (88%), Positives = 79/84 (93%), Gaps = 1/84 (1%)

Query: 1 LGLKHKEHIAAYGEGNERRLTGKHETANINT FKWGFANRGASVRVGRDTEKAGKGYFED- 59
LG KHKEHIAAYGEGNERRLTG+HETA+INTF WG ANRGASVRVGRDTEKAGKGYFED
Sbjct: 272 LGKKHKEHIAAYGEGNERRLTGRHETADINTFLWGVANRGASVRVGRDTEKAGKGYFEDR 331

Query: 60 RPASNMDPYVVTSMIAETTIVGZP 83
RPASNMDPYVVTSMIA+TTI+ +P
Sbjct: 332 RPASNMDPYVVTSMIADTTILWKP 355

spiP51119|GLN2_VITVI GLUTAMINE SYNTHETASE CYTOSOLIC ISOZYME 2 {(GLUTAMATE--AMMONIA
LIGASE)
Length = 356

Score = 151 bits (378), Expect = 4e-37
Identities = 72/84 (85%), Positives = 79/84 (93%), Gaps = 1/84 (1%)

Query: 1 LGLKHKEHIAAYGEGNERRLTGKHE TANINT FKWGFANRGASVRVGRDTEKAGKGYFED- 59
LGL+HKEHIAAYGEGNERRLTG+HETA+INTF WG ANRGAS+RVGRDTEK GKGYFED
Sbjct: 273 LGLRHKEHIAAYGEGNERRLTGRHETADINTFLWGVANRGASIRVGRDTEKEGKGYFEDR 332

Query: 60 RPASNMDPYVVTSMIAETTIVGZP 83
RPASNMDPYVVTSMIAE+TI+ +P
Sbjct: 333 RPASNMDPYVVTSMIAESTILWKP 356

Figura II1.10: Comparagdo e alinhamento da sequéncia de aminoécidos deduzida do cDNA C1Al1A
(“query”) com sequéncias de aminoacidos de polipeptideos da GS de varias plantas superiores. Para o
alinhamento utilizaram-se as 5 sequéncias existentes na base de dados que obtiveram as melhores pon-
tuagdes na busca de homologias aminoacidicas com o programa BLAST. Os residuos perfeitamente
conservados estdo representados pela respectiva letra entre as duas sequéncias ¢ os residuos “bem con-
servados” estiio representados por um sinal +. Os residuos de aminoacidos assinalados a amarelo cor-
respondem 4 regido IV das subunidades da GS. As sequéncias representadas correspondem as subuni-
dades citosolicas da GS de: Nicotiana plumbaginifolia (GLNA _NICPL); Alnus glutinosa
(GLN1_ALNGL); Vitis vinifera (GLN1_VITVI; GLN2_VITVI) e Glycine max (GLN1_SOYBN).

Pelo alinhamento das sequéncias de aminoacidos (figura II1.10) é possivel verificar que
a homologia do clone C1A1A inicia-se no residuo 272 / 273 das sequéncias existentes nas ba-
ses de dados, sendo a percentagem de homologia compreendida entre 93 € 97% e a de igual-
dade entre 85 € 91%. Nao é possivel observar o aminoacido correspondente ao coddo de inici-
a¢do, assim como nfo se detectam os trés primeiros segmentos conservados entre as subuni-

dades da GS. Também nfio se observam os 16 residuos de aminoacidos, assim como o0s resi-

135



Resultados

duos de cisteina, caracteristicos das subunidades da GS2. Estes resultados apoiam o observa-
do no alinhamento das sequéncias nucleotidicas, permitindo concluir que este cDNA codifica
uma subunidade citosélica da GS, encontrando-se bastante truncado a 5°. Por comparagdo
com estas sequéncias, ¢ possivel inferir que este cDNA codifica um polipeptideo que corres-

ponde a cerca de 23% de um polipeptideo completo da GS1.
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Figura III.11: Comparagéo ¢ alinhamento das sequéncias de cDNA T5F8.1A (cima) e C1A1A (baixo).
Os coddes STOP estio assinalados a vermelho. A homologia de bases azotadas entre as duas sequén-
cias encontra-se representada por °.
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Figura III.12: Comparag#o e alinhamento das sequéncias de cDNA T5F8.1A (cima) ¢ 14A1.2 (baixo).
Os c6ddes STOP estdo assinalados a vermelho. A homologia de bases azotadas entre as duas sequén-
cias encontra-se representada por .
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Figura IIL.13: Comparagdo e alinhamento das sequéncias de cDNA C1A1A (cima) ¢ 14A1.2 (baixo).
Os co6ddes STOP estdio assinalados a vermelho. A homologia de bases azotadas entre as duas sequén-
cias encontra-se representada por «.

Da analise dos alinhamentos das sequéncias nucleotidicas dos cDNAs que codificam as

subunidades da GS de batateira (figuras I11.11 a 13) ¢ possivel verificar, de um modo geral, a

existéncia de uma elevada homologia entre todos os cDNAs na porgdo codificante até ao co-
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ddo STOP. No entanto, na regido 3’ ndo traduzida essa homologia deixa de ser tdo elevada,
sendo a diferenga entre os cDNAs mais evidente quando se compara o clone 14A1.2 com os
clones que codificam subunidades da GS1 (TS5F8.1A e C1A1A). Esta caracteristica permitird
a elaboragdo de sondas especificas para cada cDNA utilizando apenas a regido 3’ ndo traduzi-
da.

Da comparagao entre os cDNAs TSF8.1A e C1A1A, relacionados com subunidades ci-
tosolicas da GS, ¢ possivel ainda verificar que a por¢do 3” ndo traduzida do cDNA Cl1AlA
apresenta aproximadamente mais 20 nucledtidos que 0 cDNA T5F8.1A. Esta diferenga no
tamanho na regido 3’ nio traduzida podera ter influéncia na eficiéncia da tradugéio e/ou na es-

tabilidade dos mRNAs.
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Figura II1.14: Comparagdo e alinhamento das sequéncias deduzidas de aminoacidos dos cDNAs
TSF8.1A (TSF prot GJ); C1A1A (C1A prot GJ) e 14A1.2 (14A prot GJ). A numeragdo representa a
posigdo dos residuos de aminoacidos em relagdo a sequéncia aminoacidica deduzida do cDNA
T5F8.1A. Os aminoacidos perfeitamente conservados encontram-se representados por *; 0s aminoaci-
dos “bem conservados” estdo representados por |.

Na figura III.14 ¢ possivel observar a existéncia de uma elevada homologia entre as trés
sequéncias aminoacidicas deduzidas dos cDNAs em estudo. E de salientar que esta homologia
¢ mais elevada quando comparadas as sequéncias relativas as subunidades citosolicas

(TSF8.1A e C1A1A) do que quando estas sdo comparadas com a sequéncia deduzida do
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¢DNA 14A1.2. Nesta ultima ¢ possivel verificar a presenga dos 16 residuos de aminoacidos
caracteristicos das subunidades plastidiais da GS, os quais estdo ausentes nas outras duas se-
quéncias. Por haver dessemelhangas entre as trés sequéncias deduzidas de aminoéacidos ¢ pos-
sivel concluir que os polipeptideos resultantes da tradugdo dos mRNAs relativos aos clones de
¢DNA em estudo sdo diferentes entre eles, sugerindo a possivel ocorréncia de pelo menos trés
polipeptideos distintos da GS em Solanum tuberosum L., sendo dois relacionados com subu-
nidades citosolicas e o terceiro relacionado com a subunidade plastidial da GS. Estas sequén-
cias foram submetidas a base de dados “GenBank” e podem ser acedidas utilizando os nume-

ros de acesso indicados na tabela no seguinte enderego da Internet: www.ncbi.nlm.nih.gov

¢DNA | ntimero de acesso

14A1.2 AF302113
ClAlA AF302114
T5F8.1A AF302115

RACE &’

Na tentativa de isolar as por¢des correspondentes as extremidades 5° dos cDNAs reali-
zaram-se varias abordagens tendo por base a técnica de RACE 5°. Os resultados obtidos com

o “kit” “5> RACE System for Rapid Amplification of cDNA Ends, Version 2.0” (Life Te-

chnologies), relativos ao primeiro PCR, podem ser visualizados na figura que se segue:

Figura I11.15: Separagdo electroforética em gel de agarose 0,8% (p/v) de 20 uL.
das primeiras reacgdes de PCR da técnica RACE utilizada de acordo com o pro-
cedimento referido no texto. 1 — DNA de fago lambda digerido com EcoRI e
Hindlll (250 ng); 2 — C1A1A; 3 — 14A1.2 e 4 - T5F8.1A.

Os tamanhos minimos esperados para os amplificados resultantes da reac¢do de PCR
com os oligonucledtidos iniciadores AAP e “GSP2” seriam: C1A1A — 1080 bp, 14A1.2 —
1090 e TSF8.1A — 800 bp. Segundo os autores, o ndo aparecimento de bandas nesta fase da

técnica é muito frequente, mas no entanto foi possivel verificar na quarta pista surgiram ban-
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das as quais poderdo ser reflexo da amplificagdo de fragmentos de DNA relacionados com o
clone de cDNA T5F8.1A na figura II1.15. Analisando os tamanhos obtidos com os esperados
verifica-se que apenas a banda de maior tamanho presente na pista 4 corresponde aquela de
potencial interesse para a técnica em questdo.

Apo6s diluigio dos produtos da primeira reacgdo e da execugdo da segunda reacgdo de
PCR procedeu-se a anélise de 15 pL dos produtos desta reac¢do e que se pode observar na

figura I11.16.

Figura II1.16: Separagdo electroforética em gel de agarose 0,8% (p/v) de 15
uL das segundas reacgdes de PCR da técnica RACE utilizada de acordo com
o procedimento referido no texto. 1 — DNA de fago lambda digerido com
EcoRI e HindIll (250 ng); 2 — C1A1A; 3 —14A1.2 ¢ 4 - T5F8.1A.

Os tamanhos esperados minimos para as bandas a obter apds a analise electroforética
para os diferentes clones de cDNA seriam: C1A1A — 1070 bp, 14A1.2 — 834 bp e TSF8.1A —
600 bp. Analisando a figura I11.16 € possivel observar que o padrio de bandas obtido € sobre-
ponivel ao obtido para a primeira reacgdo de PCR, ndo surgindo, portanto, bandas nas pistas
relativas aos clones C1A1A e 14A1.2 e surgindo bandas com os mesmos tamanhos aproxima-
dos dos obtidos na primeira reacgdo para o clone T5F8.1A.

O volume remanescente de ambas as reacgdes do clone T5F8.1A foi aplicado na sua to-
talidade para posterior excisdo das bandas do gel de agarose e clonagem do DNA delas isola-

do.

As reacgdes de RT e as reacgdes com a enzima TdT foram repetidas fazendo variar as
condi¢des de funcionamento das enzimas e os tempos de incubagdo de acordo com as instru-
¢des do fabricante. Sobre cada variante repetiram-se as reacgdes de PCR, diminuindo ou au-
mentando a temperatura de emparelhamento, assim como o volume aplicado no gel. Os resul-
tados obtidos nfo variaram significativamente dos representados nas figura I11.15 ¢ I11.16 pelo

que ndo sdo representados. Os resultados obtidos recorrendo ao “kit” “Marathon cDNA Am-
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plification Kit” (Clontech) podem ser visualizados na figura II.17. Os tamanhos esperados

para estes amplificados correspondem aos mesmos descritos para a figura IIL15.

Figura II1.17: Separagdo electroforética em gel de agarose 0,8% (p/v) de 15 pL
da reacgdo de PCR da técnica RACE utilizada de acordo com o procedimento
referido no texto. 1 — 2,5 uL de “Hyperladder” (BioLine — Reino Unido); 2 —
ClAIlA; 3 -14A1.2e4 - TSF8.1A.

A anilise da figura anterior permite verificar a ocorréncia de amplificagdo na reacgdo

relativa ao clone TSF8.1A, na qual surgiram 2 bandas, uma com 600 e outra com 800 bp, sen-

do esta tltima do tamanho minimo esperado quando tomado com referéncia o cDNA de Nico-

tiana plumbaginifolia (195). O volume remanescente da reac¢do do clone T5F8.1A foi apli-

cado na sua totalidade para posterior isolamento das bandas do gel de agarose e clonagem do

DNA nelas contido num vector apropriado.

A técnica de RACE 5’ por ligagdo directa dos hibridos cDNA-mRNA resultantes das

reacgdes de RT a faguemidios permitiu, apds o rastreio de inimeras coldnias, isolar 4 clones

portadoras de fragmentos de insergdo através da andlise de restrigio dupla com enzimas que

flanqueiam os locais de restrigio Smal ou EcoRV do vector PSK das minipreparagbes de

DNA plasmidico realizadas. As figuras que se seguem sio relativas as separagdes dos produ-

tos de restri¢do das miniprepara¢des de DNA referidas.

1 23

Figura II1.18: Andlise dos produtos de digestdo dupla de 3 pL das
preparagdes de DNA plasmidico obtidas a partir das col6nias “posi-
tivas” resultantes da técnica de RACE descrita no texto. Ap6s restri-
¢do com as enzimas Sacl e Hindlll os produtos de restrigdo foram
separados em gel de agarose 1% (p/v) utilizando TAE 1x como
tampdo de separagéo e visualizados com luz ultravioleta. A — obten-
¢80 do clone designado C1A6 (pista 2); pistas: 1 — DNA de fago
lambda digerido com as enzimas EcoRI e Hindlll (250 ng); 2,3 e 4
— minipreparagdes de DNA plasmidico das colénias 6, 7 e 8, respec-
tivamente; 5 — PSK linearizado. B — obtengio do clone designado
C1A11; pistas: 1 — DNA de fago lambda digerido com as enzimas
EcoRI e HindIll (250 ng); 2 — PSK linearizado € 3 — minipreparagdo
de DNA plasmidico da colénia 11.

142



Resultados

Da analise da figura I11.18 foi possivel verificar que o fragmento contido no clone C1A6
apresenta um tamanho de cerca de 450 bp e que o contido no clone C1A11 ¢ inferior ao pri-
meiro, apresentando cerca de 100 a 125 bp de tamanho. Ambos os clones obtidos apresentam
fragmentos de inser¢do cujo tamanho € inferior a0 minimo esperado para um fragmento a ob-

ter pela técnica de RACE 5” para o cDNA C1A1A (1100 bp).

P S I
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Figura I11.19: Anélise dos produtos de digestdo dupla de 2 pL das preparagdes de DNA plasmidico ob-
tidas a partir das colonias “positivas” resultantes da técnica de RACE descrita no texto para o cDNA
14A1.2. Apos restrigdo com as enzimas Sacl e Clal os produtos de restrigio foram separados em gel de
agarose 0,8% (p/v), utilizando TAE 1x como tampéo de separagio, € visualizados com luz ultravioleta.
Pistas: 1 — DNA de fago lambda digerido com as enzimas EcoRI e Hindlll (150 ng); 2 a 8 — miniprepa-
ragSes de DNA plasmidico das col6nias 2 a 8, respectivamente; 9 — obtengdo do clone designado 14A9;
10 — PSK linearizado.

Da anélise da figura II1.19 pode observar-se o isolamento de um clone de cDNA com
cerca de 1,6 kb, ou seja, com tamanho superior ao tamanho esperado minimo para o clone
14A1.2 (1300 bp).

Figura I11.20: Analise dos produtos de digestdo dupla de 3 pL das
preparagdes de DNA plasmidico obtidas a partir das colénias “posi-
tivas” resultantes da técnica de RACE descrita no texto para o
¢DNA TS5F8.1A. Ap6s restrigdo com as enzimas Sacl € HindlIl os
produtos de restrigdo foram separados em gel de agarose 0,8% (p/v),
utilizando TAE 1x como tampdo de electroforese, e visualizados
com luz ultravioleta. Pistas: 1 — DNA de fago lambda digerido com
as enzimas EcoRI e HindlIll (250 ng); 2 — PSK linearizado; 3 — ob-
tengdo do clone designado TSF1; 4 a 8 — minipreparagdes de DNA
plasmidico das col6nias 2 a 6, respectivamente.
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Da analise da figura I11.20 € possivel verificar que o fragmento de insergéo presente no
clone T5F1 possui um tamanho aproximado de 1000 bp, inferior ao tamanho minimo espera-
do para os fragmentos de DNA resultantes quando esta técnica € efectuada para o cDNA
T5F8.1A (1100 bp).

Para verificar se os clones isolados eram ou ndo portadores de fragmentos de insergio
relacionados com os clones que codificam a GS em batateira procedeu-se & execugio de reac-
¢des de PCR utilizando oligonucleétidos iniciadores especificos da GS. Os resultados espera-

dos podem ser visualizados na figura I11.21.
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Figura I11.21: Representagio esquematica dos locais de emparelhamento dos oligonucledtidos iniciadores
utilizados nas reac¢des de PCR descritas no texto. A azul representa-se o iniciador a 5° € a vermelho o ini-
ciador a 3’ das extremidades dos fragmentos que se pretende amplificar. A barra preta representa o produto
amplificado € o seu tamanho. A barra azul representa o0 cDNA molde e a verde representa-se o tamanho do
DNA molde em pares de base (bp).
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Figura IT1.22: Separagdo electroforética em gel de agarose de 15 pL das reacgdes de PCR descritas no
texto. A — clone 14A9, iniciadores GSF1 e GSR2, malha 0,8% (p/v); B — clones T5F1 ¢ C1A®6, iniciado-
res GSF6 e GSR6, matha 1,2% (p/v). Pistas: 1 ¢ 3 — DNA de fago lambda digerido com EcoRI e Hindlll
(250 ng); 2 — reacgdo de PCR do clone 14A; 4 —reacg¢do de PCR do clone T5F1 e 5 —reac¢do de PCR
do clone C1A6. Nio se procedeu a analise com o clone C1A11 por este ser muito pequeno.

Na figura II1.22 ¢ possivel verificar a ocorréncia de bandas em todos as pistas, indicagdo
de ter ocorrido amplificagdo de DNA nas reacg¢des de PCR executadas. Os oligonucleétidos
iniciadores utilizados na amplificagdo dos fragmentos de DNA observados em A, em relagéo
ao clone 14A9, originaram uma banda de aproximadamente 430 bp, a qual estd de acordo
com o esperado para esta combinagfo de iniciadores. Nas pistas 4 ¢ 5 (em B) surge uma ban-
da de aproximadamente 80 bp cujo tamanho também esta de acordo com o esperado para esta
situagdio. Com base nestas observagdes conclui-se que os clones isolados por este método sdo

portadores de cDNAs relacionados com mRNAs da GS em batateira.

CARACTERIZACAO DA FAMILIA DE GENES DA GS

“SOUTHERN BLOTTING”

Para averiguar o niimero possivel de copias de genes a codificar a GS na batateira pro-
cedeu-se a analise do genoma desta planta por “Southern blotting”.

Antes de proceder a restrigdo do DNA genémico avaliou-se a integridade do DNA ge-
némico extraido por aplicagdo de uma aliquota da preparagiio em mini-gel de agarose. Como
¢ possivel observar na figura I11.23, 0 DNA genémico extraido surge como uma banda tnica,

de elevado tamanho molecular, sem arrastamento para os tamanhos moleculares mais baixos,
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indicando que este DNA gendmico se encontra ndo degradado, integro e utilizavel para a téc-

nica em questdo.

Figura I11.23: Separagfo electroforética, em gel de agarose 0,8% (p/v),
de 2 pL de uma diluigio 1:100 de duas preparagdes de DNA genémico
de batateira, usando TAE 1x como tamp3o de electroforese. Pistas: 1 —
2,5 uL. de marcador de tamanho molecular (“Hyperladder”, Bioline —
Reino Unido); 2 € 3- DNA genémico; 4 — 250 ng de DNA de fago A
digerido com EcoRI e HindlIlL

No final da restrigio procedeu-se & determinag¢do da eficiéncia da restrigdo enzimatica
procedendo a separagdo electroforética de uma aliquota das reacgdes de restrigdo. Na figura
I11.24 ¢ possivel verificar que nas pistas 3 a 5 surge DNA ao longo de toda a pista, devido ao
facto de surgirem fragmentos de todos os tamanhos, formando uma espécie de arrastamento
desde o pogo até aos tamanhos moleculares mais baixos. Em algumas regides é possivel ob-
servar algumas bandas mais fortes, resultantes da sobreposig¢io de fragmentos com tamanho
molecular aproximado. Com base nestas observagdes foi possivel verificar que a digestdo do

DNA genomico tinha sido completa, continuando-se com o procedimento.

Figura I11.24: Separagdo electroforética, em gel de agarose 0,8 % (p/v),
de 1 pL da restrigdo enzimatica de DNA genémico de batateira, usando
TAE 1x como tampéo de electroforese. Pistas: 1 — 100 ng de DNA de
fago A digerido com EcoRI e Hindlll; 2 — pista vazia; 3 — DNA genémico
digerido com EcoRl; 4 — DNA genémico digerido com EcoRV; 5 — DNA
gendmico digerido com Xbal.
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Figura I11.25: Analise por Southern blotting do DNA genémico isolado
de folhas jovens de batateira. Foram digeridos 5 pg de DNA genémico
com as enzimas de restri¢do EcoRI, EcoRV e Xbal e hibridados com
uma sonda homoéloga conservada (TSF8.1A), marcada com digoxigeni-
na durante uma reac¢do de PCR. As barras laterais numeradas indicam
a posigdo das bandas resultantes da hibridag@io da sonda com os frag-
mentos de DNA resultantes das restri¢des executadas. Cores: verde —
restrigdo com EcoRI; vermelho — restri¢io com EcoRV e azul — restri-
¢do com Xbal. O filme de autorradiografia foi revelado ao fim de 20
minutos de exposigdo. A imagem corresponde a cerca de 90% do tama-
nho original.

Da analise da figura II1.25 é possivel observar que a sonda utilizada permitiu detectar
vérias sequéncias relacionadas com os genes que codificam a GS nos 5 pg de DNA genémico
de batateira digeridos, o que se traduziu no aparecimento de bandas nas diferentes pistas. Nes-
te ensaio foram utilizadas enzimas que se sabe nio existirem locais de restrigdo no cDNA uti-
lizado como sonda. Na pista relativa a restrigdo efectuada com a enzima EcoRI (barras ver-
des) sdo visualizadas 3 bandas, com tamanhos aproximados de 7,5 kb, 6,7 kb e 4,7 kb. Tam-
bém foi possivel visualizar 3 bandas nas pistas relativas as duas restrigdes restantes: na pista
da restrigio com a enzima EcoRV (barras vermelhas) as bandas surgiram com tamanhos
aproximados de 9,6 kb, 7,4 kb e 7,0 kb; na restrigdo com Xbal (barras azuis) as trés bandas
surgiram com os tamanhos aproximados de 10,1 kb, 9,6 kb e 7,6 kb.

Foi possivel verificar a ocorréncia de trés bandas em todas as pistas utilizando uma son-
da conservada que ndo € passivel de ser digerida pelas enzimas de restri¢do utilizadas, o que
sugere que as bandas detectadas correspondam a fragmentos de DNA pertencentes a genes
distintos € que codificam a GS nesta espécie vegetal. Assumindo verdadeira esta observagéo,
¢ possivel a existéncia de trés genes distintos constituintes da familia multigénica que codifica
a GS na batateira. No entanto, ndo deve ser descurada a hipdtese de haver sobreposi¢do de

dois ou mais fragmentos de restrigio do DNA genomico, sendo por isso, mais correcto afir-
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mar que a familia de genes que codificam a GS em S. tuberosum L. € constituida por, pelo

menos, 3 genes distintos.

“RT-PCR”

Esta técnica foi utilizada para estudar qualitativamente a acumulagfo de transcritos rela-
cionados com os cDNAs em estudo em vidrios 6rgdos da batateira, alguns dos quais em varios
estados fisiologicos distintos (caso da folha e do tubérculo).

Antes de executar esta técnica aplicaram-se 200 ng de cada RNA extraido em mini-gel

de agarose para testar as suas qualidade e integridade (figura II1.26).

Figura I11.26: Separagdio electroforética, em gel de agarose 0,8 %
(p/v), de 200 ng de RNA total de batateira, usando TAE 1x como
tampao de electroforese. Pistas: 1 — raiz; 2 — tubérculo em abro-
lhamento; 3 — tubérculo em crescimento; 4 — brolho; 5 — caule; 6 —
folha senescente; 7 — folha velha; 8 — folha expandida; 9 — folha
jovem.

Na figura anterior é possivel observar duas bandas fortes em cada pista. Estas bandas
sdo relativas aos RNA ribossomais (rRNA) e correspondem a 4700 nucleétidos (28S) e 1900
nucleétidos (18S). Ndo é observavel qualquer sinal de degradagdo destes RNAs, a qual se
manifestaria pela presenga de uma mancha nos baixos tamanhos moleculares; nem qualquer
contaminagfo por DNA genémico, o qual surgiria como uma banda de elevado tamanho mo-
lecular, como descrito anteriormente. A excepgdo a esta ultima observagdo ocotre na pista 6,
relativa ao RNA extraido de folha senescente, € onde é observavel algum DNA genémico per-
to do pogo. Este resultado deve-se ao facto de se tratar de um 6érgdo cujo estado fisiologico,
apesar de ser catabolicamente activo, ndo possuir uma sintese proteica elevada, sendo a pro-
por¢io de RNA:DNA inferior do que em qualquer um dos outras situagdes em estudo. Por
esta razdio, por se carregar 200 ng de RNA no gel, forgosamente carregou-se mais DNA ge-
noémico do que nas outras amostras, sendo este visivel por isso.

Tendo em consideragdo a boa qualidade dos RNAs extraidos procedeu-se as reacgdes
enzimaticas que compdem a técnica de RT-PCR. Os resultados obtidos estdo apresentados na
figura 111.27.
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5 6 7 8 910

Figura I11.27: Separagdo electroforética, em gel de agarose 0,8 % (p/v), de 15 pL da reacgdo de PCR
seguida a reacgdo de RT. Pistas: 1 — 250 ng de DNA de fago A digerido com EcoRlI e HindIlL; 2 - raiz,
3 — tubérculo em abrothamento, 4 — tubérculo em crescimento, 5 — brolho, 6 — caule, 7 — folha senes-
cente, 8 — folha velha, 9 — folha expandida, 10 — folha jovem. A — reacg@io de RT-PCR especifica para
0 cDNA 14A1.2; B —reac¢do de RT-PCR especifica para o cDNA T5F8.1A e C —reacgdo de RT-PCR
especifica para o cDNA C1A1A.

Da figura anterior é possivel observar a presenga de amplificados do cDNA 14A1.2 (A)
nos 6rgios aéreos (caule, folhas — todos os estados de desenvolvimento estudados) indicativos
da presenga do mRNA que codifica a subunidade da GS2. Em contraste com esta observagéo,
foi possivel detectar amplificados relacionados com o clone TSF8.1A em todas as pistas, indi-
cando uma presenga constitutiva deste mRNA em todos os érgdos e situagdes analisados. A
semelhanga do cDNA T5F8.1A que codifica uma subunidade citosélica da GS, € possivel ob-
servar amplificados relacionados com o cDNA C1A1A em todas as pistas, a excepgdo da pis-
ta 2 (raiz). Estes resultados sugerem que este mRNA esta presente em todas as situagdes ana-
lisadas, ndo surgindo, porém, nas raizes.

Devido ao facto de ndo terem sido detectados transcritos relacionados com o clone plas-
tidial e um dos clones citosélicos em alguns 6rgos, torna-se viavel a possibilidade de ocor-

réncia de expressdo diferencial dos diferentes genes que codificam as subunidades da GS.

