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EXTRATO

PIROVANI, Carlos Priminho, M. S, Universdade Federal de Vigosa, junho de 1999.
Caracterizacdo bioquimica da proteina S-64, envolvida no transporte de
sacarose em soja (Glycine max (L.) Merrill). Orientadora Elizabeth Pacheco
Baiga Fontes. Consdheiross Marco Aurdio Pedron e Silva e Maia Goreti de
Almeida Olivera

O cDNA da proteina S64, homdloga a proteina de ligacdo a sacarose (SBP),
foi previamente isolado de uma biblioteca de expressdo de cotilédones de soja A
seqiéncia de aminoacidos deduzida da proteina S64 apresenta 85% de dentidade com
a proteina de ligacdo a sacarose (SBP), um provdve snd, um sitio consenso de
glicoslacdo e um ditio consenso de ligagdo a ATP/GTP. Nessa investigacdo, uma
versio truncada da proteina S-64 foi expressa em E. coli e a proteina recombinante
purificada, utilizada em ensaios de caracterizacdo bioquimica. Além da dta consarvacéo
de segléncia com SBP, o fracionamento subcelular de cotilédones demonstrou que a
proteina S-64 esti associada a membranas. Consistente com sua locdizagdo subcelular,
o termina amino hidrofébico da proteina parece ter funcdo de Peptideo snd, uma vez
que a proteina intacta ndo foi acumulada em E. coli, ao passo que a proteina S 64 isenta
do Peptideo snd foi eficientemente dntetizada em bactéria. Provavemente, o Sstema
de secrecdo da E. coli reconheceu o termina hidrofébico da proteina intacta, e a
proteina recombinante foi secretada e degradada. No entanto, traducdo in vitro do RNA
gntético de S-64 usando reticulocitos de coeho, na presenca de membranas

microssomals pancredticas caninas, demonstrou que o0 Peptideo snd de S-64 ndo é

viii



clivado. Tad resultado indicou que a proteina S64 € uma proteina de membrana do tipo
I, e 0 seu termind amino apresenta as fungbes de Peptideo sind, enderecando a
proteina para o reticulo endoplasmético; e dominio tranamembrana, fixando a proteina
na membrana plasmdica A capacidade de S-64 oligomerizar foi avdiada em gés
semidesnaturantes e 0 seu dominio de oligomerizacdo mapeado, correspondente aos
aminoacidos 36 a 343, usando-se versdes truncadas da proteina. A possibilidade de a
proteina ligar-se & GTP por meio do seu sitio consenso de ligagdo a nucleotideos foi
determinada por “GTP dot blot”. A proteina S-64 liga-se a GTP, preferencidmente a
ATP, uma vez que uma versio de S-64 produzida em E. coli foi marcada
radioativamente por [F2Pa]-GTP, na presenca de ATP ndo marcado como competidor. O
sitio de ligacdo a GTP foi delimitado pelo teste de perda de funcdo a partir de mutacéo
dirigida in situ. De fato, mutacdo no putativo sitio de ligacdo a ATP/IGTP blogueia a
referida atividade da proteina. Tais resultados estabelecem que a proteina S-64 €, de
fato, uma proteina de ligacdo a GTP associada a membrana. A atividade de ligacdo a
GTP da proteina pode estar envolvida na regulacdo da funcdo da proteina como

transportadora de sacarose.



ABSTRACT

PIROVANI, Carlos Priminho, M.S, Universdade Federd de Vigosa, June, 1999.
Biochemical Characterization of a Sucrose Binding Protein Homologue From
Soybean (Glycine max L. (Merill)). Adiviser: Elizabeth Pacheco Batista Fontes.
Committee Members: Marco Aurdlio Pedron e Silva and Maria Goreti de Almeida
Oliveira

A sucrose binding protein (SBP) homologue, named S-64 protein, was
previoudy identified by doning its cDNA from a soybean cotyledon expression library.
The deduced aminoacid sequence for S64 shares 85% identity with the sucrose-binding
protein (SBP), possesses a putative peptide sgnd, a potentia dte for N-linked
gycosylation and a nudeotide (ATP/GTP)-binding consensus sequence. In  this
invedigation, the S-64 gene and truncated versons of the cDNA were expressed in E.
coli and the purified recombinant proteins were used in biochemica characterizaion
assays. In addition to high sequence conservation with SBP, subcelular fractionation of
cotyledon cells demondrated that the S-64 protein is a membrane-associated protein.
Consagent with its subcelular locdization, the hydrophobic amino terminus of the
protein seems to function as a dgnd peptide because an intact protein faled to
accumulae in E. coli, whereas a peptide sgnd free-protein was efficiently produced in
E. coli. Probably the secretion system of E. coli recognized the hydrophobic stretch of
aminoacids and the heterologous protein was secreted and degraded. Nevertheless, in
vitro trandation of synthetic S-64 RNA usng a cdl-free system in the presence of
microsoma membranes demondrated that the S-64 signad peptide was not cleaved.