ANALISE DA EXPRESSAO DOS GENES QUE CODIFICAM A GS COM UMA
SONDA CONSERVADA

A anélise da expressio dos genes da GS em batateira foi feita por “Northern blotting”

recorrendo inicialmente a uma sonda de DNA homéloga (T5F8.1A) marcada com *’P-dCTP,
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como descrito na secgio Material e Métodos. Os resultados da hibridagdo desta sonda, sob

condi¢des de média restringéncia, estdo representados na figura I11.28.

NI .1 o

<+— GS1

Figura I11.28: “Northern blotting” de 10 pg de RNA total de batateira fragmentado em
gel desnaturante de formaldeido de 1,2% (p/v) de malha. R — raiz; TA — tubérculo em
abrolhamento; B — brolho; C — caule; FS — folha senescente; FV — folha velha; FE —
folha expandida e FJ — folha jovem. Os transcritos da GS detectados estdo assinalados
com setas.

Da analise por “Northern blotting”, com a sonda conservada utilizada na hibrida¢go, foi
possivel detectar transcritos de tamanhos diferentes relacionados com a GS: um com aproxi-
madamente 1,5 kb (+ 100 bases) e outro com aproximadamente 1,3 kb (+ 100 bases).

Os transcritos com 1,5 kb foram detectados exclusivamente nos diferentes estados de
folha, tendo a sua abundéncia relativa aumentado do estado de “folha jovem” para “folha ex-
pandida” atingindo o seu méximo de acumulagfo neste. Na “folha velha” ja se verificou um
decréscimo acentuado na sua acumulagdo, sendo praticamente ndo detectavel na pista relativa
a “folha senescente”. Pelo facto de esta banda ser a de maior tamanho e de surgir nos diferen-
tes estados de desenvolvimento das folhas, parece estar relacionada com as subunidades da
GS plastidial ou GS2.

Os transcritos de menor tamanho, com 1,3 kb, foram detectados em todos os 6rgéos e
estados de desenvolvimento estudados, sendo os Unicos detectados nos 6rgéos ndo fotossinté-
ticos. Um aspecto interessante reside no facto de a intensidade relativa das bandas aumentar
gradualmente ao longo dos diferentes estados de desenvolvimento das folhas, sendo o seu
maximo de intensidade observado no estado de “folha senescente”. Por comparagdo com os
resultados obtidos das reacg¢des de RT-PCR, € com base no tamanho, estes transcritos pare-

cem estar relacionados com subunidades citosdlicas da GS ou GS1.
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ANALISE DA EXPRESSA ENES QUE CODIFICAM A M SONDA
ESPECIFICAS

Foram utilizadas sondas de cadeia simples de DNA marcadas com digoxigenina por
PCR a partir de DNA molde, também criado por PCR, como descrito na sec¢do Material e
Métodos.

Foram testados 5 pL de cada reacgio de PCR conducente & preparagio de DNA molde a
ser utilizado na obtengio de sondas marcadas com digoxigenina. Nesta reacgdo utilizou-se
como oligonucledtidos iniciadores um designado GSF6, que emparelha a 5° do cDNA, perto
da regido conservada IV e a estende para 3’; a 3° do cDNA utilizaram-se iniciadores especifi-
cos que emparelham no genoma do fago, flanqueando o local de clonagem e cuja extensdo

progride para 5> do cDNA. O resultado obtido pode ser observado na figura II1.29.

Figura I11.29: Separagdo electroforética de 5 pL da reacgdo de
PCR efectuada para obter os moldes de DNA a serem utilizados
na obtengdo de sondas marcadas com digoxigenina. em gel de
agarose 1,0 % (p/v), usando TAE 1x como tampdo de electrofo-
rese. Pistas: 1 — DNA de fago lambda digerido com EcoRI e
HindlIll (200 ng); 2 €2’ — T5F8.1A;3¢e 3’ —ClAlAedec 4 -
14A1.2.

Foi possivel obter amplificagdo da porgdo 3” dos ¢cDNAs utilizando a combinagdo de
iniciadores indicada. Os produtos obtidos apresentam tamanhos aproximados de 480 bp
(T5F8.1A), 500 bp (C1A1A) e 550 bp (14A1.2), estando de acordo com os tamanhos tedricos
esperados. Procedeu-se 2 reacgdo de PCR unidireccional utilizando-se apenas o oligonucled-
tido iniciador que emparelha a 3> do cDNA. No final da reac¢do de marcagio procedeu-se 2
andlise da eficiéncia de incorporagio dos nucleétidos com digoxigenina em gel de agarose. As
reacg®es com bom rendimento foram utilizadas num passo de purificagéo com acetato de litio
para remover nucledtidos marcados ndo incorporados.

Da figura I11.30 ¢ possivel observar a eficiéncia da marcagfo das sondas de ssDNA com
digoxigenina por PCR unidireccional. Quando comparada a posigdo destas bandas com as da
figura anterior ¢ possivel observar que o “tamanho” destas moléculas de DNA, apesar de se-
rem de cadeia simples, é superior ao das moléculas que serviram de molde & sua sintese. Este

fenomeno deve-se ao facto de ter ocorrido incorporagdo de nucledtidos com digoxigenina du-
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rante as reac¢des de PCR que retardam a migragio das moléculas marcadas no gel. Esta pro-
priedade permite concluir que efectivamente houve marcagio dos acidos nucleicos com esta
molécula. Em cada pista surgem mais do que uma banda, resultantes da incorporagdo de mais
(bandas mais pesadas) ou menos (banda mais leve) digoxigenina que na banda intermédia e

mais forte.

Figura I11.30: Separagdo electroforética em gel de agarose 0,8 % (p/v) de 2 puL
dos produtos purificados com acetato de litio resultantes da reacgdo de marca-
¢io de sondas de ssDNA com digoxigenina por PCR. Pistas: 1 — DNA de fago
lambda digerido com EcoRI e HindllIl (250 ng); 2 — T5F8.1A;3 —~C1AlA e 4 -
14A1.2.

A utilizagdo das regides 3’ ndo traduzidas dos cDNAs em estudo como sondas relacio-
nadas com as subunidades citosolicas da GS permitiu avaliar o padrdo de acumulagdo de cada

mRNA nos diferentes érgios e estados de desenvolvimento da planta analisados.

Figura II1.31: “Northern blottings” de 10 pg de RNA total de batateira
fragmentado em gel desnaturante de formaldeido de 1,2% (p/v) de ma-
lha, utilizando como sonda ssDNA especifica a regido 3’ ndo traduzida
do cDNA T5F8.1A, obtido apds 25 minutos de exposigdo. Pistas: R —
raiz; TA — tubérculo em abrolhamento; TC — tubérculo em crescimento;
FV FE FJ B — brolho; C — caule; FS — folha senescente; FV — folha velha; FE —

' . .” folha expandida e FJ — folha jovem.

Na figura II1.31 € possivel observar o padrio de acumulagdo de mRNAs relacionados

com o cDNA T5F8.1A. Da analise desta figura verifica-se que estes mRNAs sdo acumulados
em todos as situa¢des analisadas neste estudo. Ao nivel dos tubérculos verifica-se que a acu-
mulagdo destes mRNAs é maior quando estes estdo em crescimento do que quando estdo em
abrolhamento. Relativamente aos diferentes estados fisioldgicos das folhas ¢ ainda possivel
observar que a acumulago relativa destes mRNAs aumenta da fase “folha jovem” para “folha
expandida”. Este padrio de acumulagfo altera-se nas outras fases, diminuindo na “folha ve-

lha” e na “folha senescente”.
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Figura I11.32: “Northern blotting” de 10 pg de RNA total de batateira fragmentado em gel
desnaturante de formaldeido de 1,2% (p/v) de malha, utilizando como sonda ssDNA espe-
cifica a regidio 3’ ndo traduzida do cDNA C1AI1A, obtido ap6s 25 minutos de exposigdo.
Pistas: R — raiz; TA — tubérculo em abrolhamento; TC — tubérculo em crescimento; B —
brolho; C — caule; FS — folha senescente; FV — folha velha; FE — folha expandida ¢ FJ —
folha jovem.

Na figura I11.32 é possivel observar o padrdo de acumulagio de mRNAs relacionados
com o cDNA C1A1A. Verifica-se que estes mRNAs s3o acumulados em todos as situa¢des
analisadas neste estudo, a excepgdo das raizes. Relativamente aos diferentes estados fisiologi-
cos das folhas é ainda possivel observar que a acumulagdo relativa destes mRNAs aumenta
progressivamente com a idade das folhas. Ao nivel dos tubérculos verifica-se que a acumula-
¢do destes mRNAs ¢ maior quando estes estdo em crescimento do que quando estdo em abro-
lhamento.

Ambos os mRNAs que codificam subunidades da GS1 esto presentes na maioria das
situagdes analisadas e apresentam padrdes de acumulagdo relativa semelhantes. No entanto,
quando analisado o padrio de acumulagdo destes mRNAs nas folhas, € possivel verificar que
a sua acumulagfio ¢ diferente. Os mRNAs relacionados com o cDNA T5F8.1A acumulam-se
progressivamente até a fase de “folha expandida”, diminuindo a partir desta fase até a fase de
“folha senescente”, enquanto que os mRNAs relacionados com o cDNA C1A1A apresentam
um aumento progressivo de acumulagdo desde a “folha jovem” a “senescente”. Salienta-se o
facto de ambos os transcritos apresentarem um padrio de acumulagdo semelhante entre as du-
as primeiras fases de desenvolvimento foliar e entre as duas fases estudadas de tubérculo. Nas
raizes parece ocorrer apenas acumulagio de transcritos relacionados com o clone T5F8.1A.

Quando comparados os padrdes de acumulagdo dos transcritos relacionados com o
¢DNA T5F8.1A e a subunidade da GS2 (figura I11.28 — “Northern blotting” com sonda con-
servada) observa-se a ocorréncia de paralelismo entre eles, ambos aumentando nas fases mais
jovens do desenvolvimento foliar e reduzindo a sua acumulagio a partir da fase de “folha ve-
lha”. Comparando o padrio de acumulag¢do dos transcritos do cDNA C1A1A com a acumula-
¢do de mRNAs da GS1 da figura I11.28, nas situagdes relativas as folhas, € possivel verificar
uma sobreposigdo de padrdes, visto em ambos os ensaios ter ocorrido um aumento progressi-

vo da acumulagdo da GS1. Este dado sugere que apesar de ocorrer um decréscimo na acumu-
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lagio de mRNAs do clone T5F8.1A, este decréscimo ndo se reflecte na quantidade de trans-
critos da GS1 detectada com a sonda conservada, sugerindo que a proporgdo relativa de
mRNAs relacionados com o clone T5F8.1A seja inferior & dos mRNAs relacionados com o
cDNA C1A1A e que a participagdo relativa dos dois tipos de mRNAs para a populagio da
GS1 seja diferente.

ANALISE DA ACUMULACAQ DE POLIPEPTIDEOS DA GS

As proteinas soliveis de extractos proteicos das situagdes em estudo foram separadas
por SDS-PAGE e transferidas para nitrocelulose com subsequente detecgdo dos polipeptideos
da GS com anticorpos anti-GS. Nestes ensaios utilizou-se a mesma quantidade de proteina

para cada amostra.

R TA TC B C FS FV FE FJ 652

Figura I11.33: “Western blotting” de 20 pg de proteinas de batateira separadas por SDS-PAGE
12,5% e transferidas para suporte de nitrocelulose com subsequente detecgio dos polipeptideos
de GS com anticorpos anti-GS. Pistas: R — raiz; TA — tubérculo em abrolhamento; TC — tubér-
culo em crescimento; B — brolho; C — caule; FS — folha senescente; FV — folha velha; FE — fo-
lha expandida e FJ — folha jovem. As setas indicam os tipos de polipeptideos detectados.

A analise por “Western blotting” do padrdo de acumulagdo das subunidades da GS reve-
lou a presenga da GS em todas as situagdes analisadas (figura I11.33). Os dois tipos de subuni-
dades podem ser encontrados em simultineo nas folhas e no caule, apresentando uma massa
aproximada de 45 kDa (GS2) e de 42 kDa (GS1). Ao nivel do desenvolvimento das folhas ¢
possivel observar um comportamento semelhante ao padrio de acumulagdo de transcritos
quando detectados com uma sonda conservada: verifica-se um aumento de acumulagio relati-
va dos polipeptideos da GS2 da “folha jovem” para “expandida” e a sua diminui¢éo progres-
siva desta situagfo para as situagdes de folhas “velha” e “senescente”; em paralelo, assiste-se
a um aumento progressivo da acumulagio de polipeptideos da GS1 nestas mesmas situagdes.

Nos érgios subterrineos surge apenas a GS1. Uma diferenga detectada € a alteragdo da
acumulaggo relativa da GS1 nas situagdes de tubérculo em abrolhamento e em crescimento,
maior na primeira situagdo que na segunda, surgindo invertidas em relagdo a analise por “Nor-

thern blotting”.
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Figura I11.34: SDS-PAGE 12,5% de extractos totais de proteinas soliiveis de diferentes 6rgéos e
estados de desenvolvimento da batateira correspondentes a 10 pg de proteinas. Os polipepti-
deos no gel foram visualizadas com nitrato de prata. Pistas: M — marcador de massa molecular;
R - raiz; TA — tubérculo em abrolhamento; TC — tubérculo em crescimento; B — brolho; C -
caule; FS — folha senescente; FV — folha velha; FE — folha expandida ¢ FJ — folha jovem. Tra-
¢os — polipeptideos cuja acumulagdo variou; setas: preta — posi¢do da subunidade maior da Ru-
BisCo; vermelha — posi¢io da patatina.

A analise do perfil electroforético dos polipeptideos relativos as proteinas soluveis de
extractos totais das diferentes situa¢des estudadas (figura I11.34) permite verificar a ocorréncia
da alteragio da acumulagio de alguns polipeptideos entre os diferentes estados de desenvol-
vimento das folhas e dos tubérculos analisados (ver tragos), indicando que os 6rgdos utiliza-
dos se encontravam em situagdes fisioldgicas distintas na altura da colheita. Uma particulari-
dade reside no facto de surgir uma banda mais intensa na situa¢do “folha velha” na posigéo
possivel da subunidade maior da RuBisCo (seta), apesar de na altura da colheita as folhas des-
ta situagdo apresentarem uma colorago verde menos intensa que as folhas mais jovens. A ob-
servagdo da intensidade da pigmentagio é corroborada com os valores obtidos na determina-
¢do do teor clorofilino presentes no grafico seguinte.

No caso dos tubérculo verifica-se um aumento da intensidade da banda de aproximada-
mente 40 kDa, a qual devera corresponder a patatina, a principal proteina de reserva deste or-

gdo (152).
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Grafico 111.1: Representagfo grafica do teor clorofilino dos estados fisiologicos estu-
dados de folha, expresso em mg clorofila a + b por grama de tecido fresco. FS — folha
senescente; FV — folha velha; FE — folha expandida e FJ — folha jovem. As colunas
representam a média + o desvio padrdo. As diferengas dos diferentes valores em rela-
¢fo 4 situagdo “fotha expandida” sdo significativas a P<(,05.

O teor de clorofilas a+b mais elevado foi obtido no estado de “folha expandida”
(100%), seguido do estado de “folha jovem” (96,36%), tendo diminuido nos estados de “folha
velha” (50,91%) e “folha senescente” (26,85%). Estes dados vém corroborar as observagdes
feitas da andlise do padrdo electroforético dos polipeptideos soluveis € a observagdo macros-
copica, indicando que as situagdes fisioldgicas das folhas utilizadas neste estudo eram distin-
tas.

A acumulagfio dos diferentes polipeptideos da GS foi ainda estudada recorrendo a sepa-
ragio destes em duas dimensdes, seguida de “Western blotting”. E possivel observar 3 pontos
isoeléctricos diferentes relativos a polipeptideos da GS nas folhas e no caule € apenas 2 nos
oérgios subterraneos, a excepglo das raizes onde surge apenas 1 (figura I11.35).

Nas folhas, o ponto isoeléctrico com maior massa apresenta um valor aproximado de
4.7 e corresponde a uma subunidade da GS2; os de menor massa molecular apresentam pl
aproximado de 5,0 ¢ 4,8 (esquerda e direita, respectivamente) e correspondem a subunidades
da GS1. O polipeptideo com pl=5,0 apresenta uma abundéncia relativa superior a do poli-
peptideo com pI=4,8 em todos os estados fisiologicos de folha estudados; a sua acumulagio
relativa também aumenta com a idade fisioldgica da folha. O polipeptideo com pl=4,8, mes-
mo sendo o0 menos abundante nas folhas, sofre um aumento de acumulagfo relativa do estado
“folha jovem” para “folha expandida”, sofrendo uma diminuig#io progressiva de acumulagio

com o aumento da idade fisiologica das folhas, sendo praticamente ndo detectado na situagio
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“folha velha”. N#o foi possivel fazer este procedimento para a situagdo de “folha senescente”
por ndo ter sido obtida quantidade de proteina suficientemente concentrada para fazer a sepa-

ragdo na primeira dimenséo.

+-—GS1 Figura II1.35: Andlise bidimensional de polipeptideos de GS separa-
dos em geles de poliacrilamida. As proteinas (50 pg) foram separa-
das por focagem isoeléctrica (IEF, pH 3-10) € depois por SDS-
PAGE 12,5%. Ap6s transferéncia para nitrocelulose, os polipepti-
deos de GS foram detectados com anticorpos anti-GS. As setas indi-
cam a posi¢do dos polipeptideos que compdem as GS dos 6rgdos
estudados. R — raiz, TA — tubérculo em abrolhamento, TC — tubér-
—— GS2 culo em crescimento, B — brolho, C — caule, FV — “folha velha”, FE

— “folha expandida” e FJ — “folha jovem”.
o T— GS1
\4

Nos orgdos ndo verdes, excluindo as raizes, surgem os dois polipeptideos relacionados

SDS-PAGE

com a GS1 em propor¢des semelhantes, independentemente do 6rgdo ou estado fisiologico
estudado.

Nas raizes s estd presente o polipeptideo com pl=4,8. Na figura II1.35 surge um ponto
bastante intenso devido a uma revelagdo prolongada na tentativa de evidenciar um segundo
ponto isoeléctrico, o qual nunca surgiu nos varios ensaios efectuados.

Tendo em consideragdo os padrdes de acumulagdo de transcritos obtidos com as sondas
especificas e com as reacgdes de RT-PCR e comparando os mesmos com o padrdo de acumu-
lagdo bidimensional dos polipeptideos de GS é possivel estabelecer um paralelismo hipotético
entre um cDNA e o polipeptideo correspondente: se houver uma relagfo directa entre a acu-
mulagdo de transcritos e dos respectivos polipeptideos, entdo o cDNA T5F8.1A, o unico que
reconhece os transcritos da GS1 nas raizes, podera corresponder aos polipeptideos de GS1 de
pl=4,8. De facto, ao comparar o padriio de acumulagdo de transcritos relacionados com este
¢DNA com o padrdo de polipeptideos com pI=4,8 obtido nos diferentes estados fisioldgicos
de folha estudados é possivel verificar a ocorréncia de sobreposigio entre eles. Esta sobrepo-
si¢do sobressai ndo s6 na abundincia relativa de polipeptideos e/ou mRNAs nos diferentes
estados estudados, como também na variagdo da sua acumulagdo relativa, ambos aumentando
a sua acumulagio de “folha jovem” para “expandida”, diminuindo depois com o aumento da

idade da folha.
157



Resultados

O mesmo raciocinio pode ser aplicado relativamente ao cDNA C1A1A e os polipepti-
deos de pI=5,0, cujos padrdes de acumulagio também s@o sobreponiveis, como por exemplo,

ambos nfio surgem nas raizes e a sua acumulagio relativa aumenta com a idade das folhas.

ESTUDO DO EFEITO DA SECURA E DA ELEVADA SALINIDADE (NaCl 250
mM) NA ACUMULACAO DA GS NA PLANTA

No final deste ensaio foi observada a diminuicdo do tamanho das plantas ¢ das respecti-
vas folhas nas duas condigfes de stresse analisadas. Na salinidade ainda se verificou clorose
nas folhas em relagdo as folhas das plantas crescidas nas outras situagdes. Ao fim de duas se-
~ manas de tratamento foi possivel verificar uma diminui¢go acentuada do namero de tubércu-
los em formagio na situagdo de secura quando comparado com a situag@o controlo. Na salini-
dade nfo houve formagfo de tubérculos ao fim deste periodo.

Os valores do teor de prolina obtidos para os varios orgdos em estudo estdo representa-
dos no grafico II1.2. Estes valores sdo significativos quando analisados de acordo com o teste
t de Student, para uma probabilidade P<0,05, em relagdo a situagio controlo.

E possivel observar que houve um aumento da acumulagdo de prolina em todos os 6t-
gdos estudados em relagdo a situagdio controlo; este aumento foi mais notorio nas raizes € nos
tubérculos do que nas folhas. Quando tomados em consideragdo os teores de prolina nas fo-
lhas, verifica-se que o seu teor aumentou 1,56 vezes na situagdo de secura ¢ 1,73 vezes na si-
tuagdo de salinidade. Nas raizes € possivel verificar que este aumento € mais elevado na situa-
¢do de stresse salino (3,43 vezes) do que em secura (2,69 vezes). No entanto, o teor deste
aminoacido nos tubérculos em crescimento aumentou cerca de 1,86 vezes na situagdo de secu-
ra.

A quantificagdo do teor de clorofilas a + b conduziu a diferengas estatisticas significati-
vas segundo o teste 7 de Student, executado nas condigdes descritas anteriormente. Da analise
do grafico IIL.3 é possivel verificar que as situagdes de stresse conduziram a acumulagdes di-
ferentes de clorofilas a+b. Na situagio de secura verificou-se um aumento do teor clorofilino
em 5,6%; enquanto que na situagdo de salinidade o teor clorofilino diminuiu 20,37% em rela-

¢do a situagdo controlo.
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Gréfico II1.2: Representagfio grafica do teor de prolina em pg por grama de tecido fresco (g p.f.). C -
controlo; sec — secura e sal — NaCl 250 mM. F — 4° folha; R — raizes e T — tubérculos em formagdo. As
colunas representam a média + o desvio padrio. As diferengas dos diferentes valores em relagéo 4 situa-
¢do controlo sdo significativas a P<0,05.
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Gréfico II1.3: Representagdo grafica do teor de clorofilas a + b em mg por grama de tecido
fresco (g p.f.) na quarta folha a contar do 4pice. C — controlo; sec — secura e sal — NaCl 250
mM. As colunas representam a média + o desvio padréo. As diferencas dos diferentes valo-
res em relagdo a situagio controlo séo significativas a P<0,05.

Quando analisados os teores de proteinas soliveis (grafico I11.4) verifica-se que ambas
as situagdes de stresse conduziram a diferengas estatisticas significativas quando comparados
com a respectiva situagdo controlo. Ao nivel da 4° folha a contar do 4pice ocorreu uma dimi-
nui¢do da acumulagdo de proteinas em cerca de 4,51% no caso da secura e em cerca de 10,4%
no caso da salinidade. Nas raizes e nos tubérculos ocorreu um aumento do teor proteico solu-

vel. Nas raizes das plantas crescidas em condigdes de secura ocorreu um aumento de cerca de

96,2%, tendo sido este aumento aproximado de 106% no caso da salinidade. O aumento veri-
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ficado no teor proteico solivel nos tubérculos em crescimento na situagéo de secura foi apro-

ximado de 24,71%.

mg/ gp.f.
18

Fo F sec F sal Re R sec R sal Te T sec

Grafico 111.4: Representagio grafica do teor de protefnas soliveis em mg por grama de tecido fresco
(g p.f.). C — controlo; sec — secura e sal — NaCl 250 mM. F — 4° folha; R —raizes e T — tubérculos em
formagdo. As colunas representam a média + o desvio padrdo. As diferencas dos diferentes valores
em relagdo a situagdo controlo so significativas a P<0,05.

O perfil electroforético das proteinas soliveis foi analisado por SDS-PAGE e o resulta-
do obtido est4 representado na figura I11.36. Os tragos azuis indicam diferencas observadas
nos diferentes tratamentos e estﬁb localizados a direita das pistas das respectivas situagOes
controlo. E possivel observar que o metabolismo proteico das folhas foi alterado nas situagdes
de stresse em estudo uma vez que foram observadas alteragdes dos perfis electroforéticos dos

polipeptideos soliveis.

kDa M FC Fsec Fsal RC Rsec Rsal TC Tsec

97,4
66,2
45,0
Figura II1.36: SDS-PAGE de extractos
totais de proteinas soluveis de diferentes
6rgdos da batateira correspondentes a 10
31,0 ug de proteinas. Os polipeptideos no gel
foram visualizadas com nitrato de prata.
Pistas: M — marcador de massa molecu-
215 lar. C — controlo; sec — secura ¢ sal —
’ NaCl 250 mM. Os tragos azuis indicam
as diferengas observadas na acumulagdo
14,4 relativa dos polipeptideos solaveis.
. — - — —
Folha Raizes Tub. em crescimento
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Na situagdo de secura ocorreu diminui¢do da acumulagdo de polipeptideos de massa
aproximada de 95, de 25 e de 14 kDa. Estes polipeptideos parecem ter sofrido um aumento da
sua acumulagfo na situagdo de salinidade. Na situagio de secura também ocorreu o desapare-
cimento de polipeptideos de elevada massa (entre 70 e 98 kDa, aproximadamente), tendo ha-
vido um aumento da acumulagio de polipeptideos de massa compreendida entre 15 e 22 kDa.
As diferencas encontradas nas raizes das plantas crescidas sob stresse parecem ser mais noto-
rias do que as encontradas nas folhas. Nas plantas crescidas em salinidade também ocorreu
uma diminuigdo dos polipeptideos de elevada massa e um forte aumento da acumulag@o nos
polipeptideos de massa menor. A situagdo de secura conduziu a uma alteragdo do padrdo de
acumulagio de polipeptideos nos tubérculos em crescimento, ocorrendo um aumento muito
forte destes ao nivel dos 40, 21 e 18 kDa.

Face a estes resultados é possivel verificar que as condi¢Ses de stresse em estudo exer-
ceram a sua influéncia na fisiologia das plantas. Em termos de amplitude das diferengas obti-
das nestas situagdes de stresse, é possivel verificar que esta amplitude ¢ menor nas folhas do
que nos outros 6rgdos estudados nos trés pardmetros analisados (prolina, clorofilas e proteinas
soliveis). As raizes correspondem ao 6rgdo onde as diferengas mais acentuadas foram verifi-
cadas, possivelmente devido ao facto de corresponderem ao 6rgéo que primeiro entra em con-
tacto com as condi¢des de stresse utilizadas neste estudo.

Pelo facto de se ter verificado a ocorréncia de diferengas significativas nos parimetros
acabados de analisar procedeu-se ao estudo do comportamento de acumulagdo de polipepti-
deos da GS por “Western blotting”, para averiguar de que forma a acumulag&o dos polipepti-
deos da GS, e indirectamente, o metabolismo do azoto, poderiam ser afectados pelas situagdes
de stresse estudadas. O resultado obtido por “Western blotting” esta representado na figura

I11.37.

GS2 FC Fsec  Fsal TC Tsec RC Rsec Rsal

GS1

Figura I11.37: “Western blotting” de 20 pg de proteinas de batateira separadas por SDS-PAGE e
transferidas para suporte de nitrocelulose com subsequente detecgdo dos polipeptideos de GS com
anticorpos anti-GS. Pistas: FC — folha controlo; Fsec — folha secura; Fsal — folha salinidade; TC —
tubérculo em crescimento controlo; Tsec — tubérculo em crescimento secura; RC — raiz controlo;
Rsec — raiz secura e Rsal — raiz salinidade. As caixas indicam os polipeptideos detectados.

As situagdes de stresse utilizadas conduziram a alteragdes da acumulagdo relativa dos

polipeptideos da GS nos 6rgdos estudados. Analisando os resultados obtidos para a 4° folha a
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contar do 4pice & possivel verificar que em relagdo 2 situagdio controlo, a situagéo de secura
ndio conduziu a uma alteragdo significativa da acumulagdo de ambos polipeptideos da GS
(GS1 e GS2), enquanto que nas plantas sujeitas a salinidade ocorreu uma diminuigéo, embora
reduzida, da acumulagio dos polipeptideos da GS2. A secura provocou uma diminui¢do da
acumulagio dos polipeptideos da GS1 em tubérculos em crescimento € nas raizes, tendo ocor-
rido um ligeiro aumento da acumulagdo de polipeptideos da GS1 nas raizes provenientes de
plantas crescidas sob salinidade.

A acumulaggo dos transcritos especificos para cada clone foi avaliada por “Dot” ¢ “Nor-
thern blotting” utilizando sondas ssDNA marcadas com digoxigenina por PCR unidireccional.

O RNA total de cada situago foi extraido e quantificado. A qualidade deste foi avaliada em

gel de agarose (figura I11.38).

eaad Figura I11.38: Separagdo electroforética em gel de agarose 0,8%
de 200 ng de RNA total de batateira extraidos de folhas, raizes e
tubérculos em crescimento de plantas sujeitas a condi¢des de
secura e salinidade. 1 — 42 folha controlo; 2 — 4* folha secura; 3 —
42 folha NaCl 250 mM; 4 — raiz controlo; 5 — raiz secura; 6 — raiz
NaCl 250 mM; 7 — tubérculo em crescimento controlo; 8 — tu-
bérculo em crescimento secura.

De acordo com a figura anterior é possivel observar que o RNA isolado das diferentes
situagbes em estudo apresentou-se integro e com baixa contaminagdo por DNA gendémico.
Tendo em consideragio a boa qualidade do RNA extraido, procedeu-se a avaliagdo da acumu-
lagdo dos transcritos relacionados com o cDNA T5F8.1A por “Northern blotting” (figura
I11.39).

FC Fsec Fsal TC Tsec

Figura I11.39: “Northern blotting” de 10 pg de RNA total de batateira fragmentado em gel desnaturan-
te de formaldeido de 1,2% (p/v), utilizando como sonda ssSDNA especifica a regido 3’ ndo traduzida
do cDNA T5F8.1A, obtido ap6s 30 minutos de exposigdo. Pistas: F — folha; T — tubérculo em cresci-
mento; C — controlo, sec — secura, sal — NaCl 250 mM.

A acumulagio relativa de mRNA relacionado com o clone T5F8.1A sofreu variagdes
nas situagdes de stresse impostas quando comparadas com a situagdo controlo. Nas folhas
ocorreu diminui¢io da acumulagio destes transcritos na situagdo imposta de secura com a du-

ragdo de 2 semanas. No entanto, a elevada salinidade imposta durante este periodo de tempo
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conduziu a um aumento da acumulacido de mRNA. Nos tubérculos em crescimento colhidos
das plantas sujeitas a secura foi possivel assistir a um padrdo de acumulagdo diferente do ob-
servado nas folhas, ocorrendo um aumento ligeiro da acumulagio de mRNAs relacionados
com o cDNA utilizado como sonda.

Devido ao facto de a técnica de “Northern blotting” utilizada (via métodos ndo isotopi-
cos) ser muito dificil de ser obtida com niveis de ruido de fundo reduzidos, e na tentativa de
diminuir o tempo despendido na determinago da acumulagdo relativa dos mRNAs dos dife-
rentes clones, procedeu-se a analise desta por “Dot blotting”, evitando deste modo a separag¢do
electroforética e a transferéncia durante a noite (equivalente a 24 horas) e permitindo prosse-
guir directamente da aplicagdo das amostras para a hibridagdo da membrana no mesmo dia.

As amostras foram aplicadas de acordo com o esquema representado na figura I11.40.

Figura I11.40: Diagrama esquemético da aplicagdo de amostras no
“Dot blotting” referido no texto. 1 — controlo positivo (1 pL de

uma diluigdo 1:100 do mini-prep de DNA plasmidico correspon-

@ @ @ @ @ dente & sonda utilizada); 2 — controlo negativo (5 pL. de uma reac-

¢do de PCR efectuada sobre DNA de ratinho (Mus musculus) de
rastreio de mutantes em citoquinas); 3 — 4* folha controlo; 4 — 4*

@ @ @ folha secura; 5 — 42 fotha NaCl 250 mM; 6 — raiz controlo; 7 — raiz

secura; 8 — raiz NaCl 250 mM; 9 — tubérculo em crescimento con-
| trolo e 10 — tubérculo em crescimento secura.

Figura II1.41: “Dot blotting” de 10 pg de RNA total extraido de di-
ferentes 6rgdos de batateiras crescidas sob situagdes de stresse am-
biental distintas resultante da hibridagdo com o clone 14A1.2. A —
25 minutos de exposi¢io; B — exposi¢do durante a noite.

i
%
. i

Da analise da figura II1.41, obtida ao fim de 25 minutos de exposigdo (A), € possivel ve-
rificar que a sonda utilizada (especifica do clone plastidial) reconheceu transcritos apenas nas
folhas. Os resultados obtidos revelaram que as situagBes de stresse estudadas conduziram a
diminuigfio da acumulagao relativa de mRNAs do clone 14A1.2 neste 6rgdo. No entanto, apos
uma noite de exposigio (B), foi possivel verificar que esta sonda também reconheceu transcri-
tos nos outros érgios em estudo, ou seja, nas raizes e nos tubérculos em crescimento. Além
do mais, em B verifica-se que ocorreu variagdo da acumulagio relativa de mRNAs em fung&o
da situagdio de stresse e do 6rgdo: nas raizes ocorreu um aumento da acumulagdo de mRNAs

na situagfio de secura, niio tendo ocorrido alteragdo no padrio de acumulagfo nas raizes pro-
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venientes das plantas crescidas em salinidade; nos tubérculos ocorreu diminui¢do da acumu-

lagdio relativa destes transcritos na situagdo de secura.

Figura I11.42: “Dot blotting” de 10 pg de RNA total extraido de dife-
rentes érgdos de batateiras crescidas sob situagBes de stresse ambiental
distintas resultante da hibridacio com o clone C1A1A. A — 25 minutos
de exposigdo; B — exposi¢io durante a noite.

A exposicdo de 25 minutos da membrana resultante da hibridagdo com a sonda do clone
C1A1A (figura I11.42 A) conduziu a impressdes muito ténues e ndo seguras de interpretagéo,
pelo que se retornou a expor durante a noite (B). Da analise da impressdo B ¢ possivel verifi-
car que a sonda utilizada reconheceu transcritos em todas as situagdes estudadas. Nas folhas
assistiu-se a uma diminui¢do da acumulago relativa de mRNAs relacionados com este clone
de cDNA nas duas situagdes de stresse analisadas. Ao nivel das raizes ocorreu um aumento de
acumulacdo de mRNAs em ambas as situages de stresse, parecendo este aumento ser maior
na salinidade. Nos tubérculos em crescimento ocorreu uma diminuigio consideravel da acu-

mulag¢3o relativa de mRNAs relaéionados com o clone C1A1A.

B Figura II1.43: “Dot blotting” de 10 pg de RNA total extraido de dife-
"~ rentes 6rgdos de batateiras crescidas sob situagdes de stresse ambiental
distintas resultante da hibridacdo com o clone TSF8.1A. 25 minutos de
exposicéo.

A exposigio da membrana resultante da hibridagdo com a sonda TSF8.1A durante a noi-
te conduziu a um ruido de fundo muito elevado, o qual impossibilitava a observagio de qual-
quer variagio na acumulagio de mRNAs, pelo que se optou por néo apresentar este resultado.
Na figura I11.43 é possivel observar que todos os 6rgdos estudados acumularam mRNAs rela-
cionados com este cDNA. Nas folhas verifica-se que ocorreu uma diminuigéo ligeira na acu-
mulagdo destes transcritos na situagio de secura. Porém, na situagio de salinidade verificou-
se ocorrer um aumento de acumulagiio, embora também ligeira. Nas raizes a interpretagdo dos
resultados torna-se mais dificil devido a mancha resultante do controlo positivo, que se sobre-
pdem parcialmente sobre o local onde a amostra da situaggo controlo foi aplicada. No entanto,

foi observada qualquer alteragdo da acumulagfo destes transcritos nas raizes provenientes de
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plantas crescidas sobre as duas situagdes de stresse estudadas. Nos tubérculos ocorreu um li-
geiro aumento na acumulag@o relativa destes transcritos.

Quando comparados os padrdes de acumulagdo de mRNA acabados de descrever com o
padrdo de acumulagio de polipeptideos da GS obtido neste estudo € possivel verificar algu-
mas discrepancias: enquanto que foi observado uma manutengio do teor relativo de polipepti-
deos da GS1 nas duas situacdes de stresse analisadas ao nivel das folhas, tal ndo foi observado
nos niveis de transcritos, verificando-se ter ocorrido um aumento da acumula¢do de mRNAs
relacionados com o cDNA T5F8.1A na situagdo de salinidade e uma diminuigao destes na se-
cura. Relativamente ao clone C1A1A, a acumulagfo relativa dos seus mRNAs diminuiu nas
folhas colhidas em ambas as situagSes. Apenas o padrao de acumulag8o dos transcritos relaci-
onados com a GS2 encontrou paralelismo no “Western blotting™.

A diminui¢fo do teor proteico de GS1 observada nos tubérculos em crescimento prove-
nientes da situagdio de secura ndo apresenta correspondéncia na acumulagdo de mRNA obser-
vada para o clone TSF8.1A, mas sim com a do clone C1A1A. Nas raizes, a diminuigio do te-
or polipeptidico de GS1 observado na secura pode ser sobreposto ao padrdo de acumulagdo
observado para o cDNA T5F8.1A, enquanto que na salinidade isso ja ocorre com o clone
CIAlA.

De um modo geral, a situac@o de elevada salinidade parece ter conduzido a uma respos-
ta fisiologica mais marcada do que a secura, o que se reflecte numa maior acumulagdo de pro-
lina e num decréscimo acentuado dos teores de clorofilas e de proteinas soliiveis observados.
Ao nivel do padrio electroforético das proteinas soluveis também se verificaram mais dissi-
milaridades qualitativas e quantitativas nos 6rgéos analisados colhidos das plantas sujeitas a
salinidade.

Apesar de ndo ter sido possivel determinar o potencial hidrico dos solos onde as plantas
de cada lote cresceram, sera possivel admitir que o stresse hidrico tera sido menos severo que
o salino simplesmente pelo facto de terem sido suprimidas as regas no lote de plantas sujeitas
a secura a0 mesmo tempo que se iniciaram as regas com a solugfo salina, o que implica que a
disponibilidade de dgua se tenha mantido por mais algum tempo nestas plantas, tendo como

consequéncia um periodo inferior a 2 semanas de tratamento para este stresse.
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ESTUDO DO EFEITO DE CONCENTRACOES CRESCENTES DE SALINIDA-
DE (NaCl 100 E 200 mM) NA ACUMULACAO DA GS NA PLANTA

Este estudo surgiu como satélite da cooperagio com outro trabalho em desenvolvimento
no mesmo departamento onde foi realizada esta obra, pelo que os dados aqui apresentados
serdo relacionados com a parte que estara mais relacionada com a GS. Parte dos resultados
obtidos pelo grupo de investigagdo em relagdo a este assunto ja foram apresentados em con-
gressos de acordo com as seguintes referéncias (62, 174).

Foi analisada a variagio do teor de proteinas soliiveis na 4* folha a contar do dpice nas
duas condicdes de salinidade assim como nos tubérculos retirados de plantas submetidas a
100 mM de NaCl. Os valores obtidos, expressos em mg proteinas por grama de tecido fresco,

estdo representados no grafico IILS.

mg/g pf.
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12

10

Fe F100 F200 To T100

Gréfico II1.5: Representagdo grafica do teor de proteinas soliveis expresso em mg de proteinas
por grama de tecido fresco (g p.f.). F — 4° folha a contar do 4pice; T — tubérculo em crescimen-
to; @ — situagdio controlo; 100 — situagdo de NaCl 100 mM e 200 - situagdo de NaCl 200 mM.
As colunas representam a média + o desvio padréo. As diferengas dos diferentes valores em re-
lagdo 4 situacgdo controlo sdo significativos a P<0,05.

Da anélise do grafico anterior é possivel verificar que o stresse salino conduziu a uma
diminuig¢fio do teor de proteinas soliiveis ao nivel da 4* folha das plantas analisadas. Esta di-
minui¢do correspondeu a 22% na situagdo de 100 mM e a cerca de 37% na situagéo de 200
mM. Nos tubérculos em crescimento ocorreu um aumento de cerca de 9,6%.

O stresse salino conduziu 3 diminui¢do do teor relativo de dgua (7% na situagdo 100
mM e 12% na situagio 200mM) e ao aumento do teor em prolina (3,5 vezes € 11 vezes nas

situagdes de 100 e 200 mM) (62). Foi possivel verificar que a concentragdo mais elevada de
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NaCl afectou a integridade cloroplastidial, conduzindo 4 desorganizagio membranar e a dimi-
nui¢o dos grios de amido (174).
A variagdo da acumulagdo relativa dos polipeptideos da GS foi analisada por “Western

blotting” e os resultados obtidos podem ser visualizados na figura que se segue.

FC F100 F200 FC ) FIOOA F2OQ T(;.».. T100

e - — Gs1— ™R -»

Figura II1.44: “Western blotting” de 20 pg de proteinas de batateira separadas por SDS-PAGE e trans-
feridas para suporte de nitrocelulose com subsequente detecgdo dos polipeptideos de GS com anticor-
pos anti-GS. Pistas: FC — folha controlo; F100 — folha 100 mM; F200 — folha 200 mM; TC — tubérculo

em crescimento controlo; T100 — tubérculo em crescimento 100 mM.

Nos tubérculos em crescimento das plantas crescidas a 100 mM de NaCl verifica-se
ocorrer um aumento de acumulagdo de GS1 na condigdo de 100 mM. Nao parece ter ocorrido
qualquer alteragdo no padrio de acumulagio da GS nas folhas.

Quando visualizado o padrio de acumulagfo das proteinas soluveis ¢ possivel observar
diferengas quantitativas nas situagdes de stresse, quer nas folhas, quer nos tubérculos (figura

111.45).

kDa M FC F100 F200 TC T100

974
66,2
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4* folha Tubérculo em crescimento

Figura II1.45: SDS-PAGE 12,5% de extractos totais de proteinas soliveis de diferentes 6rgdos da
batateira correspondentes a 10 pg de proteinas. Os polipeptideos no gel foram visualizadas com ni-
trato de prata. Pistas: M — marcador de massa molecular. C — controlo; 100 — NaCl 100 mM e 200 -
NaCl 200 mM. Os tridngulos vermelhos indicam as diferengas observadas na acumulago relativa

dos polipeptideos soldveis.
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Nos tubérculos em crescimento ocorreu um aumento de acumulagio de polipeptideos de
baixa massa molecular, na ordem dos 20 a 30 kDa, havendo um banda que surge mais forte ao
nivel dos 40 kDa, possivelmente correspondendo a patatina. Nas folhas verificou-se um au-
mento da acumulagio de polipeptideos com massas situadas entre os 66 ¢ os 97 kDa, entre os
32 e 0s 36 kDa e entre os 15 e os 22 kDa.

Tendo em consideragdo os resultados obtidos é possivel verificar que as duas situagdes
de salinidade em estudo conduziram a alteragdes na fisiologia da planta, as quais se manifes-
taram de modo significativo nos pardmetros bioquimicos estudados, ndo parecendo ter qual-
quer efeito marcante na acumulagéo de polipeptideos da GS.

Para averiguar se as condigdes de stresse exerceriam algum efeito ao nivel da expressdo
dos genes que codificam a GS procedeu-se a analise da acumulagdo de mRNAs através da
técnica de “Dot blotting”, utilizando sondas ssDNA, correspondentes as porgdes 3° UTR dos
¢DNAs em estudo, marcadas com digoxigenina por PCR unidireccional.

Para tal, procedeu-se a extracgdo e quantificagio de RNA total dos érgdos colhidos em

cada situagéio de stresse e avaliou-se a sua integridade em gel de agarose (figura I11.46).

Figura I11.46: Separagio electroforética em gel de agarose 0,8% (p/v)
de 200 ng de RNA total de batateira extraidos de folhas e tubérculos
de plantas sujeitas a condigdes crescentes de salinidade. 1 — 4* folha
controlo; 2 — 4 folha NaCl 100 mM; 3 — 4° folha NaCl 200 mM; 4 -
tubérculo em crescimento controlo; 5 — tubérculo em crescimento
NaCl 100 mM.

De acordo com a figura anterior é possivel observar que o RNA isolado das diferentes
situagdes em estudo apresentou-se integro e com baixa contaminagdo por DNA gen6mico.
Tendo em consideragdo a boa qualidade do RNA extraido, continuou-se com o procedimento

de “Dot blotting”. A aplicagiio das amostras seguiu o seguinte esquema (figura I11.47).

Figura I11.47: Diagrama esquematico da aplicagdo de amostras
no “Dot blotting”. 1 — 4* folha controlo; 2 — 4* folha NaCl 100
@ @ @ @ @ mM; 3 — 4* folha NaCl 200 mM; 4 — tubérculo em crescimento

controlo e 5 — tubérculo em crescimento NaCl 100 mM.
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Figura I11.48: “Dot blottings” de 10 pg de RNA total extraido de diferen-
tes 6rgdos de batateiras crescidas sob condigdes de salinidade distintas
resultantes da hibrida¢io com sondas ssDNA marcadas com Digoxigeni-
na: A — o clone 14A1.2; B — o clone C1A1A e C — o clone T5F8.1A. 1
hora de exposigao.

Apbs uma exposigio de 1 hora seguida & detecgdo dos hibridos resultantes da hibridag&o
com as sondas especificas foi possivel verificar uma diminui¢3io da acumulagdo dos transcri-
tos relacionados com o clone plastidial 14A1.2 (figura I11.48 A) nas 4° folhas provenientes das
plantas crescidas na salinidade. As condigdes utilizadas neste ensaio ndo permitiram a detec-
¢do de transcritos relacionados com este clone nos tubérculos 4 semelhanca do estudo anteri-
or.

Em B ¢ possivel verificar que as condi¢Bes de stresse salino utilizadas neste ensaio néo
conduziram a variacbes visiveis na acumulagiio de transcritos relacionados com o ¢cDNA
C1A1A nas folhas. No entanto, ocorreu um aumento da acumulagfo destes, ainda que ligeira,
nos tubérculos em crescimento colhidos na situagdo de 100 mM de sal.

A acumulagio de mRNAs relacionados com o cDNA T5F8.1A foi a mais afectada com
o stresse salino. Ocorreu um aumento progressivo da acumulagfo nas folhas, correlacionado
com o aumento da salinidade imposta. Nos tubérculos em crescimento também ocorreu um
aumento dos transcritos identificados por este cDNA.

Fazendo uma comparacdo dos padrdes de acumulagdo de mRNAs com os resultados
obtidos no “Western blotting” verifica-se ocorrer um paralelismo ao nivel dos tubérculos,
visto haver aumento da GS1 e de ambos os transcritos com ela relacionados. Nas folhas ndo
ocorre qualquer paralelismo da acumula¢do da GS (GS1 ou GS2) com os clones TSF8.1A e
14A1.2. No entanto, a ndo alteragdo dos niveis de GS1 encontra paralelismo com o clone

ClAlA.

ESTUDO DO EFEITO DE CONCENTRACOES CRESCENTES DE SALINIDA-
DE (NaCl 50 E 100 mM) NA ACUMULACAO DA GS EM TECIDO CALOSO

A semelhanga do estudo anterior, este trabalho também surgiu como uma abordagem la-
teral do estudo do efeito da salinidade no tecido caloso de batateira e resultou na apresentagdo
de uma comunicagio com a referéncia (191). O tecido caloso autotréfico foi obtido de explan-

tes de fothas de batateira (cv. Désirée) e subcultivado em meio MS (139) sem NaCl (controlo)

169



Resultados

e com 50 e 100 mM de NaCl, tendo sido gentilmente cedido pela Doutora Fernanda Fidalgo
(62).

Ao fim de 35 dias de cultura foi possivel observar uma redugio significativa do teor
proteico total (36% com 50 mM e 72% com 100 mM) como pode ser observado no grafico
IIL.6.

mg/g p.f.
6

Grafico I11.6: Representagdo grafica do teor
proteico expresso em mg de proteinas por
grama de tecido fresco (g p.f.) em tecido ca-
loso crescido sob diferentes condi¢es de
salinidade: @ — controlo; 50 mM - NaCl 50
mM e 100 mM -NaCl 100 mM. As colunas
§ representam a média + o desvio padrdo. As
diferengas dos diferentes valores em relagéo
3 situagdo controlo s3io significativos a
P<0,05.

A analise por SDS-PAGE das proteinas solaveis permitiu verificar diferencas quantita-
tivas e qualitativas no padrio electroforético (figura I11.49), tendo sido as variagSes quantita-

tivas mais numerosas que as qualitativas.
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974
66,2

Figura 111.49: SDS-PAGE 12,5% de extractos de proteinas soliveis
de tecido caloso de batateira, crescido em diferentes condigdes de
salinidade, correspondentes a 10 pg de proteinas. Os polipeptideos
no gel foram visualizadas com nitrato de prata. Pistas: M — marca-
dor de massa molecular. @ — controlo; 50 — NaCl 50 mM e 100 —
NaCl 100 mM. Os tridngulos vermelhos indicam as diferengas
quantitativas e os azuis as diferengas qualitativas observadas na
acumulacdo relativa dos polipeptideos soluveis nas situagdes estu-
dadas.

Da analise da figura € possivel observar o desaparecimento de bandas de massa molecu-
lar aproximada dos 66 kDa e de 28 kDa. As condig8es de salinidade usadas nesta estudo con-

duziram ao aumento de acumulagéo de polipeptideos de baixa massa molecular, compreendi-
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da entre 15 e 35 kDa aproximadamente, tendo havido uma acumulagdo mais marcada ao nivel
dos 22 e dos 30 kDa. A intensidade destas bandas foi mais intensa na situagdo de 100 mM.
O teor em prolina também foi afectado significativamente, aumentando com o aumento

da salinidade 1,7 vezes com 50 mM e 12 vezes com 100 mM de NaCl (grafico I11.7).
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Grafico I11.7: Representagdo grafica do teor de prolina em pg por grama de tecido fresco (g
p.f.) em tecido caloso crescido sob diferentes condigdes de salinidade: @ — controlo; 50 mM —
NaCl 50 mM e 100 mM —NaCl 100 mM. As colunas representam a média + o desvio padréo.
As diferengas dos diferentes valores em relagdo a situagdio controlo sdo significativos a
P<0,05.

A anélise por “Western blotting” (figura II1.50) permitiu observar uma mudanga no pa-
drio de acumulagio relativa dos polipeptideos que compSem a GS neste tecido proveniente
das diferentes situagdes em estudo. Verificou-se um decréscimo na acumulagédo da GS2 com o
aumento da salinidade, o qual foi acompanhado pelo aumento de acumulagio da GS1. Na si-
tuagio de 100 mM de NaCl praticamente ndo foi detectada a GS2, sendo a principal consti-

tuinte da GS a GS1.

GS2 %] 50 100

Figura I11.50: “Western blotting” de 20 pg de proteinas soluveis de tecido caloso de batateira se-
paradas por SDS-PAGE 12,5% e transferidas para suporte de nitrocelulose com subsequente de-
tecgdio dos polipeptideos de GS com anticorpos anti-GS. Pistas: @ —controlo; 50 — NaCl 50 mM;
100 — NaCl 100 mM.
A variagdo da acumulagfo dos polipeptideos da GS foi avaliada pela andlise a duas di-
mensdes, seguida de “Western blotting” (figura I11.51). De modo semelhante ao que se passa
nas folhas também foi possivel identificar 3 pontos isoeléctricos diferentes relacionados com

a GS. Os polipeptideos de maior massa, correspondentes a subunidade da GS2, com um pl de
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aproximadamente 4,7 e os polipeptideos de menor massa com pls de aproximadamente 5,0 e

4,8 (esquerda e direita, respectivamente).

- IEF +
—p
- GS2
iy —————
- GS1
C
‘3 | e
R —— GS1 Figura II1.51: Andlise bidimensional de polipeptideos de
A GS separados em geles de poliacrilamida. As proteinas
21 |50 mM (50 pg) foram separadas por focagem isoeléctrica (IEF,
pH 3-10) e depois por SDS-PAGE 12,5%. Apds transfe-
GS1 n s . . .
réncia para nitrocelulose os polipeptideos de GS foram
- detectados com anticorpos anti-GS. Os tragos indicam a
posigdo dos polipeptideos que compdem as GS do tecido
" caloso de batateira. C — controlo.
v (100 mM

A analise destes resultados refor¢a os dados obtidos da analise por “Western blotting”,
uma vez que permitiram verificar a diminui¢fo da acumulago relativa da GS2 com o aumen-
to da salinidade € com o simultﬁnéo aumento da acumulagio relativa da GS1.

Relativamente ao ponto de pI=4,8 (direita) ndo ocorreu alteragdo da sua acumulagfo re-
lativa quando comparadas as situag¢des de stresse com a situagdo controlo. No entanto, o ponto
com pI=5,0 sofreu um aumento progressivo de intensidade paralelamente ao aumento da sali-
nidade no meio, indicagio do aumento da acumulagdo de polipeptideos da GS1 com esse pl.
Este aumento de acumulagfio sera responsavel pelo aumento de intensidade da banda relativa
4 GS1 visualizada no “Western blotting” representado na figura II1.50.

A variagdo da acumulagio de transcritos foi estudada por “Northern blotting”, utilizan-
do como sonda especifica um fragmento de ssDNA correspondente & regido 3’ ndo traduzida

do ¢cDNA T5F8.1A marcada com digoxigenina. A integridade e qualidade do RNA total ex-

traido foi determinada por espectrofotometria e através de electroforese em gel de agarose (fi-

gura [11.52).
C 50 100

Figura II1.52: Separagdo electroforética, em gel de agarose 0,8 % (p/v),
de 200 ng de RNA total de tecido caloso de batateira, usando TAE 1x
como tampdo de electroforese. Pistas: C — controlo; 50 — NaCl 50 mM;
100 — NaCl 100 mM.
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Na figura anterior é possivel observar duas bandas fortes em cada pista. Estas bandas
sdo relativas aos RNA ribossomais (rRNA) e correspondem a 4700 nucleétidos (28S) e 1900
nucleétidos (18S). Nio é observavel qualquer sinal de degradagdo destes RNAs, a qual se
manifestaria pela presenga de uma mancha nos baixos tamanhos moleculares. A contamina-
¢dio por DNA genémico é minima, surgindo como uma banda muito ténue de elevado tama-
nho molecular. Com base nestas observagdes, aliadas as informagdes obtidas por espectrofo-
tometria, é possivel concluir que 0 RNA total extraido possuia boa qualidade.

Os resultados obtidos por “Northern blotting” podem ser observados na figura I11.53.