These results suggest that the S64 is a type 1| membrane protein and its peptide sgnd
may serve as dud function. It may address the synthess of the protein to the
endoplasmic reticullum (ER) and may target the protein to membranes. The ability of the
protein to undergo oligomerization was andyzed in ndive gds The S-64
oligomerization domain was mapped to an internd region of the protein, aminoacids 36
a 343, by assaying the ability of truncated versons of the proteins to oligomerize in
netive gels. The ability of the protein to associate with nucleotides thought its conserved
binding sequence was determined by a GTP-binding blot assay. The S64 protein binds
GTP, rather than ATP, because the E. coli produced S 64 was radiolabeled by [ Pa]-
GTP in the presence of large excess of unlabeled ATP competitor. The GTP binding Ste
was ddimited by loss of function assays in which the ability of Ste directed mutants to
retain the GTP binding activity was evduaed. In fact, mutation in the putative
GTP/ATP binding ste blocked GTP hbinding. These results edablished that the S-64
protein is, in fact, a GTP-binding membrane-associated protein. The GTP hbinding
activity of S-64 may be involved in the regulation of the protein function.

Xi



1. INTRODUCAO

O transporte a longa distancia de sacarose e outros compostos organicos na
planta ocorre via fluxo em massa no floema (GALLET et d., 1992; STITT, 1996). A
producdo de sacarose nos érgaos-fonte, como folhas maduras, parece regular a taxa e
direcdo do transporte de assmilados em plantas superiores. Smilarmente, a remogéo de
sacarose nos Orgaos-dreno em crescimento € que prové a forca para a importagéo de
sacarose e determina a taxa relativa de crescimento de Orgéos-dreno em competicdo na
plata (STITT, 1996). Uma caracteristica agrondmica da soja, e outras plantas
cultivadas, que merece atencdo € a sua capacidade de enchimento de gréos, a qud
depende da capacidade de producéo de assmilados nas folhas maduras e da atividade
dos transportadores envolvidos no carregamento e descarregamento do floema.

As proteinas carreadoras medeiam 0 transporte de sacarose aravés da
membrana plasmética, desempenhando como principd funcdo fisoldgica a digribuicéo
de caboidratos e, indiretamente, favorecem a mobilidade de todos os solutos
trandocados por fluxo em massa no floema (GALLET e 4d., 1992). Portanto, estudos e
caracterizacdo de transportadores de sacarose através da membrana plasméatica sGo de
grande importancia para avango no entendimento dos processos fisiologicos das plantas
superiores. S0 conhecimentos que podem resultar em fundamentos tedricos para
trabalhos posteriores de melhoria na capacidade de enchimento de gréos da espécie em
questdo. De fato, a atividade de transportadores na membrana pasmética de cdulas de
cotilédones em desenvolvimento parece estar intimamente relacionada a0 periodo de
acimulo de reservas nas sementes (FROMMER e SONNERWALD, 1995; STITT,
1996).



Recentemente, foi isolado um cDNA de soja, de uma biblioteca de expresséo,
propagada em | gt11, usando-se como sonda anticorpos contra proteinas de membranas
parcidmente purificadas (MATRANGOLO, 1998). Esse c¢DNA, denominado
pUFVS64, foi completamente seqlienciado e 0 seu produto € uma proteina de PM
64.000, denominada S-64, que apresenta 85% de identidade de segiéncia com uma
proteina de ligacdo a sacarose (SBP) (RIPP et a., 1988; GRIMES e d., 1992). A dta
homologia de seqiiéncia entre as proteinas S-64 e SBP indica andogia funciond e
envolvimento de S-64 no transporte de sacarose através da membrana plasmética
(MATRANGOLO, 1998).