Figura II1.53: “Northern blotting” de 10 ug de RNA total de tecido ca-
loso de batateira fragmentado em gel desnaturante de formaldeido de
1,2% (p/v) de malha, utilizando como sonda ssDNA especifica a regido
3’ ndo traduzida do cDNA T5F8.1A marcada com digoxigenina por
PCR unidireccional. A impressdo do filme foi obtida 20 minutos ap6s
exposigdo. Pistas: C — controlo; 50 — 50 mM e 100 — 100 mM.

O aumento da intensidade das bandas observadas apés revelagdo do filme sugere ter ha-
vido aumento dos niveis de mRNA relacionados com o clone T5F8.1A paralelamente ao au-

mento da salinidade no meio de cultura.
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Em trabalhos anteriores, Pereira e colaboradores verificaram através de técnicas de
imunocitoquimica e por “Western blotting” a presenga de dois tipos de polipeptideos de GS
(GS2 e GS1) nas folhas de batateira, verificaram ainda que a GS2 estava presente no estroma
dos cloroplastos das células de mesofilo e que a GS1 estava localizada no citosol das células
de companhia do floema adaxial. Surgiram bandas com massas moleculares de 45 kDa ¢ 42
kDa, que correspondem as subunidades das duas isoenzimas da GS, a isoforma plastidial
(GS2), com 45 kDa, e a isoforma citosdlica (GS1), com 42 kDa (155). Com as técnicas de
“Western tissue printing” foi possivel verificar a associagdo da GS1 ao floema interno dos
tubérculos e dos brolhos de batateira (156). Estes resultados contribuiram para a caracteriza-
¢do funcional do floema, e em particular, das células de companhia, como local de sintese de
aminoacidos, € em especial de glutamina, a serem transportados via floema.

A caracterizagio molecular da GS iniciou-se pelo rastreio de uma biblioteca de cDNA
construida a partir da populagdo de mRNAs de folha, que permitiu isolar um clone de cDNA,
designado por 14A1.2, e que se verificou codificar uma subunidade plastidial da GS ou GS2
(154, 190). O rastreio de uma biblioteca de cDNA construida a partir de uma populagdo de
mRNAs de tubérculos em crescimento permitiu isolar 1 clone de cDNA (T5F8.1A) cujas se-
quéncias das extremidades 5° € 3” apresentavam homologias mais elevadas com sequéncias de
c¢DNA existentes em bancos de dados relacionadas com subunidades citosolicas da GS ou
GS1 (190).

Neste trabalho deu-se seguimento ao estudo da GS em plantas de Solanum tuberosum
L., tendo-se iniciado pela caracterizagio molecular da familia multigénica que codifica a GS
nesta espécie. Esta abordagem permitiu a obtengfo de conhecimentos fundamentais para a
caracteriza¢io do padrio de acumulacdio da GS em varios orgdos e em diferentes estados de
desenvolvimento, assim como a obtengio de instrumentos de andlise da expressdo dos genes
com ela relacionados. Seguiu-se a avaliagdo da expressdo génica em resposta a diferentes
condigdes de stresse ambiental, nomeadamente em situagdes de salinidade e de secura. Esta

avaliagdo ndo s6 foi feita no sistema planta intacta como também ao nivel do tecido caloso.

Isolamento e caracterizacio dos clones de cDNA relacionados com a GS1:

Através de um novo rastreio da biblioteca de cDNA construida a partir de mRNAs de

folha e pela técnica de excisdo “in vivo” do clone de cDNA TSF8.1A previamente isolado em
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trabalhos anteriores (190) obtiveram-se dois clones de cDNA os quais foram designados
C1A1A e TSF8.1A, respectivamente.

A comparacio das sequéncias de nucleétidos dos cDNAs isolados entre elas, € a compa-
ragdo destas com a sequéncia do clone plastidial 14A1.2, permitiram verificar que os trés clo-
nes de cDNA em estudo sdo relacionados com mRNAs da GS distintos, uma vez que se veri-
ficou a existéncia de uma elevada homologia entre eles na porgdo codificante desde a extre-
midade 5’ até ao cddido STOP; mas a partir deste ja foi detectada uma diferenga maior entre os
trés clones. A comparagio das sequéncias deduzidas de aminoacidos destes clones de cDNA
permitiu verificar a ocorréncia de uma elevada homologia entre os clones isolados neste traba-
Iho e entre estes e o clone plastidial previamente isolado. A auséncia dos 16 residuos de ami-
noacidos, assim como dos residuos de cisteina presentes na sequéncia deduzida para o clone
- de cDNA que codifica a subunidade plastidial (14A1.2), sdo indicagdes de que os clones de
c¢DNA C1A1A e T5F8.1A codificam subunidades distintas de GS1 (66).

A comparag¢ao das sequéncias nucleotidicas, e respectivas sequéncias aminoacidicas de-
duzidas, dos clones isolados com as sequéncias existentes nas bases de dados, revelou uma
elevada homologia com sequéncias relacionadas com a GS1. Estes dados suportam a hipotese
dos clones de cDNA isolados codificarem subunidades da GS1 adiantada pela analise compa-
rativa das sequéncias descrita anteriormente.

A elevada homologia da por¢do codificante dos clones de cDNA ¢ caracteristica no caso
da GS, permanecendo relativamente elevada quando as sequéncias sdo comparadas entre ma-
miferos, bactérias e plantas (66). Esta elevada homologia entre sequéncias provenientes de
espécies distintas permite que os anticorpos criados em determinada espécie vegetal, por
exemplo, reconhecam a(s) GS de outras espécies pertencentes a grupos taxonomicos distantes
(43).

Comparando as sequéncias de nucledtidos dos clones isolados da GS1 observou-se uma
diferenga relativamente ao tamanho da por¢do 3’ nfio traduzida, a qual ¢ 20 pares de bases
maior no clone C1A1A do que no T5F8.1A. A micro-heterogeneidade de tamanho entre ver-
soes de clones de cDNA de GS1 ja foi descrita anteriormente para a espécie Vitis vinifera L.
por (122). Estes autores encontraram delec¢des de 18, 22, 24 ¢ 58 bp imediatamente a mon-
tante da cauda poli-A. No entanto, no caso dos dois clones isolados de batateira, esta diferen-
¢a ndo € observada imediatamente a montante da cauda poli-A, mas sim praticamente a jusan-
te do coddo STOP. Uma explicagio para esta diferenga podera residir num fenémeno de poli-
adenilagdo alternativa, o que podera implicar estabilidades diferentes para as moléculas de

mRNA a que os cDNAs dizem respeito (66);, uma outra explicagdo podera residir na possibi-
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lidade de existirem varias formas alélicas para a GS, as quais poderfo variar na sua regiao 3’
ndo traduzida também pela mesma razdo acabada de descrever.

Verificou-se que os clones de cDNA T5F8.1A e C1A1A sdo truncados a 5° uma vez
que para deduzir as suas tradugdes ndo foram encontrados coddes de iniciagdo. Esta observa-
¢do ¢ também apoiada pelo facto do alinhamento da sequéncia nucleotidica do cDNA
T5F8.1A com a sequéncia nucleotidica do cDNA de N. tabacum — ginl-5 — iniciar-se a0 nivel
do nucledtido 174, o que corresponde a aproximadamente 90% do clone de cDNA de tabaco
(51). O alinhamento da sequéncia aminoacidica deduzida deste clone com outras disponiveis
em bases de dados corrobora as observagdes relatadas, visto este iniciar-se ao nivel dos resi-
duos de aminoacidos 41 ou 42 das sequéncias ja publicadas, correspondendo a cerca de 89%
de um polipeptideo da GS1 completo. A ndo existéncia dos 16 residuos de aminoacidos na
porgdo C-terminal, assim como a auséncia dos residuos de cisteina caracteristicos das subuni-
dades da GS2 refor¢am os dados obtidos ap6s os alinhamentos, concluindo-se que este clone
estara relacionado com a subunidade da GS1 em batateira (66).

No caso do clone C1A1A verificou-se que o alinhamento da sequéncia nucleotidica
com a sequéncia do cDNA de N. tabacum — gilnl-3 — iniciou-se na posi¢do 237 desta ultima,
correspondendo o cDNA isolado a aproximadamente 40% deste clone de cDNA de tabaco
(51). O alinhamento da sequéncia deduzida de aminoacidos com as sequéncias da GS1 exis-
tentes em bases de dados iniciou-se ao nivel do residuo 272 ou 273 destas sequéncias, impli-
cando que o clone isolado comporta informagao para a sintese de um polipeptideo correspon-
dente a cerca de 23% de um polipeptideo completo da GS1. Ha semelhanga com o clone ante-
rior, a ndo existéncia dos 16 residuos de aminoacidos na porgéo C-terminal, assim como a au-
séncia dos residuos de cisteina caracteristicos das subunidades da GS2 permitem concluir que
este clone esta relacionado com a subunidade da GS1 na espécie em estudo (66).

A comparagido das sequéncias deduzidas de aminoacidos dos trés clones de cDNA em
estudo permitiu verificar a existéncia de uma elevada homologia entre eles, tendo sido ela
mais elevada entre os clones que codificam subunidades citosdlicas da GS. As sequéncias
aminoacidicas deduzidas revelaram ser distintas umas das outras, apesar de apresentarem uma
homologia elevada quando comparadas entre si. Este dado implica a existéncia de pelo menos
3 polipeptideos da GS em batateira: dois da GS1 e um da GS2. A baixa homologia observada
a montante do coddo STOP entre os trés clones de cDNA em estudo revelou que a regido 3’
nio traduzida podera servir como sonda especifica nos estudos de expressdo e de acumulagio

dos mRNAs relacionados com estes clones, revelando-se uma ferramenta poderosa porque
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permitira descriminar as diferentes moléculas de mRNA da GS numa determinada populaggo

de RNA.

RACE ¥

Devido ao facto de os clones de cDNA isolados ndo apresentarem a porgéo 5°, contendo
pelo menos o c6ddo de iniciagdo AUG, procedeu-se a execuglo de varios procedimentos ba-
seados no principio da técnica RACE (69).

A realizagio deste procedimento recorrendo ao “kit” “5” RACE System for Rapid Am-
plification of cDNA Ends, Version 2.0” da “Life Technologies” revelou-se infrutifera na me-
~ dida em que n3o permitiu o isolamento de fragmentos de DNA para dois dos clones em estu-
do (C1A1A e 14A1.2) e a banda isolada da segunda reacgdo de PCR do clone T5F8.1A apre-
sentar dimensdes semelhantes as obtidas no primeiro PCR, quando deveria ter sido inferior.
Apesar de ter sido efectuada a clonagem desta banda, ainda ndo foi realizada a sua caracteri-
zagd0, pelo que a sua possivel relagdo com o cDNA em estudo ainda esta por apurar.

A abordagem utilizada por este “kit” apoia-se na utilizacio de RNA total (*), em vez de
mRNA, o que aumenta a probabilidade de ocorréncia de um ruido de fundo (“background”)
elevado devido a emparelhamentos inespecificos entre os oligonucledtidos iniciadores € 0s
acidos nucleicos presentes nas misturas de reacgao (68).

Nesta técnica € frequente o surgimento de problemas devido a contaminagées das dife-
rentes reacgOes enzimaticas executadas pela presenga de componentes de reacgdes anteriores,
como por exemplo os oligonucledtidos iniciadores. Para além do mais, cada passo enzimatico
efectuado tem o potencial de introduzir falhas e de destruir a integridade do cDNA que se pre-
tende estudar (176). Por exemplo, a extensdo da primeira cadeia de cDNA pela transcritase
reversa pode ser influenciada pela qualidade do RNA utilizado, sendo maximizada quando
este ¢ intacto, limpo e livre de contaminantes como o LiCl (68), o qual € utihzado para preci-
pitar selectivamente o RNA numa solugfo heterogénea de acidos nucleicos (173).

Ha varias razdes que permitem explicar a ndo obtengdo de bandas no final deste proce-
dimento para os outros clones de cDNA; entre elas € possivel referir a qualidade do RNA uti-
lizado e a inespecificidade de ligagdo dos oligonucledtidos iniciadores aos acidos nucleicos
(mRNA ou ¢cDNA) molde devido a presenga de estruturas secundéarias coincidentes com os
locais de emparelhamento (80). A adi¢do de demasiado material genético molde na reac¢do de

PCR conduz geralmente & produgdo de grande quantidade de produtos inespecificos, resultan-
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do num perfil electroforético semelhante a um arrastamento (“smear”), ou a uma amplifica¢do
insuficiente por parte da enzima Tag DNA polimerase e que se manifesta na auséncia de ban-
das ap6s separacio electroforética dos produtos de reac¢do (68).

O uso da enzima terminal transferase (TdT) (*) acarreta limitagdes importantes na téc-
nica devido ao facto de ser dificil controlar as condigdes de reacgdo (este passo poderia ser
feita em gelo ou & temperatura ambiente, com ou sem a adigdo de DMSO ou formamida), para
além desta enzima possuir uma baixa eficiéncia (53). A adi¢do de uma cauda homopolimérica
a extremidade 3’ da cadeia simples de cDNA (*) geralmente resulta em amplificagdes inespe-
cificas devido ao emparethamento inespecifico do iniciador complementar (53, 59). A cauda
homopolimérica deveria ser formada por residuos de adenina e néo de citosina, o que ndo foi
efectuado neste “kit”. O uso de uma cauda poli-A tem como vantagem o facto de a ligagdo
A:T ser mais fraca que a ligagdo C:G o que implica uma necessidade de adicionar mais resi-
duos de adenina para que o iniciador adaptador (poli-T) tenha menos probabilidade de empa-
relhar com outras regides da molécula de cDNA, e portanto de originar um produto truncado
apos a reac¢do de PCR. Uma outra vantagem na adi¢io de uma cauda poli-A a extremidade 3’
do cDNA de cadeia simples reside no facto de as sequéncias codificantes (e as regides 5° ndo
traduzidas) tenderem em ser ricas em residuos G/C (pelo menos nos vertebrados), € o uso de
uma cauda poli-A iria decrescer a probabilidade de haver formacfio de produtos truncados
(68) ou inespecificos, como acontece quando € utilizado um iniciador rico em G ou C.

Tendo em consideragio os aspectos identificados anteriormente com (*), € para os con-
tornar, procedeu-se a realizagdo da técnica de RACE 5’ recorrendo ao “kit” “Marathon cDNA
Amplification Kit”, uma vez que este se baseia na sintese da primeira cadeia de cDNA a partir
de mRNA e nio de RNA total, diminuindo-se as probabilidades de ocorrerem amplificagdes
inespecificas, as quais resultariam num elevado ruido de fundo. Uma outra caracteristica deste
“kit” ¢ o facto de nfo se apoiar na actividade da enzima TdT porque a sintese da segunda ca-
deia de cDNA ¢ feita utilizando uma mistura de enzimas extraidas de E. coli, nomeadamente
a DNA polimerase I, a RNase H e a DNA ligase. S6 depois de ser feita a segunda cadeia de
cDNA ¢ que se liga um adaptador e se realiza a reacgéo de PCR conducente a amplificagéio da
extremidade pretendida.

De modo semelhante ao “kit” anterior, esta técnica ndo permitiu isolar fragmentos de
DNA das reac¢oes efectuadas sobre os clones de cDNA C1A1A e 14A1.2, tendo surgido pro-
dutos amplificados apenas para o clone T5F8.1A. A semelhanga com os resultados obtidos
com o “kit” anterior, as bandas foram clonadas mas a sua relagdo com o clone TSF8.1A ainda

ndo foi verificada.
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A auséncia de bandas no final do procedimento para os clones C1A1A e 14A1.2, e 0
padrdo electroforético obtido relativamente ao clone T5F8.1A s@o resultados que podem ser
explicados pela maioria dos argumentos acabados de referir nos paragrafos anteriores, pelo
que nio serdo novamente focados. No entanto, uma explicagdo exclusiva a este procedimento
reside no facto de a ligagdo de adaptadores a moléculas de cDNA de cadeia dupla originar
cDNAs truncados (53), o que podera explicar o facto de ter sido obtida uma banda com o ta-
manho minimo esperado quando tomada como referéncia a sequéncia do cDNA de Nicotiana
plumbaginifolia (195), a qual corresponderia a um fragmento de maior tamanho se ndo tivesse
ocorrido a ligag@o deste adaptador.

A terceira abordagem utilizada para obter as extremidades 5 dos ¢cDNAs em estudo
originou melhores resultados visto ter conduzido ao isolamento de fragmentos de DNA para
- todos os clones de cDNA; um outro aspecto positivo nesta técnica reside no facto de ter sido
possivel o isolamento de fragmentos de DNA com tamanho superior ao esperado no que res-
peita ao clone plastidial 14A1.2. Contudo, as bandas obtidas para os outros clones néo apre-
sentaram o tamanho minimo esperado quando comparadas com as sequéncias da GS disponi-
veis nas bases de dados. As reacgdes de PCR efectuadas sobre os “mini-preps” dos trés clones
de maior tamanho, com iniciadores especificos da GS, conduziram a formagdo de amplifica-
dos com os tamanhos esperados, sugerindo que os clones isolados por este procedimento cor-
respondem aos cDNAs em estudo. A analise da restricio enzimatica e caracterizagdo das se-
quéncias nucleotidicas destes clones encontram-se neste momento em desenvolvimento.

Analisando os produtos clonados resultantes dos trés procedimentos utilizados € possi-
vel verificar a existéncia de um ponto comum e que € o facto de os tamanhos destes fragmen-
tos de DNA serem inferiores aos tamanhos minimos esperados. Uma explicagdo possivel para
estes resultados consiste na localizagdo dos oligonucleotidos iniciadores utilizados nas reac-
¢Oes de transcricio reversa, a qual deverna ter sido mais proxima das extremidades 5 dos
c¢DNAs em estudo. Tal ndo foi feito devido a elevada homologia existente entre estas molécu-
las de DNA, e que era mais baixa a partir do cdddo STOP, isto €, bastante perto da extremida-
de oposta aquela que se pretendia estender. Se os fragmentos de DNA clonados pelas técnicas
referidas nio cumprirem os objectivos pretendidos, a repetigdo destes procedimentos devera
ter em considerag@o a localizagdo dos oligonucledtidos iniciadores utilizados na reacgdo de
transcri¢do reversa, a qual devera ser o mais proximo possivel da extremidade 5° e de modo a

manter quanto possivel a restringéncia maxima no método.
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Analise por “Southern blotting”

A anélise por “Southern blotting” sugere a existéncia de apenas trés genes a codificar a
GS nesta espécie, devido ao facto de serem visualizadas apenas 3 bandas resultantes da hibri-
dacido dos fragmentos de restricio de DNA gendmico com uma sonda conservada. No entan-
to, e apesar de terem sido usadas enzimas de restri¢io que néo reconhecem locais de corte na
sonda, os resultados obtidos ndo excluem a possibilidade de ocorrerem diferentes fragmentos
de DNA relacionados com a GS na mesma posi¢&o, ndo tendo sido por isso detectados. O uso
de sondas especificas, como as por¢des 3’ ndo traduzidas, permitira no futuro esclarecer esta
questao.

Na maioria das espécies estudadas até a data verificou-se haver uma familia multigénica
a codificar a GS que é composta por, pelo menos, trés genes homologos: um a codificar a
GS2 e os restantes a codificar a GS1 (66, 113). Na maioria das espécies estudadas foi reporta-
do apenas um gene a codificar a GS2 (11, 66, 89, 143, 144, 196). Nas SOLANACEA Lycoper-
sicum esculentum L. e Nicotiana sylvestris L. parece haver apenas um gene a codificar a GS2
(11), o que permite apoiar a hipotese proposta para a batateira no que respeita esta subunida-
de.

Nas leguminosas ervilheira e feijoeiro foram identificados trés genes funcionais a codi-
ficar subunidades da GS1 (38, 197), enquanto que na leguminosa Medicago truncatula L.
apenas dois dos trés genes que codificam a GS1 sdo expressos na planta, sendo o terceiro um
pseudogene (182). Na planta do arroz foram isolados dois cDNAs que codificam polipepti-
deos da GS1 (171), mas em contrapartida, na também monocotiledénea Zea mays L. (milho)
foram isolados cinco cDNAs relacionados com a GS1 (119). Estes dados indicam que o nu-
mero de genes a codificar a GS1 ndo é constante dentro do mesmo grupo taxondémico, como
as monocotiledoneas e as dicotiledoneas.

Na espécie anfidiploide Brassica napus L., resultante do cruzamento entre as espécies
B. campestris € B. olearacea, existe um total de quatro genes a codificar a GS1, tendo sido,
segundo os autores, herdados dois genes de cada espécie parental (143). O reconhecimento de
dois genes a codificar a GS1 foi feito em Vitis vinifera L. (122) e na SOLANACEAE tabaco
(23, 51), enquanto que em N. plumbaginifolia (195) e em Lycopersicum esculentum, também
pertencentes 4 mesma familia da batateira, s6 foi identificado um gene da GS1 (159), embora
tenha sido detectado um segundo polipeptideo relacionado com a GS1 por andlise bidimensi-
onal apos infec¢do por Pseudomonas syringae, sugerindo a existéncia de pelo menos dois ge-

nes a codificar a GS1 nesta espécie (158). Destas observagdes conclui-se que o nimero de
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genes a codificar a GS1 € variavel até¢ mesmo dentro de uma determinada familia, € em espe-
cial entre as SOLANACEAE. Tendo em consideragfio os dados acabados de descrever, € pos-
sivel concluir que a hipétese levantada apds a analise do DNA genomico por “Southern blo-
tting” ¢ fundamentada e possivel de ser verdadeira. Deste modo existira um gene a codificar a
GS2 e dois a codificar a GS1 na batateira.

Em Pinus sylvestris foi possivel verificar a ocorréncia de apenas dois genes a codificar a
GS por “Southern blotting” e até a data s6 foram isolados dois clones de cDNA da GS (5, 32).
A analise bidimensional dos polipeptideos da GS desta espécie revelou a existéncia de apenas
dois pontos isoeléctricos distintos (6). O surgimento de apenas trés pontos isoeléctricos na
analise bidimensional dos polipeptideos da GS (dois de menor massa molecular € um com
maior massa), associado aos resultados obtidos pela analise de “Southern blotting” nas condi-
¢Oes utilizadas e ao numero total de cDNAs isolados, sdo evidéncias que permitem apoiar a
hipétese formulada acerca da existéncia de dois genes a codificar a GS1 e um a codificar a
GS2 em batateira. Esta hipotese € apoiada pelo facto de ndo terem sido identificados mais do
que dois cDNAs, ao todo, a codificar a GS1 nas espécies da familia SOLANACEAE estudadas
até a data (51, 159, 195).

Caracterizacio da acumulacio da GS

O desenvolvimento e crescimento da batateira pode ser dividido em sete fases princi-
pais: germinac@o e emergéncia da semente, dorméncia dos tubérculos, abrolhamento, emer-
géncia e expansio do caule, desenvolvimento de tubérculos, senescéncia e floragdo. Na Euro-
pa o cultivo da batata é feito quase exclusivamente na fase vegetativa da planta. A cultura é
plantada na forma de tubérculos de semente (abrolhados ou ndo, como pegas cortadas ou ndo)
(96). Por esta razdo, as culturas efectuadas neste trabalho foram iniciadas na forma de tubér-
culos abrolhados como pegas ndo cortadas.

A caracterizagdo da acumulagio da GS foi efectuada por RT-PCR, por “Northern blo-
tting” e por “Western blotting” acoplado a analise uni- e bidireccional em diferentes orgéo e
fases de desenvolvimento da planta: raizes, tubérculos (em formagfo ou em abrolhamento,
caules e folhas (desde folhas jovens a senescentes).

A técnica de RT-PCR permite converter RNA em DNA pela ac¢do da transcritase re-
versa e amplificar uma regido da molécula de DNA assim formada pela ac¢do de uma DNA

polimerase através de PCR (118). Deste modo, e de acordo com as condigbes utilizadas, tor-
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na-se viavel a detecgio de moléculas de mRNA cuja presenga num determinado 6rgédo ou te-
cido ¢ diminuta e que nfo seriam detectaveis por outras técnicas.

Os dados obtidos apos RT-PCR permitiram verificar que a GS € expressa em todos os
orgios analisados uma vez que foi detectada a presenca de pelo menos um tipo de transcrito
da GS em todos os orgdos analisados. A detecgdo de transcritos relacionados com o clone
14A1.2 apenas nos orgios aéreos (caule e folhas) sugere que a GS2 ¢ unicamente expressa
nestes o6rgdos. De um modo analogo, a detecgdo da expressdo de pelo menos um transcrito
relacionado com a GS1 em todos os 6rgdos analisados permite concluir que esta € expressa
em toda a planta. Os dados obtidos permitem ainda concluir que a expressdo da GS € diferen-
cial uma vez que ha acumulagio preferencial de determinados transcritos em determinados
orgdos: a GS2 surge nos caules ¢ folhas e no caso do cDNA T5F8.1A, os seus transcritos cor-
respondem aos tinicos detectados nas raizes. O gene relacionado com este cDNA devera apre-
sentar uma expressdo generalizada na planta, enquanto que o gene relacionado com o clone de
c¢DNA C1A1A podera sofrer uma regulago da expressdo mais afinada de acordo com as ne-
cessidades do 6rgdo num determinado momento.

Através da técnica de “Northern blotting”, utilizando uma sonda conservada, for possi-
vel reconhecer dois tipos de transcritos de acordo com o tamanho: um com aproximadamente
1,5 kb e outro com aproximadamente 1,3 kb. Estes tamanhos estdo de acordo com o intervalo
de tamanhos dos mRNA da GS ja estudados na maioria das plantas, sendo geralmente o
mRNA relacionado com a isoforma plastidial maior que 0 do mRNA relacionado com a iso-
forma citosolica (66).

Na analise por “Western blotting” surgiram dois polipeptideos com diferentes massas,
um maior de 45 kDa e outro de menor massa, com 42 kDa. Padrdes de acumulagdo semelhan-
tes ja foram descritos para a batateira (155) e para outras espécies, nomeadamente Arabidop-
sis (160), tabaco e tomateiro (8), milho (170) e em Vitis vinifera L. (122).

Os transcritos de maior tamanho surgem apenas nos 6rgios aéreos (folhas e caules) de
um modo sobreponivel ao padrdo observado para o clone 14A1.2 no ensaio de RT-PCR. Pelo
facto de haver sobreposi¢do destes padrdes de acumulagdo, assim como com o padrdo encon-
trado na analise efectuada por “Western blotting”, relativamente a banda de maior massa mo-
lecular (45 kDa) conclui-se que estes transcritos e estes polipeptideos estdo relacionados com
a subunidade plastidial da GS da batateira.

O teor destes transcritos de 1,5 kb variou com o estado fisiologico da folha: aumentou
da fase de folha jovem (2* folha a contar do apice) para folha expandida (4* folha a contar do

apice), baixando consideravelmente ao longo das fases mais velhas de desenvolvimento foliar
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(6* e 9 folhas a contar do apice). Esta variagdo na acumulagio relativa de mRNAs fo1 acom-
panhada de igual modo pelo nivel dos polipeptideos de 45 kDa. Um aumento do teor de
mRNA da GS? até a fase de maxima expansdo foi descrito em folhas ndo destacadas da planta
de arroz (98) e de ervilheira (54). Nesta fase inicial do desenvolvimento, a folha apresenta
uma actividade biossintética intensa que perdura até que a capacidade fotossintética maxima
seja atingida, implicando a biossintese de clorofilas e a biogénese de cloroplastos, assim como
o aumento da area foliar devido a expanséo e divisdo celular (25).

Possivelmente, a acumulagfio de transcritos da GS2 ocorrera de modo a acompanhar a
formagdo de cloroplastos funcionais, como ja foi proposto anteriormente (104). As evidéncias
de que a acumulagfio de GS2 nas folhas e nos cotilédones ¢ dependente da presenga de cloro-
plastos resultaram de trabalhos em que, na maioria das espécies analisadas, plantas estioladas
~ aumentaram a acumulagio de mRNAs e/ou de polipeptideos da GS2 depois de expostas a luz
(40, 154). Este aumento foi ainda mais rapido durante a transigdo da obscuridade para a luz do
que na iluminagdo de folhas estioladas, uma vez que os cloroplastos ja se apresentavam com-
pletamente diferenciados (54).

A regulagdo da GS2 pela luz ¢ mediada em parte pelo fitocromo e, indirectamente, pelo
aumento dos niveis de sacarose resultantes da actividade fotossintética (146). O aumento ob-
servado na acumulacio dos transcritos da GS2 da fase de fotha jovem para expandida sera
resultado do somatorio deste conjunto de factores que caracterizam a transigio de recebedor
metabdlico importador de nutrientes (foltha jovem) para fonte exportadora de hidratos de car-
bono e de azoto organico (folha expandida).

A diminui¢io de intensidade da banda de 1,5 kb, relativa aos transcritos relacionados
com a isoforma plastidial, observada nas situagdes folha velha (6" folha a contar do apice) e
folha senescente (9 folha a contar do apice), corresponde a uma diminuigio do teor relativo
destes transcritos em relagdo a situagdo de folha expandida (4* folha). Paralelamente, também
foi observada uma diminuig¢o da intensidade relativa das subunidades da GS2 na analise
efectuada por “Western blotting”. A diminui¢o do teor de mRNAs e de polipeptideos relaci-
onados com a GS2 durante a senescéncia foliar (natural ou induzida) ja foi descrita em varias
espécies, como por exemplo, o tomateiro (159), a planta do arroz (98) e em Arabidopsis
(135).

A diminuicdo do teor proteico da GS2 ocorre porque, para além de haver um decrésci-
mo dos seus transcritos, ha perda da funcionabilidade dos cloroplastos, que correspondem ao
organelo onde a GS2 se acumula e ao primeiro a sofrer destrui¢io durante a senescéncia (72),

o que acarreta como consequéncia imediata a diminuigdo da actividade total da GS foliar.
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Esta redugfio da acumulagdo de polipeptideos ¢ de mRNAs da GS2 pode resultar da represséo
da expressio do gene da GS2 através de um mecanismo de regulagdo possivelmente comum
aos genes envolvidos na fotossintese (146). Um outro factor que podera conduzir a diminui-
¢do do teor de polipeptideos da GS2 sera a destruigdo desta enzima pelos radicais livres de
oxigénio que sdo libertados durante a senescéncia e que se sabe serem responsaveis pelo au-
mento da susceptibilidade de proteinas existentes no estroma dos cloroplastos, entre as quais a
GS, como ja foi proposto anteriormente (148, 150, 184).

Sabe-se muito pouco acerca dos mecanismos de controlo da transcrigdo dos genes que
codificam a GS2 (40); o aprofundamento do conhecimento dos promotores dos genes da GS2
e dos factores cis e frans envolvidos no controlo da sua express3o permitira, no futuro, com-
preender melhor o papel desta isoenzima durante a senescéncia foliar assim como noutros
- processos fisiologicos nos quais esteja envolvida.

Os transcritos com tamanho aproximado de 1,3 kb foram detectados em todos os 0rgéos
e estados de desenvolvimento analisados. Estes constituem os unicos transcritos da GS
detectados nos orgéos ndo fotossintéticos. Fazendo a analogia com os resultados obtidos por
RT-PCR verificou-se que apenas os mRNAs relacionados com os clones citosélicos foram
acumulados em todos os Orgdos. Comparando estes dados com os obtidos por “Western
blotting”, relativamente a banda correspondente aos 42 kDa, verificou-se ter ocorrido sobre-
posicdo dos padrdes de acumulagdo detectados por ambas as técnicas utilizadas. Estes
resultados permitem concluir que as bandas de 1,3 kb e de 42 kDa detectadas no “Northern” e
no “Western blotting” estardo relacionadas com os mRNAs e os polipeptideos da GSI,
respectivamente, em batateira.

Ao comparar o teor de acumulagéo relativo das bandas obtidas por “Western blotting”
com os resultados do “Northern blotting” obtidos com uma sonda conservada ao longo do
desenvolvimento foliar verificou-se a ocorréncia de um aumento de intensidade destas nos
dois ensaios e que se traduz num aumento da acumulag@o de polipeptideos e de transcritos da
GS1 ao longo do desenvolvimento foliar. Tais padrdes de acumulagdo da GS1, desde o inicio
do desenvolvimento foliar até 4 senescéncia, ja foram referidos para outras espécies (98, 99,
101, 143, 159).

O aumento de acumulagdo de transcritos relacionados com dois genes que codificam a
GS citosolica foi detectado durante a senescéncia induzida pela obscuridade em cotilédones
destacados de beterraba (204). Durante a senescéncia natural de folhas da planta do arroz foi
possivel observar um aumento gradual da acumulagdo de mRNAs da GS1 ao longo de toda a

1amina foliar. Este aumento de acumulag@o de transcritos da GS1 foi acompanhado por um
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aumento de glutamina no floema (97, 99, 207). Em tomateiro foi detectado um padréo de
acumulagio semelhante ao descrito neste trabalho para os transcritos e polipeptideos da GS1
(159). Estes dados sugerem que a GS1 sera responsavel pela conversdo do glutamato em glu-
tamina em folhas senescentes, a qual serd exportada via floema para ser utilizada nos outros
érgios da planta, em especial nos tecidos jovens como as sementes € os Orgdos em formagéo
(folhas e tubérculos, principalmente, no caso da batateira). ’

Quando a acumulagdo dos transcritos da GS1 de batateira foi analisada recorrendo a
sondas especificas verificou-se que o aumento da acumulagio de mRNAs desta isoforma na
folha ndo foi devido ao aumento de expressdo de ambos os genes que a codificam. Foi possi-
vel verificar que o clone TSF8.1A apresentou um padrdo de acumulagio muito semelhante ao
clone plastidial, sendo detectado um aumento de acumulagio da fase de folha jovem para fo-
- lha expandida, diminuindo drasticamente nas fases de desenvolvimento mais avangadas da
fotha. Um padriio de expressdo semelhante ao obtido para o clone T5F8.1A foi detectado em
folhas de feijoeiro onde se verificou que os niveis dos transcritos dos genes que codificam as
subunidades o e B da GS1 apresentaram um padrdo de acumulagio semelhante a dos respecti-
vos polipeptideos durante o desenvolvimento da folha, tendo sido os teores mais elevados de-
tectados quando as folha eram jovens (38).

Em Brassica napus ocorreu um decréscimo da expressdo da GS2 durante o envetheci-
mento foliar. Paralelamente, um dos genes que codifica a GS1, o qual € expresso a niveis re-
duzidos nas folhas jovens, sofre um aumento da expressdo durante o envelhecimento foliar.
Nas fases mais avangadas de senescéncia a GS ¢ representada unicamente por subunidades da
GS1 (63). O mRNA relacionado com o clone CIA1A sofreu um aumento progressivo de
acumulaciio desde a fase mais jovem até & fase de desenvolvimento mais avangada e estudada
neste trabalho. Da comparagdo destes resultados com os obtidos com a sonda conservada €
possivel verificar que o padrio de acumulagdo que prevaleceu foi o do clone C1A1A. Este
resultado sugere que este serd o tipo de mRNA da GS1 mais abundante neste 6rgdo durante
toda a sua existéncia.

A excepgio da raiz, onde apenas se detectaram mRNAs relacionados com o clone
T5F8.1A, foi possivel verificar que os mRNAs relacionados com os cDNAs da GS1 em estu-
do sdo acumulados ao nivel dos restantes 6rgios analisados. Apesar de ndo ser possivel exclu-
ir a possibilidade de existirem outros produtos relacionados com a GS1 (ou até mesmo com a
GS2), os quais poderdio ndo ter sido visualizados devido ao limite de detecgdo das técnicas
utilizadas, estes dados sugerem que a GS1 presente nas raizes ¢ uma holoenzima, formada
apenas por um tipo de subunidades, por sua vez relacionadas com o clone T5F8.1A.
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Os resultados obtidos através da analise bidimensional dos polipeptideos que compdem
a GS vém reforgar esta hipdtese na medida em que apenas um tipo de polipeptideo fo1 obser-
vado nas raizes, o qual apresentou um pI=4,8. Nos restantes orgaos verificou-se haver acumu-
lagdo dos dois tipos de mRNAs e de polipeptideos da GS1 (P1=5,0 e pI=4,8) o que implica a
existéncia de pelo menos duas subunidades da GS1 nos orgdos analisados.

A comparagdo dos padrdes de acumulagdo dos mRNAs com os obtidos na analise bidi-
mensional permite estabelecer uma possivel relagdo entre o clone de cDNA e o ponto isoeléc-
trico (polipeptideo) correspondente. Esta especulagio deve-se ao facto de ser observavel uma
sobreposi¢do entre os padrdes de acumulagio obtidos nos dois tipos de analise efectuadas.

Na analise bidimensional dos polipeptideos da GS foi possivel verificar que um dos dois
pontos isoeléctricos de menor massa (correspondentes a GS1), com pl=5,0, apresentou uma
abundancia relativa superior a dos outros polipeptideos (com pI=4,8) em todos os estados fi-
siologicos da folha estudados. Outro aspecto relativo a estes polipeptideos (pI=5,0) € o facto
de a sua acumulagio relativa aumentar desde o inicio do desenvolvimento foliar até ao estado
de folha velha. Uma outra observagio a tomar em consideragio reside no facto de estes poli-
peptideos ndo terem sido detectados nos extractos das raizes. Este padrdo de acumulagio €
perfeitamente sobreponivel ao padrio de acumulagdo de mRNAs observado para o clone de
¢DNA C1A1A, sugerindo que ambos estardo inter-relacionados.

Para além desta conclusdo verifica-se que este clone pertence a classe II dos “SAG”
(Senescence Associated Genes) (72), ou a classe 7 de genes envolvidos no processo de senes-
céncia (25), devido ao facto de ter apresentado uma expressdo reduzida no inicio do desen-
volvimento foliar, a qual aumentou gradualmente ao longo do tempo até as fases de desenvol-
vimento mais tardio da folha terem ocorrido.

Os outros polipeptideos de menor massa (pl=4,8) sofreram um aumento de acumulagdo
da fase de folha jovem para expandida, diminuindo o seu teor na fase de folha velha. O mes-
mo padrdo pode ser observado na andlise por “Northern blotting” quando se utilizou a por¢io
3’ ndo traduzida do cDNA T5F8.1A como sonda. No caso das raizes correspondem a unica
isoforma detectada e deverdo desempenhar como principal fungdo a fixagdo metabolica da
amonia absorvida do solo ou resultante da actividade da nitrato redutase presente nesse 6rgao.
O aumento transitorio da sua acumulacdo nas fases iniciais de desenvolvimento da folha po-
dera reflectir uma maior exigéncia de precursores azotados de modo a satisfazer as necessida-
des metabolicas relacionadas com a elevada taxa biossintética caracteristica desta fase de des-

envolvimento inicial, durante a qual a folha funciona como recebedor metabdlico.
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Em luzerna foi possivel verificar que havia acumulagdo preferencial nas folhas de um
dos transcritos que codificam a GS1 em relagdo ao outro (182). Esta expressio diferencial dos
genes da GS1 pode ser parcialmente explicada pela capacidade indutora do tipo de azoto
inorganico presente. Por exemplo, o gene da GS1 de soja parece ser activado pela presenca de
amonia (132). Em beterraba foram isolados 3 clones de cDNA relacionados com a GS1. Dois
destes clones s3o expressos durante a senescéncia de cotilédones induzida pela obscuridade,
sendo o nivel de expressdo de um deles mais baixo. A adi¢do de azoto inorginico (NH;NO;)
retardou a senescéncia e conduziu ao aumento da expressdo de um destes genes e a diminui-
¢do da expressdo do outro, tendo a adigdo de glutamina conduzido a aceleragdo do processo
de senescéncia (204). Estes dados sugerem que a expressdo diferencial dos genes da GS1
pode ser parcialmente influenciada pela forma azotada presente no orgéo.

Na SOLANACEAE planta do tabaco verificou-se que nas folhas jovens a concentra¢do
de aménia ¢ bastante elevada enquanto que a de nitrato € reduzida. Com o aumento da idade
da folha verificou-se que o teor de nitrato aumentou enquanto que o teor de amoénia diminuiu,
voltando a aumentar novamente nas folhas senescentes (128).

O aumento da acumulacio de transcritos dos clones citosolicos da GS da batateira pode-
r ser resposta a uma variagdo do teor de azoto inorganico nas folhas. Assumindo um padrdo
semelhante 2 planta do tabaco, podera ser colocada a hipdtese de os mRNAs relacionados
com o clone C1AIA sofrerem um aumento gradual de acumulagio ao longo das diferentes
fases de desenvolvimento foliar estudadas, acompanhando o teor de nitrato, enquanto que 0s
mRNAs relacionados com o clone T5F8.1A sofrerdo um aumento de acumulagdo nas fases
iniciais do desenvolvimento foliar, acompanhando os niveis de amonia. No entanto ndo foi
observado um aumento do teor destes transcritos nas folhas senescentes de tabaco, pelo que a
concentra¢do de amonia ndo pode ser considerada o principal factor a influenciar a expressdo
do gene relacionado com este clone, ou entfio em batateira nio havera aumento do teor de
amonia durante a senescéncia, o que € pouco provavel devido ao facto de esta fase caracten-
zar-se por uma elevada taxa de catabolismo proteico, de onde resulta a libertacdo de grandes
quantidades de amoénia.

Em folhas de Arabidopsis foi possivel verificar que a luz induziu indirectamente a acu-
mulagio de transcritos da GS1 devido ao aumento do teor em agucares, como a sacarose, a
glucose e a frutose resultantes da actividade fotossintética (146). O clone T5F8.1A podera so-
frer uma regulagdo ao nivel da transcrigdo de acordo com a disponibilidade de azoto inorgéni-
co e de carbono organico, sendo a sua expressdo nas folhas activada quando estes dois facto-

res estdo presentes. A determinagfio dos teores destes compostos ao longo do desenvolvimen-
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to foliar permitira elucidar melhor a influéncia do controlo metabdlico na acumulagdo de
transcritos e polipeptideos relacionados com este clone de cDNA.

Em alface foi possivel isolar um clone de cDNA da GS1 cuja acumulagéo de transcritos
¢ regulada pelo fitocromo, visto terem verificado que o efeito da luz vermelha era completa-
mente cancelado pela subsequente irradiagdo com luz vermelho-distante (172).

E sabido que o etileno ¢ um dos principais reguladores de crescimento envolvidos no
processo de senescéncia. A aplicacdo de etileno induziu o aumento da actividade da GS1, pelo
menos em células lacticiferas de Hevea brasilensis (162), onde foi verificado ter ocorrido
também um aumento do teor de mRNA ¢ de polipeptideos da GS1. De modo semelhante, o
etileno libertado durante a senescéncia foliar podera conduzir ao aumento gradual da acumu-
lacdo de GS1 nas folhas de batateira.

Uma hipotese explicativa do padrdo de acumulagéo de transcritos e polipeptideos rela-
cionados com o clone C1A1A podera ser a indugio pela presenca de nitrato, cujo teor aumen-
ta a0 longo do desenvolvimento foliar em tabaco (128), pela tuz vermelha (172) e pelo au-
mento da concentra¢io de etileno libertado durante a senescéncia foliar. Esta isoforma tam-
bém sera a principal responsavel pela reincorporagio da amonia libertada pelo catabolismo
proteico que ocorre durante a senescéncia uma vez que sofre uma aumento de acumulagdo
durante esta fase de desenvolvimento.

Nio devera ser excluida a hipotese de formagado de heteroenzimas da GS1 nas folhas de
batateira. A expressdo simultinea dos genes da GS1, com diferentes niveis de expressdo num
mesmo orgdo pode ser indicativo da presenga de isoformas da GS1 heterdlogas e portanto
com caracteristicas bioquimicas diferentes, as quais poderdo desenvolver maior ou menor ac-
tividade de acordo com as necessidades das células que compde o drgdo onde estio presentes.
A detec¢do simultinea dos mRNAs relacionados com 0os cDNAs da GS1 em estudo numa de-
terminada célula através da técnica de hibridagdo in situ permitiria confirmar esta hipotese,
uma vez que a possibilidade de haver formagio de GS heteroméricas ja foi confirmada em
trabalhos anteriores para outras espécies (11, 34, 202).

A GS1 de Brassica napus é regulada pos-tradugdo por fosforilagdo reversivel. Verifi-
cou-se que quando fosforilada ficava mais protegida contra a degradagdo e a sua actividade
aumentava por associagdo a proteinas 14-3-3 (63). Estas proteinas so homo ou heterodimeros
e associam-se a motivos contendo residuos de fosfoserina nas suas moléculas alvo, resultando
na aproximagio de duas moléculas de natureza proteica, com consequente alteragdo da sua
actividade (64, 137). Este dado reforga a hipotese de formagdo de heterodimeros de GS1 em
batateira.
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Estudos anteriores permitiram verificar que nos feixes vasculares das SOLANACEAE
tabaco e batateira ocorre acumulagido da GS1 nas células de companhia do floema, sendo a
sua intensidade maior nas células do floema interno (33, 155, 156). Posteriormente foi possi-
vel identificar que a isoforma da GS1 que era acumulada no floema de tabaco correspondia ao
clone de cDNA gin 1-5, enquanto que o outro cDNA (g/n /-3) reconhecia transcritos noutros
tipos celulares (51). A manipulagio dos niveis dos mMRNAs da GS1 expressa ao nivel dos fei-
xes vasculares de tabaco (g/r /-5) permitiu verificar que a isoforma localizada nestes tecidos
era responsavel pela manutenggo dos teores de prolina (22), um aminoacido preferencialmen-
te acumulado em tecidos jovens como as folhas em desenvolvimento desta planta (128).

Durante a senescéncia natural foliar de tabaco verificou-se ocorrer um aumento da acu-
mulacdo da GS1 devido ao aumento da expressdo do gene gin /-3, cujos transcritos ndo eram
visualizados em folhas expandidas. Estes estudos permitiram sugerir que durante a senescén-
cia natural ocorre uma transferéncia do metabolismo do azoto dos cloroplastos para o citosol
nas células de mesofilo.

Tendo em consideragido o padrdo de acumulagio dos transcritos e dos polipeptideos ob-
tidos em batateira e em tabaco, pode ser postulado um modelo de actuagdo da GS durante o
desenvolvimento foliar da batateira: o clone C1A1A tera uma equivaléncia ao clone gin /-3
de tabaco, isto €, sera responsavel pela produgio de glutamina ao nivel das células de mesofi-
lo, a qual sera exportada da folha em senescéncia. O clone T5F8.1A correspondera a isoforma
acumulada nos feixes vasculares e sera a principal isoforma citosdlica a actuar nas fases inici-
ais de desenvolvimento foliar, possivelmente produzindo glutamina quer para utilizagdo dos
tecidos jovens da folha em formag#o (folha jovem — reservatoério), quer para exportagdo quan-
do a folha adquire uma fungéo de fonte (folha expandida).

Apesar da regulagio da expressdo da GS2 parecer ser conservada entre as diferentes es-
pécies estudadas e a presenga de GS1 estar associada ao floema da maioria das Angiospermi-
cas, ¢ em algumas SOLANACEAE estudadas (33, 155), existe uma enorme variabilidade na
expressdo das isoenzimas da GS1, o que torna por vezes a interpreta¢io e generalizagdo fisio-
logica e bioquimica dificil. Tal deve-se parcialmente ao facto de haver uma baixa homologia
entre as sequéncias dos promotores da GS1 que se traduz numa baixa probabilidade de ocor-
réncia de elementos cis comuns, resultando assim em padrdes de expresséo diferentes. Os da-
dos obtidos até a data na maioria das espécies estudadas sugerem que o controlo da GS1 ocor-
rera principalmente ao nivel da transcrigéo, uma vez que foi possivel estabelecer uma correla-
¢do bastante boa entre a expressdo de um determinado membro da familia de genes da GS e

seu o produto correspondente resultante da traducdo (40).
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Quando os niveis dos transcritos da GS1 sdo comparados com os niveis de polipepti-
deos nos dois estados de desenvolvimento de tubérculos verifica-se ocorrer uma discrepéncia
nas intensidades das bandas obtidas. Na situacio de tubérculo em crescimento ocorreu maior
acumula¢do de mRNAs relacionados com ambos os clones de cDNA do que nos tubérculos
em abrolhamento, enquanto que a analise por SDS-PAGE seguida de “Western blotting”
permitiu verificar que os tubérculos em abrolhamento apresentam maior quantidade relativa
de polipeptideos da GS1 do que os tubérculos em crescimento. Esta variagdo podera reflectir
as diferengas no metabolismo geral dos orgdos em questio (tubérculo em abrolhamento — or-
go a funcionar como fonte; tubérculo em crescimento — érgéo a funcionar como reservatorio)
as quais se manifestam na populagiio de mRNAs e de proteinas presentes, quer do ponto de
vista qualitativo quer quantitativo, havendo espécies de mRNA e de polipeptideos mais abun-
dantes e/ou mais estaveis do que outras nas duas situagdes. Esta hipdtese € apoiada pela anali-
se efectuada das proteinas soluveis por SDS-PAGE, onde foi possivel observar diferengas
qualitativas ¢ quantitativas nos perfis electroforéticos dos estados fisioldgicos de tubérculo
estudados.

Apesar de se admitir que o principal ponto de regulagdo da GS reside no controlo da
transcrigdo, existem evidéncias de que GS pode ser regulada pos-transcrigdo (63, 64, 146,
148, 149). No que diz respeito a GS1, a diferenca nos resultados observados ao nivel dos tu-
bérculos podera ser devida, por exemplo, a estabilidade dos mRNAs ou entdo ao controlo da
quantidade de proteina da GS1 presente. De facto, verificou-se que plantas transgénicas de
luzerma (Medicago sativa), nas quais havia sido introduzida uma construgfo contendo o pro-
motor 35S do virus do mosaico CaMV e um gene portador da informagio para a GS citosoli-
ca, de modo a haver a expressdo constitutiva deste gene, apresentavam niveis elevados de
transcritos somente nas folhas, enquanto que nos nodulos radiculares ndo havia acumulagio
destes mRNAs. Apesar dos niveis dos transcritos detectados nas folhas terem sido bastante
elevados ndo foi possivel verificar um aumento significativo na actividade ou nos niveis de
polipeptideos da GS1. Estes resultados demonstraram que a GS1 pode ser regulada ao nivel
pos-transcrigio, quer ao nivel da estabilidade dos mRNAs, quer ao nivel do “turn-over” pro-
teico (149).

O facto de a GS1 ndo fosforilada ser mais susceptivel de ser degradada do que quando
fosforilada e/ou associada a proteinas 14-3-3 (63) € uma outra hipdtese que permite explicar
os resultados obtidos nas duas fases de desenvolvimento dos tubérculos analisadas neste tra-
balho. O metabolismo do azoto ¢ reduzido, sendo essencialmente composto pelas reacgdes

enzimaticas conducentes a sintese de proteinas de reserva (15), ndo sendo tdo necessaria a fi-
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xa¢do de amonia por parte da GS uma vez que na situagio de tubérculo em crescimento hd
importagdo de nutrientes para serem armazenados, entre os quais hidratos de carbono e azoto
orginico na forma de aminoacidos. A GS nfio sera necessaria, estando desfosforilada € mais
vulneravel a degradag3o.

Quando os tubérculos iniciam o abrolhamento, verificam-se alteragdes drasticas no me-
tabolismo deste 6rgdio e, em especial do azoto, caracterizadas por um aumento do catabolismo
proteico, com consequente libertagdo de amonia, e estimulagdo dos sistemas de transporte de
hidratos de carbono e azoto organico de modo a haver exportagdo destes nutrientes para as
partes jovens e em formagio da planta (15). Nesta altura, a GS1 actuara na reassimilagdo da
aménia libertada pelo catabolismo proteico e na sintese de glutamina para o transporte inter-
celular, até que a planta seja auto-suficiente, pelo que foi possivel verificar uma diminui¢do
da actividade de GS em tubérculos em abrolhamento 4 medida que a parte aérea da planta se

desenvolvia (154).

Efeito da secura e da salinidade (NaCl 250 mM) na acumulac¢ido da GS na planta

Quando comparado o crescimento dos conjuntos de plantas crescidas nas diferentes si-
tuagdes de secura e salinidade, foi possivel observar que as plantas da situag@o controlo apre-
sentaram maior estatura, seguidas das plantas crescidas em secura, sendo as plantas sujeitas a
salinidade as que apresentaram menor crescimento. As plantas que cresceram sob stresse
apresentaram folhas mais pequenas e, no caso das submetidas a stresse salino, mais clordticas
que as restantes plantas. A diminuigfo da area foliar € uma estratégia adoptada pelas plantas
para reduzir as perdas de vapor de agua pela transpiracdo. A clorose observada nas plantas
sujeitas a salinidade deve-se a destruicdo dos cloroplastos resultante da acumulagdo de sais
(Na*,Cl'e SO42') no seu interior (189). Esta sintomatologia consistiu na primeira evidéncia de
que as condigdes experimentais utilizadas foram efectivas na imposigéo de stresse nas plantas.
Resultados semelhantes em batateira ja foram descritos anteriormente (27, 117, 177) como
resposta as condigdes de stresse impostas semelhantes as utilizadas neste trabalho.

A diminui¢do do crescimento pode ser causa de uma taxa fotossintética inadequada,
provocada pelo fecho dos estomas por parte da planta para evitar as perdas de dgua por evapo-
transpiracdo, acarretando uma limitagdo da entrada de CO, (211), ou devido a acumulagio de
sais nos cloroplastos, ou por interferéncia com o metabolismo do carbono ou da fotofosforila-

¢do (189). O controlo directo do ciclo celular e do alongamento celular por parte do ABA, o
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qual esta envolvido na regulagdo da expressdo de proteinas associadas a respostas ao stresse
hidrico (136), pode fazer diminuir o crescimento das plantas quando crescidas nestas condi-
¢oes (211).

Um outro processo que parece ser afectado por estes tipos de stresse € a absorgdo de
azoto, devido a interferéncia do mecanismo de simporte do NO;™ por parte do NaCl existente
na solugio do solo, o que conduz a redugio da actividade metaboélica das plantas e consequen-
temente a alteragGes do crescimento destas (83).

A diminui¢do do nimero de tubérculos formados na situagdo de secura e a auséncia des-
tes na situagdo de salinidade ao fim de duas semanas deveu-se ao facto de a batateira ser mais
sensivel a estes tipos de stresse durante o periodo de iniciag@o destes 6rgdos. Apos esta fase
verifica-se que de um modo geral ocorre formagéo de tubérculos mais pequenos € menos nu-
- merosos nas plantas sujeitas a estes tipos de stresse (177).

As plantas acumulam substincias osmoticamente activas no citosol em resposta a con-
digdes de stresse conducentes ao desequilibrio osmético. Estes metabolitos (como por exem-
plo, hexoses, malato e prolina) estdo envolvidos no ajustamento osmético resultante do dese-
quilibrio hidrico provocado pelo aumento da concentragdo de sais (28, 211). A prolina permi-
te a manutengdo da homeostasia osmética e também exerce um efeito protector contra o stres-
se oxidativo, originado como consequéncia do stresse osmético, aprisionando radicais hidro-
xilo e protegendo proteinas e membranas bioldgicas da desnaturagado (199, 211).