A andise de funciondidade da proteina S-64 foi conduzida por meio da
tecnologia de inibigdo anti-senso em plantas de fumo transgénicas (PEDRA, 1998).
Repressdo anti-senso do gene s-64 enddgeno em fumo resultou em um maor acimulo
de amido nas folhas das plantas transgénicas e reducéo da taxa fotossintética Em
contraste, transgenes de fumo superexpressando 0 gene s-64 apresentaram teor de amido
reduzido nas folhas, quando comparados com plantas-controle. Essas modificagbes no
particionamento de carboidratos reforcam a hipotese de que S-64 esta reamente
envolvida no transporte de sacarose. Embora esses estudos de inibicdo génica tenham
ddo informativos no que s refere a identificacdo da funcdo bioldgica associada a
proteina S-64, 0 mecanismo bioquimico de auacd da proteina ndo foi eucidado.
Assm, o objetivo gerd dessa investigacdo consstiu na caracterizacdo bioquimica da
proteina S-64 da semente de soja, visando a identificacdo de atividades bioquimicas
associadas a proteina. A estrutura priméria da proteina S64, deduzida da sequiéncia de
nucleotideos do clone cDNA, apresenta caracteristicas edtruturais — bioguimicamente
relevantes. Tals caracteridticas incluem uma seqiéncia consenso de glicoslacdo, uma
seqliéncia consenso de ligacdo a ATP ou GTP e uma extensdo de 20 a 25 residuos de
aminoécidos no termind amino da proteina dtamente hidrofdbica, caracteritica de um
peptideo snd (MATRANGOLO, 1998). Asim, os objetivos especificos da presente
investigacdo condgdtiram na caracterizagdo bioquimica do peptideo sind de S-64 e na
andise da funciondidade da seqiéncia consenso de ligacdo a ATP/GTP. Além disso,
propds-se avdiar a capacidade de oligomerizacdo da proteing, uma vez que a estrutura
prim&ia de S-64 apresenta moderada conservacdo de sequéncia com proteinas de
reserva, que formam trimeros no reticulo endoplasmético, bem como identificar a
locdizagdo subcelular da proteina S-64.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Caracteristicas do transporte de sacar ose em plantas

Alocacdo € a didribuicio das quantidades de carbono fixado que serd
digribuido entre as varias rotas metabdlicas (TAIZ et a., 1991). Em tecidos-fonte,
mecanismos regulatorios determinam as quantidedes de carbono fixado que deverdo ser
estocadas, usudmente como amido metabolizado dentro das células da fonte, ou
imediatamente transportadas para tecidos-dreno. Nestes tecidos, o transporte de acucar é
aocado para processos de crescimento e estocagem (GEIGER, 1987). Particionamento
é a digribuicdo diferencid de fotoassmilados entre os diferentes Orgéos da planta
Mecanismos de particionamento determinam a quantidede de carbono fixado digtribuida
nos tecidos-dreno especificos. O conhecimento das bases moleculares envolvidas no
carregamento e descarregamento do floema, no particionamento e na aocacédo de
assimilados é de grande interesse, devido aos seus importantes papés na produtividade
de uma cultura (SONNERWALD et a., 1991).

Em ged, o descaregamento de fotoassmilados do floema em sementes
parece ser bem entendido. O embrido € isolado do tecido maternd, e os assmilados
devem passar pelo espaco apoplagtico antes de entrar na semente em  desenvolvimento
(THORNE, 1985). Assm, pelo menos duas membranas devem ser atravessadas e,
possivelmente, dois diferentes conjuntos de transportadores s30 Necessarios.

De acordo com 0 mecanismo de trandocagdo do fluxo em massa, o0 transporte
de aclcares a longas digténcias, em plantas, depende do estabdecimento e da
manutencdo de um gradiente de pressdo entre o floema da fonte e o floema do dreno.



Nesse modelo, amplamente aceito, 0 dedocamento do aclcar € relativamente passivo,
a0 passn que O carregamento e o descarregamento do floema governam a intensidade e
direco do transporte no floema, uma vez que controla o fluxo de sacarose. Embora
evidéncias demongtrem a importancia da rota smpléstica em aguns passos da rota de
trangporte de assmilados (SCHMALSTIG e GEIGER, 1985, MADORE e LUCAS,
1986), o transporte de acUcares através da membrana plasmética exerce controle
predominante na maioria dos processos fisoldgicos, como vazamento de assmilados no
mesdfilo, carregamento de sacarose no floema e descarregamento do aclcar nos Orgaos
dreno (FROMMER e SONNERWALD, 1995). Nesses casos, proteinas carreadoras
medelam o transporte de sacarose através da membrana plasmética, desempenhando
importante funcdo fisologica na didribuicdo de carboidratos e, indiretamente, na
mobilidade de todos os solutos trandocados por fluxo em massa no floema (GALLET et
a., 1992).