O stresse oxidativo pode ser originado pela acg¢do do acido salicilico (SA). O SA de-
sempenha um papel importante na resposta das plantas a condi¢bes ambientals adversas como
o stresse osmotico. Verificou-se que Arabidopsis mutantes deficientes em SA conseguiam
germinar ¢ desenvolver folhas em condigbes de stresse hidrico, enquanto que Arabidopsis
selvagens desenvolviam necrose extensa na parte aérea. Foi possivel concluir que o SA po-
tencia a formacgido de EROs nos tecidos fotossintéticos durante as condigdes de stresse osmo-
tico. Estas EROs possivelmente funcionario como sinal ou mensageiro quimico, sendo res-
ponsaveis pela activagdo dos mecanismos de defesa da planta (16).

O aumento da acumulagio de prolina ocorreu em todos os orgéos analisados das plantas
crescidas sob condigdes ambientais desfavoraveis, tendo sido maior nas raizes do que nos res-
tantes orgaos. As raizes parecem estar activamente envolvidas na adaptagdo ao stresse salino,
dado que uma menor sensibilidade destes orgéos a salinidade implica um melhor mecanismo
de exclusio do excesso de ides (140). A presenca de um teor elevado de prolina nestes orgéos
podera justificar esta capacidade de exclusdo, contribuindo para a tolerdncia da planta a con-

digdo ambiental a que esta exposta. A prolina acumulada em resposta & salinidade e a secura
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contribuira para a manutengio do balango osmético de um modo compativel com o metabo-
lismo celular, promovendo o estabelecimento de interacgdes com proteinas que resultam na
exclusdo dos ibes da camada de hidratagio destas (208).

O teor de prolina foi maior na situagio de salinidade do que na situagdo de secura. Tal
deve-se ao facto de o stresse salino provocar, para além da toxicidade inerente ao excesso de
sais, stresse oxidativo, estando por isso as plantas crescidas nesta situago sujeitas a condigdes
mais severas que as crescidas em secura e necessitando por isso de desenvolver uma resposta
mais adequada. A prolina também desempenhara o papel fundamental de aprisionar o radical
hidroxilo formado.

A diminui¢fio do teor clorofilino em plantas crescidas sob condigdes de stresse salino ja
foi observada em trabalhos anteriores, como por exemplo em tomateiro (102), em Cicer arie-
tinum L. (181) e em batateira (62, 174). Esta diminui¢do pode ser devida ao facto de os cloro-
plastos serem os principais produtores de EROs quando as plantas estdo sujeitas a um stresse
salino (211). A diminuig@o do teor clorofilino tem como consequéncias directas a diminuigao
dos processos de assimilagdo de carbono. Esta diminui¢do de fotoassimilados podera ser uma
das causas do ndo aparecimento de tubérculos no final do periodo de tratamento com NaCl,
uma vez que a quantidade de hidratos de carbono resultantes da fixagdo fotossintética do CO,
podera ndo ser suficiente para manter o crescimento da planta e o enchimento dos tubérculos
com substincias de reserva.

O aumento observado no teor clorofilino das plantas crescidas sobre secura pode ser de-
vido 4 diminui¢do do teor hidrico das mesmas, com consequente aumento da concentragdo
destes pigmentos quando expressos por peso fresco. Foi possivel verificar que em batateiras
submetidas artificialmente a secura pela adigdo de PEG ocorreu uma diminuigdo do teor hi-
drico foliar, ainda que reduzido, ao fim de duas semanas de tratamento. Como consequéncia o
teor clorofilino aumentou ligeiramente nestas plantas quando comparadas com a situagio con-
trolo, mas nio apresentou varia¢do significativa quando expresso por peso seco (27). Estes
resultados sdo apoiados pelo facto de a fotossintese ndo ser severamente afectada quando
ocorre inicialmente diminuigio da quantidade de 4gua disponivel ao nivel das raizes (189).
Possivelmente o tempo de exposi¢io ao stresse hidrico ndo tera sido suficiente para conduzir
a alteragOes mais marcadas nas plantas utilizadas. Tal podera ser explicado, por exemplo, pe-
las propriedades do solo utilizado: um solo mais argiloso tera capacidade de reter dgua duran-
te mais tempo, 0 que implica que o tempo de exposigdo a secura seja mais reduzido do que o

esperado.
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O teor proteico solivel da quarta folha a contar do dpice baixou nas plantas crescidas
sob as condigdes de stresse, tendo sido este decréscimo maior na situagio de salinidade do
que nas plantas sujeitas a secura. A diminuigio do teor proteico nas folthas em resposta a con-
di¢des ambientais conducentes ao desequilibrio hidrico ja foi observado em situagOes anterio-
res (35, 62, 181, 189). A diminuigdo do teor proteico podera ser devida a indugdo da expres-
s3o de genes que codificam proteases as quais estario envolvidas em processos de remogao ¢
reciclagem de proteinas desnaturadas pela acgdo do stresse imposto (189). A variagdo do teor
de proteinas soliveis ocorreu devido a alteragdes na acumulagio relativa de alguns polipepti-
deos, tendo o perfil electroforético sido diferente entre as condigdes de salinidade e de secura.
Isto significa que o metabolismo proteico das folhas respondeu de maneira diferente em res-
posta as condig¢des ambientais impostas. Apesar de estes perfis terem sido distintos, € caracte-
ristica comum o desaparecimento de polipeptideos de elevada massa molecular € o apareci-
mento ou aumento de acumulagdo de polipeptideos de menor massa (15 a 22 kDa).

A quantidade relativa de proteinas soliiveis aumentou nas raizes das plantas crescidas
sob stresse. A semelhanca das folhas, verificou-se que as plantas das diferentes situagdes de
stresse responderam de modo diferente nas raizes porque os perfis electroforéticos obtidos por
SDS-PAGE diferiram. O aumento do teor proteico nestes orgdos deveu-se ndo s6 ao aumento
da acumulago relativa de determinados polipeptideos como também ao aparecimento de no-
vos. As plantas responderam a salinidade e & secura impostas diminuindo a acumulacéo de
polipeptideos de massa elevada e aumentando a acumulagio de polipeptideos de massa mole-
cular compreendida entre 15 e 22 kDa, a semelhanga do que ocorreu nas folhas. O aumento da
acumulagio de polipeptideos com massa aproximada aos valores obtidos neste trabalho ja foi
observado em raizes de tomateiro expostas a 170 mM NaCl (35).

As raizes correspondem ao primeiro orgdo da planta a experimentar o stresse salino.
Para manterem o crescimento sofrem alteragcdes na sintese proteica, as quais sd30 muito mais
pronunciadas quando comparadas com as alteragdes ocorridas ao nivel da parte aérea da plan-
ta (35), o que reflecte a sua exposi¢do directa a situagdo de stresse. Os resultados obtidos nes-
te trabalho reforgam esta ideia. O aumento do teor proteico observado nas raizes das plantas
submetidas a stresse também pode ser reflexdo da alteragdo do desenvolvimento radicular,
uma vez que as plantas tendem a promover o crescimento destes 6rgéos quando sujeitas a
condig¢des de pouca abundincia de dgua (189).

Nos tubérculos em crescimento das plantas sujeitas a secura houve um aumento do teor
de proteinas soliiveis. Esse aumento deveu-se ndo so6 a um aumento de acumulagio de alguns

polipeptideos como também a sintese de novo de outros quando tomado em consideragio o
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perfil electroforético obtido pela analise de SDS-PAGE. Os polipeptideos que sofreram maior
aumento de acumulagfio apresentam um tamanho aproximado de 40 kDa, o qual corresponde
ao tamanho da familia das patatinas (161). O grupo das patatinas corresponde a cerca de 40%
do total das proteinas soluveis que compdem os tubérculos, sendo consideradas proteinas de
reserva apesar de possuirem actividade como acil-hidrolases lipidicas (55, 152). Em trabalhos
anteriores foi possivel verificar que a secura induziu a expressio de uma proteina semelhante
a patatina em Vigna unguiculata, tendo sido a sua acumulacdo superior no caso das plantas
mais sensiveis a secura do que nas menos sensiveis (129). A semelhanca dos outros 6rgios
analisados, também foi verificado um aumento da acumulagfio de polipeptideos com massa
compreendida entre os 15 ¢ os 20 kDa nos tubérculos em crescimento colhidos das plantas
crescidas na secura. Este aumento do teor proteico, € em especial o da acumulagdo de patati-
na, pode reflectir uma tentativa por parte da planta de assegurar a sua descendéncia, favore-
cendo a formagdo de tubérculos e aumentando a acumulagdo das substincias de reserva nestes
orgdos em detrimento da parte aérea.

A diminuicgo do teor proteico ao nivel das folhas e o aumento deste nas raizes ¢ nos tu-
bérculos pode ser explicada por um aumento do catabolismo proteico ao nivel das folhas e
exportagiio dos aminoacidos resultantes para os tubérculos ou para as raizes, para aqui serem
utilizados na sintese de proteinas e para promover a formag8o de novos tecidos. O azoto trans-
locado no floema é essencialmente representado por aminoacidos e amidas, em especial por
glutamato e aspartato e as suas respectivas amidas, glutamina e asparagina (189), os quais se-
rdo metabolizados nos 6rgios para onde foram transportados, como as raizes € os tubérculos.
Esta hipétese ¢ suportada pelo facto de se ter verificado um aumento no teor de aminoacidos
livres ao nivel das folhas de plantas sujeitas a secura e a salinidade (1, 28, 76, 179, 181), entre
os quais se salientam a prolina, o glutamato, a glutamina, a arginina, a asparagina, a glicina ¢
a serina (28, 76).

Um padriio comum na acumulagio de polipeptideos nos érgéos estudados consistiu no
aumento da acumulacio de polipeptideos com massa compreendida entre os 15 € os 20 kDa.
Este comportamento ¢ reflexo de uma resposta metabolica por parte das plantas as condigdes
ambientais a que estdo sujeitas. Estes polipeptideos poderdo estar relacionados com produtos
envolvidos em processos metabolicos desde a acumulago de osmolitos € a manutengo da
homeostasia idnica até a reparagio e defesa celular (35). Os polipeptideos de massa compre-
endida entre 15 e 20 kDa poderdo corresponder a HSPs (do inglés "Heat Shock Proteins"). As
HSPs pertencentes a esta gama de valores de massa sdo bastante abundantes nas plantas. Tra-

tam-se de proteinas que s3o induzidas pelo calor, podendo surgir também em resposta a outras
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condi¢des ambientais como os stresses hidrico e salino. Estas proteinas acumulam-se em va-
rios compartimentos celulares onde vio desempenhar diversas fungdes como estabilizar ou-
tras proteinas, transportar polipeptideos através de membranas ou proteger residuos de amino-
acidos hidrofébicos nas cadeias polipeptidicas. Outro grupo de proteinas que sofrem aumento
da expressdo e acumulagdo nas plantas sujeitas a estes tipos de stresse correspondem as pro-
teinas LEA ("Late Embryogenesis Abundant") as quais parecem estar também envolvidas na
proteccio das membranas biologicas. As enzimas do sistema enzimatico anti-oxidante tam-
bém sofrem aumento de acumulagdo nestas situagdes de stresse (189).

A acumulagio de polipeptideos da GS ao nivel da 4° folha foi afectada pelas condi¢des
de salinidade utilizadas neste estudo visto ter ocorrido uma diminuigéo do teor de GS2. A di-
minuicio da actividade da GS2 ja foi observada em plantulas de arroz submetidas a 400 mM
de NaCl (108) e em folhas de plantas de arroz regadas com uma solugio contendo NaCl 150
mM, enquanto que os niveis da GS1 se mantiveram inalterados ao fim de 4 semanas de trata-
mento (91).

A diminuicdo do teor de polipeptideos da GS2 teve paralelismo com os niveis de trans-
critos, quando analisados por “Dot blotting” com uma sonda especifica (14A1.2), os quais
sofreram uma ligeira diminui¢do na sua acumulagdo. A diminui¢do do teor de polipeptideos
da GS2 pode ser devida aos efeitos toxicos do stresse salino por este ter induzido o stresse
oxidativo. O stresse salino conduz ao fecho dos estomas por acgio da fito-hormona ABA, li-
mitando o forecimento de CO; 4 folha o que conduz a redugdo da cadeia fotossintética trans-
portadora de electrdes e consequentemente a libertagdo de EROs (91), os quais irdo afectar a
integridade das proteinas cloroplastidiais como a GS2. Um aumento da acumulagdo de
mRNAs da GS2 nas plantas sujeitas a salinidade poderia corresponder a uma tentativa por
parte da planta de minimizar os efeitos nefastos da salinidade pela manutencio da fotorrespi-
ragdo, uma vez que ha estudos que sugerem que o passo limitante deste processo corresponde
a reacgio catalisada pela GS2 (81, 106, 203). Esta hipétese ¢ suportada pelo facto de plantas
de arroz transgénicas a sobreexpressar a GS2 apresentaram uma capacidade fotorrespiratoria
mais elevada que as plantas ndo transformadas, o que se manifestou num aumento da toleran-
cia destas a salinidade (91).

Apesar de ndo terem sido verificadas alteragdes nos niveis de polipeptideos da GS1 nas
folhas das plantas crescidas sob salinidade, tal ndo se passou com os respectivos transcritos. A
salinidade induziu a acamulagio dos mRNAs relacionados com o clone T5F8.1A e a diminui-
¢do da acumulagdo dos transcritos relacionados com o clone C1A1A. A variagdo dos niveis

de transcritos relacionados com os dois cDNAs em estudo parece ndo ter tido influéncia nos
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niveis de polipeptideos quando analisados por SDS-PAGE. A analise bidimensional permitird
no futuro aferir se a variag@o dos teores destes mRNAs tera tido reflexo na qualidade e quan-
tidade de polipeptideos da GS1 ou se havera outro(s) factor(es) em jogo, como por exemplo, a
estabilidade dos mRNAs ou o “turn-over” proteico.

O aumento da concentra¢do da amonia nas folhas das plantas sujeitas a salinidade, pro-
veniente da fotorrespiragio e do catabolismo proteico, podera afectar a express3o dos genes
que codificam a GS1, um vez que a expressio destes parece ser afectada pela fonte inorginica
de azoto que ¢é fornecida a planta (168, 186, 187, 194). Dado que a GS1 expressa no floema
de tabaco (gin 1-5) é responsavel pela manutengdo dos niveis de prolina na planta (22), € uma
vez que houve aumento da acumulaggio deste aminoacido nas folhas das plantas sujeitas a sa-
linidade, ¢ possivel admitir que o aumento da acumulagdo de mRNAs relacionados com o
clone da GS1 T5F8.1A, o qual apresenta elevada homologia com o clone gln /-5 de tabaco,
estara relacionado com o teor de prolina quantificado. Deste modo estes resultados estardo de
acordo com a hipétese levantada anteriormente, na qual era proposto que o gene da GS1 que
seria expresso no floema da batateira estaria relacionado com este clone de cDNA, sendo res-
ponsavel pela manutengio dos niveis de prolina nesta planta.

A secura nio afectou a acumulagdo relativa dos polipeptideos da GS nas folhas quando
analisados por SDS-PAGE. No entanto os transcritos da GS sofreram alterag@o na sua acumu-
lagdo quando comparados com a situag@o controlo. Os niveis dos mRNAs relacionados com a
isoforma plastidial diminuiram ligeiramente, assim como os niveis dos mRNAs relacionados
com os clones T5F8.1A e C1AlA. Resultados semelhantes quanto ao comportamento da
acumulagio dos produtos relacionados com a GS2, mas ndo com a GS1, foram obtidos em
folhas de tomateiros sujeitos a secura (7). A manutengdo dos niveis dos polipeptideos da GS
nas folhas das plantas sujeitas a secura podera resultar da manuten¢io da integridade das iso-
enzimas ou ao aumento da estabilidade dos mRNAs que as codificam.

A diminui¢io reduzida do teor proteico, assim como o aumento também reduzido do te-
or clorofilino, sdo parimetros que sugerem ndo ter havido uma imposi¢do muito severa da
condig¢do de secura, pelo que o aumento do tempo de exposi¢io ao stresse podera, no futuro,
dar azo a respostas mais distintas por parte dos diferentes elementos que compdem a GS das
folhas da batateira.

Apesar de nio ter sido possivel detectar transcritos relacionados com os clones 14A1.2
e C1A1A nas raizes por “Northern blotting”, a metodologia utilizada neste estudo para avaliar
a acumula¢io de mRNAs relacionados com os trés clones permitiu a detecgdo destes em al-

gumas situagdes particulares.
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No caso do clone 14A1.2 surgiu sinal resultante da hibrida¢do deste cDNA nas situa-
¢Oes correspondentes as raizes provenientes das plantas sujeitas a secura € aos tubérculos em
crescimento das plantas controlo. Este fendémeno pode tratar-se de um artefacto da técnica,
uma vez que a quantidade de RNA total aplicada ndo foi fraccionada pelo tamanho e as pro-
babilidades de haver hibridagdes inespecificas sdo elevadas. Esta hipotese € reforgada pelo
facto de o teor de transcritos da GS1 presentes nestas situagdes serem elevados, o que traz
como consequéncia o reconhecimento destes transcritos por parte desta sonda devido a eleva-
da homologia existente entre os mRNAs que codificam as GS. No entanto nio ¢ de excluir a
possibilidade de estes resultados corresponderem a mRNAs da GS2 acumulados nestes Or-
gdos, dado esta isoforma poder ser acumulada nos plastidios das células ndo fotossintéticas
(66). Perante esta ultima explicagdo, seria possivel admitir que ocorreu aumento da acumula-
¢d0 de mRNAs relacionados com a GS2 nas raizes em resposta a salinidade e uma diminuigéo
da sua acumulacdo nos tubérculos em resposta & secura. Estes resultados terdo que ser avalia-
dos futuramente recorrendo a outras metodologias, como por exemplo, a hibndagfo in situe a
imunocitoquimica, as quais permitirdo determinar a presenca ou auséncia dos produtos relaci-
onados com este clone devido a maior sensibilidade inerente.

Os resultados obtidos para o cDNA C1A1A resultaram de uma noite de exposig¢do, pelo
que a detecc@io de niveis muito reduzidos dos mRNAs com ele relacionados foi potenciada.
Possivelmente o aumento da exposi¢ido nos ensaios de “Northern blotting” efectuados anteri-
ormente permitiriam facultar também a detecgdo de transcritos relacionados com este clone
nas raizes. No entanto, os dados obtidos por esta técnica ndo estdo livres de representar um
fendmeno de hibridagdo nfo especifica com outros mRNAs expressos nas raizes por parte da
sonda utilizada. Verificou-se um aumento da acumulagdo dos mRNAs relacionados com os
clones C1A1A e T5F8.1A em resposta a salinidade e apenas para o clone C1A1A nas raizes
das plantas expostas a secura, enquanto que os transcritos relacionados com o clone T5F8.1A
ndo sofreram alterag8io da acumulagio em resposta a secura. Estes dados sugerem a possibili-
dade do gene relacionado com o clone C1A1A poder ser induzido em resposta as condi¢des
de stresse utilizadas. O aparecimento de uma nova forma da GS1 ja foi reportado anterior-
mente em folhas de tomate ap0s a infecgdo por Pseudomonas syringae (158). A analise bidi-
mensional permitirad esclarecer este assunto numa futura abordagem.

A acumulacio de transcritos da GS1 teve paralelismo directo com a acumulag@o dos po-
lipeptideos. A diminui¢io do teor de GS1 nas raizes das plantas sujeitas a secura pode ser ex-
plicada pelo decréscimo da transcricdo do gene relacionado com o clone TSF8.1A (que cor-

responde 20 mRNA mais abundante neste Orgéo, visto ter sido detectado ao fim de pouco
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tempo de exposi¢do), sendo o aumento do teor de mRNAs relacionados com o clone C1A1A
insuficiente para conduzir a alteragdes marcantes na quantidade de polipeptideos da GS1 nes-
ta situa¢do. No entanto, o aumento da acumulagio da GS1 observado nas raizes das plantas
sujeitas a salinidade sera resultado do aumento da acumulagdo dos mRNAs relacionados com
o clone C1A1A.

A expressdo da GS1 nos tubérculos em crescimento foi afectada pela secura uma vez

que houve alteracio dos teores de mRNAs e de polipeptideos desta isoforma em resposta a
esta condi¢cdo ambiental. Os niveis de polipeptideos da GS1 diminuiram na secura essencial-
mente devido & diminui¢do da acumulagdo dos mRNAs relacionados com o ¢cDNA Cl1AIA,
apesar de ter ocorrido um pequeno aumento do teor dos mRNAs relacionados com o clone
T5F8.1A. De modo semelhante ao que ja foi discutido para as folhas, o aumento da expressdo
do gene relacionado com o clone T5F8.1A podera estar relacionado com a sintese de prolina,
a qual se verificou acumular nos tubérculos em resposta a secura (22, 208, 211).

A alterago da expressdo da GS1 nalgumas das situages analisadas podera ser reflexo
dos niveis de metabolitos presentes nestes 6rgéos. A absorg¢do de NOj;™ € diminuida pelo stres-
se salino (83). A diminui¢&o da quantidade de NO;™ implica uma diminuigdo da quantidade de
amonia resultante da sua redugio pela acgdo conjunta das enzimas NR e NiR, com consequen-
te diminuigdo da disponibilidade de substrato para a GS e portanto a uma menor necessidade
da sua presenga.

Com a imposic¢do do stresse hidrico e/ou salino ocorre diminuig@o da taxa fotossintética
e consequentemente a exportagdo de fotoassimilados € menor (7, 91, 189). Por sua vez, a
quantidade (e a qualidade) de hidratos de carbono que chega aos diferentes orgéos sera dife-
rente, implicando alteragdes no metabolismo celular e, obrigatoriamente, na expresséo génica.
Por outro lado, estas condigdes ambientais promoveram a diminui¢do do teor proteico nas fo-
lhas e ao aumento deste nos outros o6rgdos analisados, o que pode ser consequéncia da altera-
¢do da concentragfio de aminoécidos livres ai presentes (27, 28, 179, 181). Uma elevada razdo
hidratos de carbono/azoto organico resulta na activacio da expressdo de genes da GS, enquan-
to que a razio inversa conduz a sua inactivagdo (146). A determinagdo dos teores dos diferen-
tes hidratos de carbono e aminoacidos presentes nos diferentes 6rgéos e nas diferentes condi-
¢Oes ambientais permitira testar esta hipdtese no futuro.

O controlo hormonal da expressdo dos genes que codificam a GS € outro factor que es-
tara em jogo. Verificou-se que os teores das fito-hormonas ABA e etileno aumentam em con-
di¢des de limitagdo de agua (189). Apesar de até a data ndo ter sido descrita qualquer influén-

cia da ac¢fio do ABA na expresséo da GS, sabe-se que o etileno induz o aumento da acumula-
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¢do de transcritos ¢ da actividade da GS1 (162). O estudo da influéncia destes e de outros re-
guladores de crescimento na expressdo da familia multigénica da GS podera no futuro origi-
nar informagdes adicionais que permitirdo melhorar a compreensdo da resposta das plantas

sujeitas a estes tipos de stresse.

Efeito de concentracoes crescentes de salinidade (NaCl 100 e 200 mM) na acumu-

lacdio da GS na planta

Na tentativa de avaliar se a expressdo da familia multigénica da GS em resposta a rega
com uma solug@o contendo NaCl 250 mM poderia ser reflexo de um stresse severo € stbito,
podendo reflectir-se num choque para a planta, procedeu-se a avaliagdo da expressdo da GS
recorrendo a rega das plantas com solugdes salinas de concentragdo mais baixa, aproveitando
simultaneamente a colaboragdo com outro grupo de trabalho.

As condi¢des de salinidade utilizadas neste ensaio conduziram a diminui¢@o do teor
proteico foliar, tendo sido a condigdo de NaCl 200 mM mais notoria nesta diminuigdo. A di-
minui¢do do teor total de proteinas neste conjunto de plantas foi devido principalmente a di-
minui¢do do teor em proteinas soliveis (62), possivelmente resultante do aumento do catabo-
lismo proteico devido a indug@io da expressdo de proteases (189). Nos tubérculos em cresci-
mento houve um aumento do teor proteico solivel. A analise do teor proteico soluvel por
SDS-PAGE permitiu verificar diferengas quantitativas na acumulagio relativa de alguns poli-
peptideos. Houve um aumento de acumulagdo de polipeptideos de baixa massa molecular
quer nas folhas, quer nos tubérculos em crescimento, os quais poderdo estar relacionados com
mecanismos de defesa e de protecgdo aos stresses impostos (35), nomeadamente HSPs, pro-
teinas LEA e enzimas do sistema anti-oxidante (189). Nos tubérculos parece ter havido um
aumento de acumulagio de patatina na condigdo de salinidade. Este aspecto podera ser parci-
almente responsavel pelo aumento do teor proteico observado, uma vez as patatinas s3o pro-
teinas de reserva que correspondem a cerca de 40% das proteinas soliveis que compdem 0s
tubérculos (152).

A aplicagdo do stresse salino conduziu a uma diminui¢io do teor relativo de agua € a
um aumento do teor de prolina nas folhas. Nestas, ainda foi vernificada a desorgamzagio da
integridade cloroplastidial (62, 174). Estes pardmetros indicam que as condigdes de stresse
utilizadas neste estudo conduziram ao desencadear de respostas por parte das plantas ao nivel

do metabolismo do azoto, como observado no teor das proteinas € no seu perfil electroforéti-
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co, assim como no aumento do teor deste aminoacido o qual desempenhara as fun¢des de os-
moprotecgio e osmorregulago.

A acumulagio dos polipeptideos que compdem a GS nos 6rgéos estudados também foi
afectada pelas condigdes de salinidade impostas as plantas. Verificou-se haver um declinio na
acumulacgio da GS2 na quarta folha a contar do apice com o aumento da concentragdo de sali-
nidade utilizada. Pelo contrario, a salinidade conduziu ao aumento da acumulagio da GS1,
quer nas folhas, quer nos tubérculos em crescimento.

A variagdo do padrio de acumulacio de polipeptideos da GS teve paralelismo com a
acumulagfo de transcritos. A salinidade conduziu a diminuigio da acumulagdo dos mRNAs
relacionados com o cDNA 14A1.2 (GS2) nas folhas. Nestes 6rgdos, a acumulagdo dos trans-
critos relacionados com o clone de cDNA C1A1A (GS1) nio foi afectada pelas condi¢des uti-
lizadas no estudo, enquanto que a acumulagio dos mRNAs relacionados com o clone
T5F8.1A (GS1) sofreu um aumento, o qual estara relacionado com o aumento do teor de GS1
verificado no “Western blotting”. Nos tubérculos em crescimento ambas as sondas citosolicas
detectaram um aumento de acumulag¢do dos seus transcritos, tendo sido este aumento mais
notorio no caso do cDNA T5F8.1A. Este aumento de acumulagdes reflectiu-se no teor de GS1
detectada no “Western blotting”.

A analise bidimensional contribuird com mais informagdes acerca do padrdo de acumu-
lagdo da GS em resposta as condigdes de salinidade utilizadas pois permitira averiguar a exis-
téncia de possiveis correlagdes entre os niveis de transcritos € de polipeptideos corresponden-
tes, indicando deste modo qual o principal nivel de regulag@o da GS em resposta as condigoes
de salinidade impostas neste estudo— transcrigéo ou pds-transcrigéo.

De facto, ha outros factores poderdo estar relacionados com o aumento do teor da GS1,
os quais vao desde um aumento da expressdo dos genes que a codificam (o que parece ser o
caso do clone de cDNA T5F8.1A), o aumento da estabilidade dos mRNAs (66) ou uma dimi-
nui¢io da taxa de degradago desta isoforma, possivelmente por interacgdes com outras pro-
teinas, como as 14-3-3 (63). Outros factores, como a razio C/N (146) e o controlo hormonal
poderdo estar envolvidos na regulagio desta expressdo diferencial, pelo que seria interessante
dissecar estes aspectos em estudos futuros.

Os dados obtidos neste estudo indicam que a salinidade afecta o metabolismo do azoto
na batateira, e em especial, a acumulacio da GS. O teor de GS2 nas folhas das plantas cresci-
das em salinidade diminui ndo s6 devido a desorganiza¢io dos cloroplastos mas também de-
vido a diminui¢3o da acumulagdo dos seus transcritos. O teor de GS1 aumenta devido essen-

cialmente ao aumento da acumulacio de mRNAs relacionados com o clone TSF8.1A, suge-
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rindo que as condigOes geradas pela salinidade exercerdo uma estimulagdo da expressdo do
gene relacionado com este clone de cDNA. A acumulacéo dos mRNAs relacionados com este
c¢DNA acompanha os niveis de prolina, o que sugere o envolvimento, ainda que indirecto,
desta isoforma da GS1 com a biossintese deste aminoacido. Esta hipdtese € apoiada pelo facto
de o cDNA de tabaco, para o qual o clone T5F8.1A apresenta maior homologia (gin 1-5), es-
tar relacionado com a sintese de prolina (22), como ja referido anteriormente. '

O stresse salino teve repercussdes na biomassa das plantas, uma vez que as plantas su-
jeitas a este stresse apresentaram estatura menor que as respectivas controlo. Tal diminui¢do
ndo so6 ¢ devida 4 diminuig¢o da actividade fotossintética (211), como também ao decréscimo
na actividade foliar da GS(2) com consequente diminuigio da taxa de assimilagio primaria de
azoto (83) e do metabolismo azotado em geral. Esta hipotese ¢ apoiada pelo facto de se ter
verificado que a sobreexpressdo da GS2 nas folhas estimula o crescimento de plantulas de ta-
baco (133) e confere uma maior tolerdncia a salinidade a plantas de arroz (91).

Comparando este estudo com o estudo anterior verifica-se que as condigdes de salinida-
de utilizadas, embora distintas, conduziram a respostas que podem ser consideradas seme-
lThantes, como por exemplo: 0 aumento do teor de prolina; a diminuig¢@o do teor proteico solu-
vel nas folhas e o aumento deste nos tubérculos (principalmente em patatina) € o aumento de
acumulagio de polipeptideos com massa molecular baixa em todos os 6rgios estudados. No
que diz respeito a acumulagdo da GS verifica-se haver diminuigéo dos teores de polipeptideos
e de transcritos relacionados com a GS2 e o aumento da acumulagdo de transcritos da GS1
relacionados com o clone T5F8.1A.

As diferengas encontradas s3o devidas as diferentes concentragdes de NaCl utilizadas,
assim como a altura de aplicagdo do stresse salino. Uma concentragdo mais elevada de sal im-
plica uma variagdo mais acentuada da razio Na'/K" nas células, o que resulta na inactivagio
de enzimas € do metabolismo em geral da planta, como a sintese proteica ¢ a fotossintese, €
no desencadear de um stresse oxidativo mais severo do que a sujeigao a concentragdes mais
baixas de sal implicaria. A aplicagdo das solucdes salinas de menor concentragdo foi mais
precoce no 1ltimo ensaio realizado por ter sido aplicada poucos dias apds emergéncia das
plantas. Isto implica um tempo de exposigdo ao stresse € de capacidade de desenvolver res-
posta por parte das plantas superior ao do primeiro estudo.

Estas diferengas sdo manifestacdo das respostas metabolicas diferentes executadas por
parte das plantas, como pode ser observado pelos diferentes perfis electroforéticos obtidos por
SDS-PAGE nos dois estudos, por exemplo: enquanto que nas plantas que foram sujeitas a

NaCl 250 mM verificou-se haver diferengas qualitativas e quantitativas nos perfis obtidos, no
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conjunto de plantas tratadas com NaCl 100 e 200 mM s6 foi possivel verificar diferengas
quantitativas. A express3o de algumas proteinas de novo na primeira situagio estudada cor-
respondera a um mecanismo de defesa distinto, que actuara em situagdes de stresse possivel-
mente mais nefastas para a planta. A acumulagio de polipeptideos de menor massa ¢ a sintese
de novo de outros podem corresponder a estratégias diferentes de adaptagio e/ou defesa as
condigdes ambientais distintas que as plantas enfrentam. A acumulagfo destas proteinas au-
mentaria a protec¢do e/ou a manutengdo da integridade (proteica) celular contribuindo para
um suporte mais adequado por parte das plantas as condi¢des ambientais impostas.

No que respeita a GS, verifica-se que o teor de GS2 diminui em ambos o0s estudos, indi-
cado que a expressdo e acumulagio desta isoforma ¢ afectada pela salinidade. Resultados se-
melhantes ja foram observados em estudos anteriores (91, 108, 125). A redugido do teor de
GS2 acarreta uma diminui¢do generalizada da actividade total da GS na folha, € em especial,
do mecanismo protector desempenhado por esta isoforma na fotorrespiragdo (106, 203). Nes-
tas condigdes (salinidade) ocorre uma redugfo em excesso da cadeia fotossintética transporta-
dora de electrdes conduzindo a libertagdo de EROs, as quais provocam stresse oxidativo na
planta (91). A diminui¢do da actividade da GS2 acarreta também uma diminui¢3o da reassi-
milagio da amdnia proveniente da fotorrespiragdo e consequente aumento do seu teor na c€lu-
la. O aumento da acumulagio de mRNAs da GS1 podera ter sido consequéncia do aumento
do teor de amonia numa tentativa por parte da planta de recuperar o azoto perdido por este
processo ou até mesmo de eliminar o efeito toxico exercido por esta molécula. Seria interes-
sante verificar se a outra enzima envolvida no metabolismo da amonia — a GDH — sofrera al-
teracdes na actividade, na acumulagio e/ou na expressdo em resposta as condigdes utilizadas
nos estudos efectuados. Deste modo seria possivel elucidar o(s) possivel (eis) papel (eis) das
diferentes enzimas envolvidas na assimilagdo de azoto em resposta as condigbes de stresse

utilizadas nestes estudos.

Efeito de concentragdes crescentes de salinidade (NaCl 50 e 100 mM) na acumula-

¢ao da GS no tecido caloso de batateira

As culturas de tecido caloso utilizadas foram seleccionadas fazendo crescer o tecido em
concentragdes crescentes de sal até este ser capaz de manter o crescimento nas concentragoes
utilizadas neste estudo, isto €, até terem sido estabelecidas culturas tolerantes as concentra-

¢Oes de sal utilizadas (163).
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As condigdes de stresse salino utilizadas neste estudo conduziram a diferengas na taxa
de crescimento do tecido caloso, tendo esta sido mais reduzida nas condi¢Ses de salinidade
utilizadas, tendo o valor mais baixo correspondido a condi¢do de 100 mM (163), indicando
que esta situagdo manifestou-se ser mais severa que a de 50 mM.

A salinidade conduziu ao aumento do teor proteico soluvel, tendo esse valor sido maior
na concentragio mais elevada de sal. O tecido caloso respondeu as condigdes impostas com o
aumento da acumulaggo de alguns polipeptideos com massa molecular compreendida entre os
15 e os 35 kDa, tendo a acumulagdo de alguns dos polipeptideos sido maior na situagdo de
100 mM do que em 50 mM (191). A semelhanga do descrito nos ensaios anteriores, alguns
destes polipeptideos estardo relacionados com produtos envolvidos em processos metabolicos
como a acumulagio de osmolitos e a manutengio da homeostasia idnica, a reparagio € a defe-
sa celular, como por exemplo, as HSPs, as proteinas LE4 ou as enzimas do sistema enzimati-
co anti-oxidante.

O teor de prolina aumentou com o aumento da salinidade (191). A prolina acumulada
em resposta as condigdes impostas de salinidade contribuira para a manutengdo do balango
osmotico de um modo compativel com o metabolismo celular, promovendo o estabelecimento
de interac¢Ges com proteinas que resultam na exclusio dos ides da camada de hidratagdo des-
tas (208). Este aminoacido também participara na remog3o do radical hidroxilo libertado pelo
stresse oxidativo imposto pela salinidade (191).

A analise por “Western blotting” revelou um decréscimo no teor de polipeptideos da
GS2 paralelo ao aumento da salinidade no meio de cultura. Este fenémeno pode ser devido a
destrui¢do dos cloroplastos ou dos plastidios onde esta isoforma € acumulada, pela acgdo con-
junta da elevada concentragio de sais nestes organelos (189) e das EROs originadas do meta-
bolismo celular em resposta ao stresse imposto (91). No entanto, ndo foram detectadas altera-
¢des da morfologia e ultraestrutura em células de batateira adaptadas a um potencial hidrico
baixo e tolerantes a concentragdes extracelulares de NaCl 200 mM em trabalhos anteriores
(116), pelo que a diminuigio da acumulac¢do da GS2 podera ser essencialmente reflexo da di-
minui¢do da expressdo do gene que a codifica.

Estes aspectos serdo tomados em consideragdo no futuro, através da analise da acumu-
laco de transcritos e da ultraestrutura das células crescidas nas diferentes situagdes de salinm-
dade.

O teor de GS1 aumentou com os valores de salinidade usados. Possivelmente este au-
mento do teor da GS1 estara envolvido com a sintese de prolina, como demonstrado anteri-

ormente (22), ou na produgio de precursores azotados a serem utilizados na biossintese de
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proteinas e de outros compostos azotados envolvidos nos processos de reparagdo e defesa
contra as condigdes de stresse impostas.

A analise bidimensional da acumulagfo da GS apoia os resultados obtidos no “Western
blotting” na medida em que se verificou a diminuigdo do teor de GS2 com o aumento da sali-
nidade. Esta técnica permitiu verificar que o aumento do teor da GS1 ocorreu devido ao au-
mento da acumulagfio do polipeptideo correspondente ao pi=5,0, o qual se postulou estar rela-
cionado com o clone de cDNA C1A1A, ja que o outro polipeptideo (pI=4,8) nédo sofreu varia-
¢do da sua acumulagdo com o aumento da concentragio de NaCl no meio de cultura. Uma ou-
tra informagfio obtida da analise bidimensional, e que € devida ao facto de terem sido detecta-
dos ambos os polipeptideos da GS1 no mesmo tipo celular, ¢ a forte indicag8o de estes se po-
derem associar de modo a originarem diferentes heteroenzimas (11, 34, 66), as quais poderdo
apresentar uma actividade que melhor responda as necessidades fisiologicas ¢ metabolicas
impostas pelas condi¢des a que as células estdo expostas.

Se for considerada a relagdo cDNA / ponto isoeléctrico descrita anteriormente € possi-
vel verificar que os resultados obtidos por “Northern blotting” ndo encontram paralelismo
com a andlise bidimensional. Neste ultimo tipo de analise foi verificada uma certa manuten-
¢do dos niveis de polipeptideos com pI=4,8, os quais estardo relacionados com o cDNA utili-
zado como sonda na analise por “Northern blotting” — o clone T5F8.1A — a qual, por sua vez,
detectou um aumento ligeiro na acumulaggo de transcritos com ela relacionados. Esta ndo cor-
respondéncia podera ser devida por exemplo, 4 estabilidade dos mRNAs (e portanto a sua du-
rabilidade/degradabilidade) ou a alteragdes pos-tradugéo, como o envolvimento na participa-
¢o da formagio de enzimas activas ou o aumento do “turn-over” proteico destes polipepti-
deos (66). A analise da acumulagdo dos transcritos relacionados com o clone de cDNA
C1A1A como sonda auxiliara a compreensdo destes resultados, pois dara uma nog¢éo do com-
portamento da outra forma da GS1 em resposta as condig¢Oes utilizadas.

O aumento da acumulagio da GS1 também podera ser reflexo da alterago da capacida-
de de absor¢do das diferentes formas azotadas disponiveis no meio de cultura. Verficou-se
que as culturas de células em suspensdo de batateira a crescer num meio suplementado com
NaCl 75 mM apresentavam uma menor velocidade de absorgdo de NO;™ que a respectiva situ-
agdo controlo (83). Também nfo podera ser excluida a possibilidade de haver um controlo
hormonal da expressdo da familia de genes da GS. O aumento do teor de ABA ja foi reporta-
do em culturas de células de batateira sujeitas ao stresse hidrico (116), e o etileno induziu o
aumento da acumulago e da actividade da GS1 em células lacticiferas de Hevea brasiliensis

(162). Como a influéncia do ABA na expresséo da GS ainda esté por elucidar, o uso da técni-
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ca de cultura de tecidos podera revelar-se uma ferramenta poderosa para estudar o possivel
envolvimento deste e dos diferentes reguladores de crescimento, na expressdo da familia de
genes que constitui a GS.

Uma interpretagio geral dos resultados obtidos neste ensaio € que a diminui¢do da ex-
pressdo do gene que codifica a GS2 e o aumento da expressdo do gene relacionado com o clo-

ne de cDNA T5F8.1A serfio dois mecanismos envolvidos na resposta celular a salinidade.
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O rastreio da biblioteca de cDNAs construida a partir da populagdo de mRNAs de folha
e a excisdo in vivo do clone de cDNA TS5F8.1A permitiram isolar dois clones de cDNA rela-
cionados com subunidades citosolicas da GS (GS1) em batateira. Foi observada uma elevada
homologia entre os clones isolados neste trabalho € entre estes e o clone plastidial previamen-
te isolado. O facto de os 16 residuos de aminoacidos € os residuos de cisteina que estdo pre-
sentes na sequéncia de aminoacidos deduzida para o clone de cDNA que codifica a subunida-
de plastidial (14A1.2), estarem ausentes nestes clones s@o indicagdes de que os clones de
cDNA C1A1A e T5F8.1A codificam subunidades de GS1.

A comparagdo das sequéncias nucleotidicas e respectivas sequéncias aminoacidicas de-
duzidas dos clones isolados com as sequéncias existentes nas bases de dados revelou uma ele-
vada homologia com sequéncias relacionadas com a GS1. Esta comparagdo permitiu ainda
verificar que ambos os clones de cDNA da GS1 de batateira sdo incompletos a 5° devido ao
facto de ndo ter sido identificado qualquer céddo de iniciagdo nas suas sequéncias, o que €
apoiado pelo alinhamento destas com as sequéncias mais homologas existentes no banco de
dados, e que correspondem a GS1 de tabaco. A analise das sequéncias destes clones permitiu
concluir que estes s@o relativos a moléculas de mRNA distintas, as quais correspondem a po-
lipeptideos também distintos. Esta conclusdo implica a existéncia de pelo menos 3 polipepti-
deos da GS em batateira: dois da GS1 e um da GS2. A baixa homologia observada a montante
do codido STOP entre os trés clones de cDNA em estudo revelou que a regido 3’ ndo traduzida
podera servir como sonda especifica nos estudos de expressdo dos genes que codificam a GS
na planta, como foi efectivamente demonstrado neste trabalho.

Devido ao facto de terem sido visualizadas apenas 3 bandas resultantes da hibridagio
dos fragmentos de restri¢ao de DNA genémico com uma sonda conservada € sugerida a exis-
téncia de apenas trés genes a constituir uma pequena familia multigénica a codificar a GS nes-
ta espécie: dois genes codificardo a GS1 e o terceiro a GS2.

O surgimento de apenas trés pontos isoeléctricos na analise bidimensional dos poli-
peptideos da GS (dois de menor massa molecular e um com maior massa), associado aos re-
sultados obtidos pela analise de “Southern blotting” nas condig¢des utilizadas e ao ntimero to-
tal de cDNAs isolados, sdo dados que apoiam a hipétese formulada. Esta hipotese também ¢
apoiada pelo facto de nfio terem sido identificados mais do que dois cDNAs, ao todo, a codifi-
car a GS1 nas espécies da familia SOLANACEAF estudadas até a data.

A caracternizagdo da acumulag¢@o da GS na batateira foi efectuada por RT-PCR, por

“North-ern blotting” e por “Western blotting” acoplado a analise uni- e bidireccional em dife-
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rentes orgdo e fases de desenvolvimento da planta: raizes, tubérculos (em formagdo e em
abrolhamento, caules e folhas (desde folhas jovens a senescentes).

Foi possivel concluir que a GS ¢ expressa diferencialmente na batateira. Os polipepti-
deos e os transcritos relacionados com a isoforma plastidial surgiram nos orgdos aéreos da
planta, como as folhas e os caules, enquanto que a GS1 foi detectada em todos os érgdos da
planta. Nas raizes a GS1 parece ser constituida apenas por polipeptideos relacionados com o
clone de cDNA T5F8.1A, podendo o gene que esta relacionado com o outro polipeptideo ser
induzido em determinadas situagdes de stresse, como a salinidade e a secura. A holoenzima
formada por subunidades relacionadas com o clone de cDNA T5F8.1A sera responsavel pela
fixagdo metabolica da amoénia absorvida do solo ou resultante da actividade da enzima nitrato
redutase presente nos plastidios das raizes, originando glutamina que sera utilizada no meta-
bolismo local ou entdo exportada para as partes aéreas da planta. Nos restantes 6rgdos foi de-
tectada a acumulacio simultdnea de ambos os transcritos da GS1, assim como a presenca de
dois pontos isoeléctricos com a mesma massa, indicando a possibilidade de haver formagéo
de heteroenzimas as quais corresponderdo as necessidades metaboélicas do momento no o6rgéo
onde estdo presentes.

A expressdo dos genes que compdem a GS na batateira varia com o estado de
desenvolvimento de alguns dos seus 6rgdos. Nas folhas, o aumento da acumulagdo da GS2 da
fase de folha jovem para expandida acompanha a aquisi¢do da capacidade fotossintética, uma
vez que esta 1soforma sofre um decréscimo quando a folha deixa de corresponder a uma fonte
activa de fotoassimilados e passa a exportar nutrientes que antes entravam na sua constituigdo
(estados de folha velha e senescente) caracterizando-se pela perda da integridade cloroplasti-
dial. A GS1 sofreu um aumento progressivo na sua acumulagdo ao longo das diferentes fases
de desenvolvimento da folha, essencialmente devido a continua acumulagdo das subunidades
relacionadas com o clone C1A1A, o que faz desta subunidade a mais abundante das subuni-
dades da GS1 nas folhas.

Na transi¢do de folha jovem (recebedor) para folha expandida (fonte) ocorre um aumen-
to da acumulagdo de ambas as formas da GS1 o que podera reflectir uma maior exigéncia de
percursores azotados de modo a satisfazer as necessidades metabolicas relacionadas com a
elevada taxa biossintética caracteristica destas fases de desenvolvimento. Nas fases mais
avancadas do desenvolvimento foliar a GS € representada apenas pela GS1, e essencialmente
por polipeptideos relacionados com o clone C1A1A. Com base neste padrdo de expressdo
conclui-se que esta isoforma esta relacionada com os SAG (“Senescence Associated Genes”)

e sera responsavel pela reassimilacfio da amonia libertada, possivelmente ao nivel das células
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de mesofilo, dos processos catabdlicos decorrentes nas fases mais avangadas do desenvolvi-
mento foliar € que caracterizam a senescéncia. Da sua actividade sera originada glutamina, a
qual sera exportada da folha para as diferentes partes da planta. Os polipeptideos relacionados
com o clone T5F8.1A poderdo ter correspondéncia a isoforma da GS1 preferencialmente
acumulada nos feixes vasculares, a semelhanga da planta de tabaco (22, 51), a qual actuara
nas fases iniciais de desenvolvimento foliar produzindo glutamina quer para utilizagio local
quer para exportagdo quando a folha adquire funggo de fonte.

A regulacio da expressio dos genes que codificam a GS nas diferentes fases de
desenvolvimento foliar esta, portanto, relacionada com as possiveis vias de utilizagdo de
glutamina — local — para a biossintese de constituintes azotados — exterior — para a
translocagdo de compostos azotados € a utilizagdo destes noutros locais da planta. Outros
tactores, como a razdo C/N e o envolvimento de reguladores de crescimento, estardo
seguramente a interferir com este padrdo de expressdo, pelo que serd interessante esclarecer
estes pontos numa futura abordagem.

A GS ¢ exclusivamente representada por ambos os polipeptideos da GS1 nos tubércu-
los, quer em fase de abrolhamento, quer em crescimento, ndo tendo sido detectada a GS2. Nos

tubérculos em abrolhamento ocorre aumento do catabolismo proteico, com consequente liber-

tacdo de amonia; simultaneamente, ha uma necessidade enorme de exportar activamente per-
cursores azotados para suster a taxa biossintética da parte acrea da planta em formagio. Nesta
situagdo ambas as formas da GS1 participardo na sintese de glutamina essencialmente para
exportagdo assim como na reassimilagdo da amodnia resultante do catabolismo proteico. Nos

tubérculos em crescimento hd acumulacfio de um teor inferior de polipeptideos da GS1 uma

vez que estes reservatorios estdo a receber activamente compostos azotados os quais s30 es-
sencialmente utilizados na biossintese de proteinas de reserva, como por exemplo as patatinas.
A pouca proteina da GS1 que foi detectada podera estar a actuar na manutengdo do metabo-
lismo azotado, como por exemplo, na reincorporag@o da amonia libertada pela actividade me-
tabolica deste orgdo, ou na formagdo de glutamina para uso local. A discrepancia observada
entre o teor de transcritos € o teor de polipeptideos da GS1 nas diferentes fases de desenvol-
vimento dos tubérculos estudadas dever-se-a essencialmente a estabilidade dos transcritos ou
a regulagio do “turn-over” proteico da GS.

As plantas sujeitas a secura € a NaCl 250 mM apresentaram respostas fisiologicas dis-
tintas mas que contiveram aspectos em comum. Estes aspectos consistiram na diminui¢io da
estatura, acompanhada pela diminui¢go do numero de folhas e do teor proteico soltivel nestas.

O teor de prolina aumentou em todos os 6rgdos analisados das plantas tratadas, enquanto que
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o teor de proteinas soluveis aumentou nas raizes, tendo diminuido nas folhas. Na situagdo de
secura ainda foi possivel verificar um decréscimo no numero e tamanho dos tubérculos for-
mados e um aumento da acumulac¢io de prolina nestes orgdos.

A prolina acumulada em resposta a estas condi¢des de stresse abidtico permitird manter
o balango osmético de um modo compativel com o metabolismo celular, pois promovera in-
teracgbes com proteinas que resultam na exclusdo dos ides em excesso da camada de hidrata-
¢do destas, mantendo a sua integridade e actividade. Simultaneamente, a prolina baixara o po-
tencial hidrico das células de modo a promover a entrada de agua para a planta. Este aminoa-
cido também sera responsavel pelo aprisionamento dos radicais hidroxilo libertados do meta-
bolismo das plantas, evitando que este exerga danos na integridade celular ¢ proteica.

O metabolismo proteico dos diferentes 6rgéos analisados diferiu com o tipo de trata-
mento aplicado, visto terem sido observados perfis electroforéticos diferentes por SDS-PAGE
para um mesmo 6rgdo. No entanto, um padrio comum na acumulagdo qualitativa e quantitati-
va dos polipeptideos nos diferentes Orgos estudados consistiu num aumento de acumulagao
destes numa de massa molecular compreendida entre 15 e 20 kDa. Estes polipeptideos pode-
rdo estar relacionados com produtos envolvidos em processos metaboélicos desde a acumula-
¢do de solutos compativeis e a manutengdo da homeostasia idnica até a reparagdo e defesa ce-
lular, como por exemplo as HSPs, as proteinas LEA ¢ as enzimas do sistema enzimatico anti-
oxidante.

O aumento do teor em proteinas soluveis nas raizes e tubérculos podera reflectir o au-
mento da degradag@o proteica ocorrida nas folhas e estara relacionado com a produgio de no-
vos tecidos e, no caso dos tubérculos, com a formagio de substincias de reserva.

A expressdo da GS em resposta a condigdo de 250 mM NaCl consistiu na diminuigdo
dos teores de transcritos € polipeptideos da GS2 nas folhas. Este fendmeno ndo so6 foi devido
a diminuigdo da expressdo do gene que codifica esta isoforma assim como a destrui¢fio dos
cloroplastos onde esta se localizava. A manuten¢io dos niveis dos polipeptideos da GS1 de-
veu-se ao aumento da expressdo do gene relacionado com o clone T5F8.1A. A sua elevada
homologia ¢ a sobreposi¢do do seu padrdo de expressdo com a forma gln 1-5 de tabaco (22)
sugere que esta serd a GS1 responsével pelo aumento dos teores de prolina na planta.

A detecgdo de transcritos relacionados com o clone C1A1A nas raizes das plantas sujei-
tas a salinidade ¢ uma forte indicag@o que esta condi¢do ambiental induziu a sua expressio de
novo, uma vez que estes ndo foram detectados anteriormente pelas técnicas de RT-PCR e
“Northern blotting”. O aumento de expressio dos genes relacionados com a GS1 resultou no

aumento do teor desta isoforma nas raizes expostas a salinidade. Este aumento de acumulagio

212



Conclusoes

da GS1 nas raizes estara envolvido com a produgdo de precursores azotados a serem utiliza-
dos na producgdo de defesas contra a salinidade, uma vez que estas correspondem ao primeiro
orgdo a entrar em contacto com a condi¢do ambiental a que as plantas estdo expostas.

A secura exerceu um efeito semelhante no padrao de expressdo da GS2 ao nivel das fo-
lhas, na medida em que ocorreu diminuiggo dos teores de transcritos e polipeptideos desta iso-
forma nestes 6rgdos. Os niveis de GS1 mantiveram-se constantes mas n3o devido ao aumento
ou manutengdo da expressdo dos genes da GS1. Possivelmente terdo decorrido fenémenos
conducentes a manutengo da integridade das isoenzimas ou ao aumento da estabilidade dos
mRNAs com eles relacionados.

O teor da GS1 diminuiu nas raizes expostas & secura devido ao decréscimo da transcri-
¢do do gene relacionado com o clone T5F8.1A, ndo tendo sido suficiente para manter cons-
tantes os niveis da GS1 o aumento da expressdo do gene relacionado com a outra forma da
GS1. A activagio da expressdo de novo do gene relacionado com o clone C1A1A nas raizes
expostas as situagdes de stresse impostas € forte indicagfo de que esta isoforma desempenha
um papel fundamental na manutencdo do metabolismo azotado nestes orgaos.

O pequeno aumento de acumulagdo de transcritos relacionados com o clone T5F8.1A
néo foi suficiente para compensar a diminuigéo do teor de GS1 nos tubérculos em crescimen-
to, 0 qual se deveu essencialmente 4 diminuigdo do teor de mRNAs relacionados com o clone
C1A1A. O padrdo da expressdo do primeiro gene podera estar de algum modo envolvido com
a sintese local de prolina. A diminuicdo da expressdo do segundo clone podera ser reflexo de
uma taxa metabolica menos elevada a qual se traduziu em tubérculos mais pequenos.

A determinacfio da influéncia dos vérios factores possiveis de interferir com a expresséo
da familia de genes da GS em batateira, nomeadamente a razdo C/N, os niveis de NO;™ e de
NH,4" ¢ o envolvimento dos reguladores de crescimento nos varios 6rgéos da planta poderio,
no futuro, contribuir para uma methor compreensdo da resposta do metabolismo do azoto a
estas condigOes adversas.

Algumas respostas das folhas as condi¢Ges de menor concentracio de NaCl (100 e 200
mM) foram semelhantes as obtidas com a exposi¢io a concentragdes mais elevadas. Na sali-
nidade o teor proteico diminuiu € houve aumento da acumulagdo de polipeptideos de massa
molecular reduzida, os quais desempenharfio fun¢Ses de defesa e reparagfo das células, como
descrito anteriormente. A auséncia da expressio de novo de alguns polipeptideos traduz uma
resposta metabélica diferente as condigdes utilizadas neste ensaio por parte destes Orgdos

quando comparadas com 0 ensaio anterior.
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Relativamente a expressdo da GS nas folhas também foram observadas semelhangas
com o estudo anterior. A diminuig&o dos teores de polipeptideos € mRNAs relacionados com
o clone plastidial e o aumento da acumulacio de mRNAs relacionados com o clone T5F8.1A
foram respostas comuns. A expressdo do outro gene que codifica a GS1 ndo fo1 afectada pelas
condi¢des de salinidade usadas, diferindo este aspecto do ensaio anterior. O aumento dos teo-
res de GS1 em resposta as condigdes de salinidade deveram-se essencialmente a forma relaci-
onada com o cDNA T5F8.1A. Os polipeptideos da GS1 relacionados com o clone C1A1A
parecem apresentar uma regulagdo muito fina, pelo que o estudo das sequéncias promotoras
dos genes que codificam a GS(1) na batateira conduzird a uma melhor compreensdo dos me-
canismos subjacentes a4 expressdo destes genes perante as diferentes condigdes de desenvol-
vimento e/ou ambientais.

Nos tubérculos em crescimento ocorreu um aumento do teor proteico que em parte se
deveu ao incremento de patatina. A GS1 descreveu um padrio de acumulagio semethante ao
das folhas, o qual se deveu ao aumento de expressdo de ambos os genes que a codificam nesta
planta, em especial ao relacionado com o cDNA T5F8.1A.

O aumento observado dos niveis de GS1, quer nas folhas quer nos tubérculos, estara re-
lacionado com a sintese de prolina, de percursores azotados para exportagio/importagéo e na
reassimila¢do de amonia resultante do metabolismo celular.

A salinidade conduziu ao aumento do teor proteico soluvel no tecido caloso, tendo sido
maior na concentragdo mais elevada de sal. O tecido caloso respondeu as condigdes impostas
com o aumento da acumulagio de alguns polipeptideos com massa molecular compreendida
entre os 15 e os 35 kDa. O teor de prolina também sofreu um aumento paralelamente ao au-
mento da concentragcdo de NaCl no meio de cultura.

O decréscimo verificado no teor de polipeptideos da GS2 deveu-se essencialmente a
diminuicdo da express@o do gene que a codifica e foi paralelo ao aumento da salinidade no
meio de cultura. O teor de GS1 aumentou com os valores de salinidade usados. Esta isoforma
estara envolvida na sintese de prolina e na produgdo de precursores azotados que poderdo ser
utilizados na biossintese de proteinas e de outros compostos azotados envolvidos nos proces-
sos de reparagé@o e defesa contra as condigdes impostas. O aumento da acumulagdo da GS1
deveu-se essencialmente ao aumento da acumulacdo dos polipeptideos relacionados com o
clone C1A1A.

A diminuigo da expressdo do gene que codifica a GS2 e o aumento da expressdo do
gene relacionado com o clone de cDNA T5F8.1A serdo dois mecanismos envolvidos na res-

posta celular a salinidade.
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Em qualquer um dos estudos efectuados com salinidade neste trabalho foi possivel veri-
ficar que o clone de cDNA T5F8.1A detectou o aumento de acumulagio de mRNAs com ele
relacionados em todos os orgdos e condigdes de salinidade analisados. Este sera o produto gé-
nico responsavel pela produgdo de prolina, um aminodcido cujo teor aumentou em todas as
situagdes analisadas, de um modo semelhante ao ja descrito anteriormente (22).

Outra caracteristica comum a todas os ensaios efectuados foi o decréscimo da acumula-
¢do de transcritos e polipeptideos relacionados com a GS2. Este comportamento sera devido a
toxicidade resultante da acumulagio dos ides Na* e CI nos plastidios, € sua subsequente de-
gradagdo, associada a diminuigio da expressdo do gene que codifica esta subunidade. A dimi-
nui¢do da sua acumulagio acarreta uma diminui¢8o bastante pronunciada na actividade da GS
foliar, implicando ndo s6 um decréscimo da capacidade fotorrespiratoria com consequente
perda de azoto por este processo na forma de amonia, como também uma diminui¢do da as-
similagdo primaria de amoénia e consequentemente uma diminui¢do no metabolismo de azoto,
manifestando-se numa menor produg@o de biomassa.

A expressdo do gene relacionado com o clone C1A1A parece ser dependente do orgéo,
sendo afectada negativamente nas folhas e induzida pela salinidade nos restantes 6rgdos anali-
sados. O aumento da sua expressdo nestes 0rgaos estara envolvido com a manutengido do me-
tabolismo do azoto ¢ a incorporagdo da amonia existente nesses Orgdos, independentemente
dos processos metabolicos de onde seja proveniente, e a formagéo de precursores azotados a
serem utilizados pela planta nos seus processos metabdlicos. A expressdo deste gene estara
sob a influéncia de um mecanismo de controlo fino, o qual estara relacionado com o tecido
em questdo, e por exemplo com a razdo C/N ou o balango hormonal.

Um aspecto que fica por esclarecer no final deste trabalho reside na possibilidade de
haver coexpressdo dos genes que codificam a GS1 ao nivel celular. Este aspecto podera ser
desvendado recorrendo a técnica de hibridagdo in situ acoplada a microscopia optica ou elec-
tronica e permitira verificar, a este nivel, a possibilidade de ocorrerem enzimas heterélogas da
GS1 em batateira. Esta possibilidade revelar-se-a de grande importincia para a planta pois
permitira a formagdo de enzimas com cinéticas diferentes de modo a melhor satisfazer as ne-

cessidades metabdlicas da célula.

215



6 - APENDICES

216



1-

Estirpes bacterianas

Apéndices

Foram utilizadas varias estirpes de E. coli que apresentam gendtipos caracteristicos €

condigdes de cultura proprios que permitiram a sua utilizagdo em ensaios especificos. Na ta-

bela A.1 estdio representados os genotipos, condigdes de cultura e fungdes das diferentes estir-

pes usadas. A tabela A 2 refere os marcadores genéticos caracteristicos das estirpes usadas.

Tabela A.1: Genoétipos, condi¢des de cultura e funcdes das estirpes de E. coli usadas.

Estirpe Genotipo Condicoes de cultura Funcoes
LE392 |F- hsdR574, (ro,m"), supE44, supFs8,|LB com ampicilina com | propagagdo ¢ rastreio das bi-
lacY1l ou (laclZY)6, galK2, galT22, agitacdo a 37 °C bliotecas de cDNA
mefB1, trpR55 L-agar com ampicilina a
37°C
Y1090 | F'DlacU169, proA*, D(lon), araD139, | LB com ampicilina com | propagacdo e rastreio das bi-
strA, supF, [#rpC22::Tnl0(tet?)], (PMCY), | 2gitagao a 37°C bliotecas de cDNA
hsdR(r,mic ) L-agar com ampicilina a
’ 37°C
IM109 | endAl, recAl, gyrA96, thi, hsdR17, (" | LB com ampicilina com | crescimento dos faguemidios
"), relAl, supEd4d, Dlac-proAB), igita@ﬁo a37°C . PGEMZ11f(+), recombinantes
[F raD36, proAB, lacliZDM15] 3;aogcar com ampicilina a | ou ndo
XL1-Blue | supE44, hsdR17, recAl, endAl, gyrA96, | LB com ampicilina com | crescimento dos faguemidios
thi-1, lac’[F', proAB?, lacl9, lacZDM]15, | agitagéo a 37 °C pSK (+) e pCR-Script SK (+),
Tnl0(tet?), relAl L-agar com ampicilina a | recombinantes ou ndo
37 °C
DHSo | FhsdR17(ri,m’ ), relAl, supEA44, recAl, | LB com ampicilina com | crescimento dos faguemidios

orA96, thi-1, endAl AlacU169 (280
lacZAM15)

agitagio a 37 °C
L-agar com ampicilina a
37°C

pGEMZ1if{+), pSK (+) e
pCR-Script SK (+), recombi-
nantes ou ndo

2 - Meios de cultura utilizados para o crescimento de bactérias e bacteriéfagos:

Meio de LB (Luria - Bertani): - ¢ o meio liquido que permite o crescimento de diferen-

tes estirpes bacterianas. Composigio:

Bacto-triptona 10g
bacto-extracto de levedura 5¢g
NaCl 5g

Ajustar o pH para 7,0, completar o volume até 1 L e autoclavar durante 20 minutos a

121 °C.
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Meio de LB com ampicilina: - meio liquido de selec¢do que permite o crescimento de

estirpes bacterianas que sejam resistentes a ampicilina. Adiciona-se ampicilina para uma con-

centragdo final de 50 ug/mL.

Tabela A.2: Marcadores genéticos caracteristicos das estirpes de E. coli usadas.

Simbolo I Descricio Efeito
ara mutagio no metabolismo da bloqueia o metabolismo da arabinose
arabinose
endAl mutagdo na endonuclease melhora a qualidade do isolamento de DNA plasmidico
galK mutagdo da galactocinase bloqueia o catabolismo da galactose
gyrA9%6 mutagdo da DNA girase confere resisténcia ao acido nalidixico
hsdR(r,m*)  restrigio menos, modificagdo  permite a clonagem sem partir o DNA por endonucleases de
positiva restrigdo enddgenas. O DNA preparado nesta variedade pode
ser usado para transformar estirpes " de E. coli
lacld produgio em excesso do re- provoca niveis elevados da proteina repressora lac, inibindo a
pressor lac transcri¢io pelo promotor lac
lacY1 mutagdo na B-D-galactosidase  bloqueia a utilizagdo da lactose
lacZDM15 delecgdo parcial do gene para a permite a complementacdo da actividade da -galactosidase
B-D-galactosidase por a-complementagio da sequéncia dos vectores pPGEM-Z.
Permite seleccionar colonias recombinantes quando plaque-
adas em X-gal
metB mutag¢do na cistationina g- necessita de metionina para o crescimento em meio minimo
sintase
proAB mutagdes no metabolismo da  necessita prolina para o crescimento em meio minimo
prolina
D(lon) delecgdo da protease lon reduz a protedlise das proteinas de fusdo expressas
recAl mutacgdo na recombinagdo previne a recombinagio do DNA introduzido com o do hos-
pedeiro, aumentando a estabilidade do DNA clonado
relA fenétipo relaxado permite a sintese de RNA na auséncia da sintese proteica
supE, supF  mutagdes de supressor suprime as mutagdes amber (UAG)
thil mutag¢do no metabolismo da necessita de tiamina para o crescimento em meio minimo
tiamina
traD36 mutagio no factor de transfe-  previne a transferéncia do epissoma F°
réncia
F hospedeiro que nio contem o epissoma F
F hospedeiro com o epissoma F* com as caracteristicas referi-
das
tet” resisténcia a tetraciclina
Tnl0 transposdo que codifica a resisténcia a tetraciclina
resisténcia a tetraciclina
pMC9 plasmidio que codifica o lacld

Meio de L-agar: - meio s0lido que permite o crescimento de bactérias e bacteriofagos,

que sdo visualizados, respectivamente, pela formag@o de coldnias e de placas fagicas. Compo-

si¢do:
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Bacto-triptona 10g
bacto-extracto de levedura 5¢
NaCl 5g
Agar 15¢

Ajustar o pH para 7,0, completar o volume até¢ 1 L e autoclavar durante 20 minutos a
121 °C.

Meio de L-agar com ampicilina: - meio de selecg@o que permite o crescimento de estir-
pes bacterianas que sejam resistentes a ampicilina. Depois de autoclavado deixar arrefecer

para 50 °C e acrescentar ampicilina para a concentragéo final de 50 pg/ml de meio.

Meio de L-agar com ampicilina, IPTG e X-gal: - meio de selecgdo que permite o cres-
cimento de estirpes bacterianas que possuem vectores que conferem resisténcia a ampicilina.
Permite fazer a distingio dos vectores recombinantes dos ndo recombinantes atraves, respec-
tivamente, da formagéo de colonias brancas e de colonias azuis. Depois de autoclavado, arre-
fecer para 50 °C e adicionar ampicilina para uma concentragdo final de 50 pg/mL, IPTG para
uma concentragdo final de 25 pg/ml e X-gal para uma concentragio final de 25 pg/mL de

meio.

Meio M-9 suplementado com Tiamina-HCI: - meio de cultura bacteriano necessario para
o crescimento das células da estirpe JM109 de E. coli antes de iniciar o processo de prepara-
rdo de células competentes. Como esta estirpe possui lacZDM]5 e Lacl? no epissoma F', esta
incubacgio € necessaria para seleccionar a presenga do epissoma e diminuir o surgimento de

falsas colénias positivas. Composicao:

Na,HPO, 6g
KH;PO4 3
NaCl 0,5¢g
NH,Cl lg
agar 15g

Adicionar agua destilada at¢ 1 L, ajustar o pH para 7,4 e autoclavar a 121 °C durante 20

minutos. Deixar arrefecer até aos 50 °C e adicionar:
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MgSO, IM * 2mL
CaCl, 1M ** 0,1 mL
glucose 20 % (p/v) ** 10 ml
Tiamina-HCl 1 M ** 1 mL

* - autoclavado; ** - esterilizado por filtragdo

Top-agarose: - meio sélido que permite o crescimento e individualizagio das placas fa-
gicas resultantes da infecgo bacteriana por parte dos bacteriofagos. Composigdo (para 100
mL):

Bacto-triptona Ig
bacto-extracto de levedura 05¢g
NaCl 05¢g

Autoclavar durante 20 minutos a 121 °C. Quando a solugdo arrefecer para os 50 °C adi-

cionar 1 mL de MgSO, 1 M.

3 - Tampdes e solucdes usados:

Ampicilina 50 mg/mL: - solugéo concentrada. A ampicilina permite fazer a selecgdo de

vectores que contenham o gene que codifica para a resisténcia 4 ampicilina. Composigao:

ampicilina 500 mg
dgua destilada 10 mL

Esterilizar por filtragdo. Dividir por aliquotas de 500 uL e congelar a -20 °C.

IPTG: - (isopropiltio-B-D-galactosideo) - inactivador do repressor /ac. Permite a expres-
s3o do gene para a B -galactosidase. Solugdo concentrada (200 mg/mlL). Dissolver 2 g de
IPTG em 10 ml de agua destilada. Esterilizar por filtragdo e guardar a -20 °C em aliquotas de
500 pL.

X-gal: - (5-Bromo-4-cloro-3-indolil- B -D-galactopiranosideo) - substrato cromogénico
usado na selecgdo azul/branca de vectores ndo recombinantes e recombinantes (57). Estes

vectores produzem coldnias azuis quando o gene para a B -galactosidase esta intacto € coloni-
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as brancas quando o fragmento de insergdo se encontra no gene da P -galactosidase, e o IPTG

¢ a X-gal estdo presentes. Solugdo concentrada (25 mg/mL). Composi¢ao(57):

X-gal
DMSO

250 mg
10 mL

Dissolver em DMSO (dimetilsulfoxido), esterilizar por filtragdo e guardar em aliquotas

de 500 uL a -20 °C. Proteger da luz.

MgSO, 1 M: - o sulfato de magnésio ¢ adicionado ao meio de cultura bacteriano no ras-

treio das bibliotecas de cDNA na concentrag@o final de 10 mM porque facilita a adsorg@o dos

fagos aos receptores das bactérias (173). Composigdo (solucdo concentrada):

MgSO4 .7 Hzo
H,O

24648 g
até 100 mL

Maltose 20 % (p/v): - a maltose, adicionada ao meio de cultura bacteriano na concentra-

¢do final de 0,2 % (p/v), induz a expressdo do gene /amB que codifica para os receptores da

membrana externa de E. coli utilizados para o transporte de maltose para dentro da célula. Os

bacteriéfagos infectam as bactérias por adsorsdo a estes receptores (173). Composicdo:

maltose
H,O

20g
até 100 mL

Depois de dissolvida, esteriliza-se por filtrag@o e conserva-se a 4 °C.

10x TAE: - tampéo de corrida de electroforese em gel de agarose 10x concentrado.

Composigdo:

Tris-base
Acetato de sodio
EDTA (pH=8,0)

400 mM
200 mM
20 mM

Para preparar o tampdo de corrida (1x TAE) faz-se uma dilui¢éo de 1/10 em dgua desti-

lada.

30x SSC: - solugdo salina concentrada utilizada para fazer o tampéo de hibridacéo “High

SDS buffer/Church buffer”. Composi¢éo:
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NaCl
citrato de sodio

45M
045M

Depois de bem dissolvido autoclava-se a 121 °C durante 20 minutos.

20x SSC: - solugdo salina concentrada. As solugdes mais diluidas sdo usadas para outras

aplicagdes. Composigao:

NaCl
citrato de sodio

3IM
03M

Depois de bem dissolvido autoclava-se a 121 °C durante 20 minutos.

Solucdo de desnaturagdo: - solugdo utilizada para desnaturar o DNA quer em membra-

na de “nylon” quer em gel. Composigdo:

Na(Cl
NaOH

1L,SM
0,5M

Solucdo de neutralizagdo: - permite neutralizar o gel ou a membrana onde esta o acido

nucleico, deixando-o desnaturado. Composigao:

Tris-HCI (pH=7,4 a 8,0)
NaCl

05M
1,5M

Tampdo de fago: - tampdo onde sdo eluidas as placas fagicas retiradas do rastreio das

bibliotecas, onde s3o feitas as diluigbes destas (e das bibliotecas) e onde se encontram os fa-

gos em suspensdo nos lisados. Composi¢ao:

Tris-HCI pH=7,4 50 mM
NaCl 100 mM
MgSO, 10 mM

Autoclavar a 121 °C durante 20 minutos. Deixar arrefecer e adicionar gelatina para a

concentragio final de 0,01 % (p/v).

Gelatina 5 % (p/v): - dissolver 2 g em 100 mL de dgua destilada estéril. Esterilizar por

filtragdo e guardar em aliquotas de 500 pL a -20 °C.
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EDTA 0,5 M pH=38,0:

etilenodiaminotetraacetato dissodico 9305¢g
agua destilada até¢ 350 mL

Depois de dissolvido, acertar o pH para 8,0 com NaOH em pastilhas; acertar o volume

para 500 mL e autoclavar a 121 °C durante 20 minutos.
Tris-HCI 1 M:

Dissolver 121,1 g de Tris-base em 800 mL de agua destilada. Ajustar o pH desejado
pela adigdo de HCI concentrado.

pH=7,4 70 mL HCl
pH=7,6 60 mL HCl
pH=8,0 42 mL HCI

Completar o volume para 1 L e autoclavar a 121 °C durante 20 minutos.

TLE + SDS: - tampéo de extracgdo de RNA total. Composigao:

Tris-base 200 mM
LiCl 100 mM
EDTA SmM

Ajustar o pH para 8,2 com HCI e autoclavar a 121 °C durante 30 minutos.

Depois de arrefecido, adicionar SDS (10% (p/v)) para uma concentragdo final 1% (p/v).

10x MOPS: - tampdo 10x concentrado usado na separagio electroforética de RNA em

geles de agarose para “Northern blotting”. Composigao:

acido 3-[N-morfolino] propanosulfénico (MOPS) 200 mM
Acetato de sodio 50 mM
EDTA 20 mM

Ajustar o pH para 7,0 com NaOH ¢ autoclavar a 121 °C durante 20 minutos.
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Tampado de amostra: - solugdo corada para facilitar o carregamento de amostras nos po-

¢os dos geles de agarose ¢ a visualizagio da corrida. Composigao:

ficol (400) 15 % (p/v)
azul de bromofenol 0,25 % (p/v)
agua até 3 mL

Preparacdo do Sephadex: - adicionar devagar o Sephadex a agua destilada estéril num
frasco de 500 mL. 10 g de Sephadex correspondem a 160 ml de solugfo. Lavar a resina com
agua destilada estéril varias vezes para remover o dextrano solavel. Equilibrar a resina com

TE (pH=7,6) e autoclavar a 121 °C durante 20 minutos. Guardar a temperatura ambiente.

10x APS (“ammonium persulfate”): - Persulfato de amoénio - a 1 g de persulfato de

amonio adicionar agua para 10 mL. Guardar a solugfo a 4 °C até¢ a uma semana.

Tampado STET: - Tamp@o de extracgdo usado nos mini-preps de DNA plasmidico. Com-

posigdo:

sacarose 8 % (p/v)
Triton X-100 0,1 %
EDTA 50 mM
Trs-HCl pH=8 0 50 mM

Esterilizar por filtraggo. Manter a temperatura ambiente.

CTAB 5% (p/v): - pesar 0,5 g de brometo de hexadeciltrimetilamonio, dissolver em 10
mL de agua destilada estéril. Esterilizar por filtraggo.

TE (pH=8,0): - Composigdo:

Tris-HCI pH=8,0 10 mM
EDTA pH=8.0 1 mM

TNE: - usado na filtragdo das sondas. Composigéo:
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Tris-HCl pH=7,5 10 mM
EDTA pH=8,0 1 mM
NaCl 20 mM

10x TBE: - tampéo de electroforese para sequenciagdo de DNA 10x concentrado. Com-

posigao:
Tris-base 89 mM
acido borico 89 mM
EDTA pH=8,0 2 mM

4 - Vectores:

Vector Lambda gt11 Sfi-Not: - € um vector desenhado para a clonagem de cDNA com

orientagdo especifica e a expressdo de fragmentos de inser¢@o clonados na forma de poli-
peptideos fundidos com a B-galactosidase (fig. A.1). O vector foi construido substituindo o
local EcoRI do lambda gt11 por um fragmento que contem os locais de restri¢do Nofl, EcoRI
e Sfil. A clonagem direccional € conseguida um iniciador-adaptador Gnico com o local de res-
trigdo Norl a montante da sequéncia oligo(dT), utilizado para a sintese da primeira cadeia.

Depois da sintese da segunda cadeia e a liga¢do de 2 adaptadores EcoRI, as moléculas
das 2 cadeias sdo digeridas com Norfl. O cDNA fica pronto a ser ligado aos bragos EcoRI-Notl
do vector (fig. A.2). Os fagos recombinantes sdo reconhecidos pela capacidade de formar pla-
cas fagicas sem cor quando plaqueados em hospedeiros lac- na presenga de X-gal. Por este
método, todas as moléculas de cDNA sdo clonadas com a mesma orientagdo relativamente ao
gene lacZ, aumentando a probabilidade 2 vezes de ocorrer expressdo dos fragmentos de inser-
¢do de DNA clonados em matriz de leitura como polipeptideos de fusdo. O cDNA pode ser
removido do genoma do fago com as enzimas Sfil ¢ Nofl e clonado no vector pGEM-11Zf,
podendo ai ser expresso em matriz de leitura. A capacidade de clonagem para este vector ron-
da os 0,7 - 2,0 kb. O seu genotipo - llac5, DshndIll2-3, sri13°, clts857, srll4°, nin5, srll5°,
sam100 (173) - implica o uso de estirpes hospedeiras “restrigio menos”, tais como Y1090 ou
LE392.
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Figura A.1: Diagrama esquematico do vector Agtl1 (Sfil/Notl).
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Figura A.2: Preparacdo dos cDNAs para clonagem no vector Agtll (Sfil/Nod).

Vector lambda ZAPII: - ¢ um vector de inser¢do, com multiplos locais de clonagem no

interior da sequéncia de plasmidio, que pode ser excisado in vivo e convertido no vector
plasmidico pBluescript SK (M13 -). De modo semelhante ao vector lambda gt11 Sfi-Not, os
c¢DNAs foram clonados direccionalmente em EcoRI-XAol (figura A.3).

O local de clonagem multipla esta localizado na porgdo amino-terminal do operdo /acZ,
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permitindo, se 0 cDNA estiver clonado na matriz de leitura, produzir proteinas de fuséo. O
gen6tipo deste vector é: Isbhlll®, chiA131 (T, amp, ColEl, ori, lacZ’, promotor T3 - local de
clonagem miltipla - promotor T7 I), sr113°, cIts857, sr114°, ninS, sr115° (173).
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Figura A.4: Mapa estrutural do vector lambda ZAPIL.

Tabela 3: caracteristicas genéticas dos vectores derivados do bacteriofago A

Agtll AZAPI
mutagSes amber sam 100
SUpressor necessario supF supF
delecgBes shndIIN2-3, nin5 nin5
substitui¢des lacs T amp” ColElorilacZ (promotor T3, local de clonagem
multipla, promotor T7) I
inser¢oes
estado red/gam do vector red* gam* red" gam*
estado red/gam do recombinante red* gam* redt gam*
local chi presente nos recombi- sim
nantes
propaga-se em hospedeiros rec4- sim sim
selecgfio Spi
hospedeiros usados Y1090/LE392 Y1090
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Faguemidio pBluescript II SK (+/-): - ¢ um faguemidio de 2961 pares de bases derivado

do pUC19. A designagio SK indica que a regido de clonagem multipla esta orientada de ma-

neira a que a transcri¢do do lacZ ocorra do local Sacl para o local Kpnl (figura A.5).
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Figura A.5: Mapa circular do vector pSK (+) e sequéncias das regides promotoras ¢ de clonagem mul-
tipla.

Vector plasmidio pGEM-11Zf (+): - de 3223 pares de bases de tamanho, este vector

pode ser usado para clonagem, como molde para transcri¢io in vitro e para produzir DNA de
cadeia simples (ssDNA) (fig. A.6). O plasmidio contem os promotores T7 e SP6 para a RNA
polimerase a flanquear o local de clonagem multipla que se encontra inserido na regido codi-
ficante para o a-peptideo da B-galactosidase. A inactivagdo por inser¢do no a-peptideo permi-
te a identificagdo directa dos clones recombinantes pela cor em placas de IPTG/X-gal. Con-
tem vdrios locais de restrigdo, entre os quais os locais Sfil, EcoRI e Nofl, que sdo convenientes

para subclonar a partir do vector Agtl1 Sfi-Not.

228




Xmn't 1961

Scal 1842

Amp’

Aatll
2284

Vector

Nde |
2533

‘no\

PGEM®-11Zi(+) 12 7

(3221bp)

ori

Figura A.6 - Mapa circular do vector pGEM-11Zf (+).

Hind i}

T sps

S - Marcadores de tamanhos moleculares de acidos nucleicos

Apéndices

A determinacdo do tamanho dos segmentos de DNA corridos nos geles de agarose foi

feita na presenga de marcadores de tamanho conhecido, obtidos apos digestdo de DNA de fa-

g0 A com as enzimas de restricdo Hindlll ou Hindlll e EcoRl, simultanecamente. Nas tabelas

que se seguem sdo referidos os fragmentos resultantes das digestdes e as respectivas massas

moleculares ap0s a aplicagio de 1 pg de DNA digerido num gel de agarose.

AHindZ/7 (1pg) AHind/7IIH+EcoRI
(1pg)
ng bp ng bp
476,9 | 23130 437,1 | 21227
194,1 9416 106,1 5148
135,2 6557 102,5 | 4973
89,9 4361 88,0 4268
479 | 2322 728 | 3530
41,8 2027 418 2027
11,6 564 39,3 1904
2,6 125 32,7 1584
28,3 1375
19,5 947
17.1 831
11,6 564
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