O acimulo de carbono em sementes em desenvolvimento € mediado por
proteinas especificas da membrana plasmética (BUSH, 1993; OVERVOORDE €t d.,
1996). Na maioria das espécies leguminosss, sacarose € a forma predominante de
carbono assmilado trandocada das folhas fotossinteticamente ativas para os cotilédones
em desenvolvimento (LIN et d., 1984). O influxo de sacarose em cotilédones de soja
em desenvolvimento parece ter muitas caracteridticas fisioldgicas do influxo de sacarose
en discos foliares (LICHTNER e 4., 1981), em que prétons ou gradientes
eetroquimicos sf0 requeridos para a operacdo e, gparentemente, envolvem uma
proteina carreadora Consgtente com esse mecanismo, tém sido demonstrados que, em
espécies fixando *CO,, ou supridas com **C-sacarose, dltos niveis de **C-sacarose sfo
encontrados no apoplasto foliar, 0os quais sdo diretamente proporcionais a taxa de
fotossintese (GEIGER et a., 1973). Além disso, a adicdo de sacarose no apoplasto
(WRIGHT e FISHER, 1981) e no floema isolado (DAIE, 1987 e 1989) resulta em
rgpida despolarizacdo da membrana plasmética, indicando que exise um co-
transportador de sacarose-H* na membrana plasmética (WILLIAMS e d., 1990). Essa
hipétese foi reforcada com a identificagio de uma H-ATPase de Arabidopsis thaliana,
denominada AHA3 (DEWITT & d., 1991). Usando uma fusdo do promotor AHA3 com
o termind 5 da b-glucuronidase, estes autores revdlaram que AHA3 codifica uma H'-
ATPase, especifica do floema e que, provavedmente, gera a energia para a atividade
secundaria de transporte.



Evidéncias diretas que mostram um transporte ativo de sacarose através de
membranas foram fornecidas por experimentos usando o impermesbilizante &cido p-
cloromercuriobenzenossulfénico  (PCMBS), que inibe a trandocacdo de sacarose
durante a fotossintese (GIAQUINTA, 1976 e 1983). Nesses experimentos, PCMBS
inibiu fortemente o transporte de sacarose quando suprido no apoplasto, indicando que a
sacarose € dedocada do apoplasto para 0 smplasto do floema e, conseglientemente,
uma proteina estd envolvida nesse processo. Complementando essas observacOes,
estudos usando vesiculas isoladas de membranas demongtraram que a trandocacdo de
sacarose para o interior das vesiculas foi dependente de DpH e DY, coerentemente com
0 mecanismo de trangporte ativo (BUCKHOUT, 1989; BUSH, 1989, 1990; SLONE e
BUCKHOUT, 1991). A importdncia de uma etgpa agpopléstica no mecanismo de
careganento do floema tem gSdo evidenciada peo desenvolvimento de fendtipos
anormais, observados em plantas transggénicas expressando invertase de leveduras no
apoplasto (SONNEWALD et a., 1991).

A expressdo de invertase exdgena no compartimento apoplastico de folhas
resultou em decréscimo do nivel de sacarose no apoplasto do floema. Nesse caso, a
sacarose € clivada em hexoses nas folhas e desaparece 0 exsudato no tubo de seiva,
resultamdo-se num fendtipo de crescimento reduzido, devido a ineficiéncia da planta em
redizar o caregamento de sacarose no floema. Coletivamente, esses resultados indicam
que ocorrem carreadores ativos de sacarose em plantas superiores. Porém, a existéncia
dessa rota de caregamento apopléstico ndo exclui a exiténcia de trandocacéo
smpléstica de sacarose, conforme demonstrado para dgumas espécies de plantas, como
cucurbitdiceas (MADORE e LUCAS, 1986; VAN BEL et a., 1988). A cinética de
absorcéo de sacarose em células de plantas superiores revela a existéncia de duas fases,
uma mediada por um co-transportador de proton/sacarose, que apresenta alta afinidade,
e outra fase de baixa afinidade, que é independente de préton (DELROT, 1981).

A flotacdo de tecidos foliares por muitas horas em melo smples contendo
sacarose induz 0 aparecimento de novos Sstemas de absorgdo de sacarose. A
locadlizacdo e a senshilidade desses transportadores a agentes quimicos diferem
dagueles encontrados em tecidos frescos (SAKR et a., 1993). Embora 0 mecanismo de
efluxo de sacarose ndo sga téo compreendido, estudos com vesiculas de membranas
plasmédticas tém evidenciado que as proteinas que medeiam o efluxo de sacarose néo

S80 as mesmas que medeiam a absorcéo ativa de sacarose (LALOI et al., 1993).



2.2. Transportador es de sacar ose

A identificacdo e a caracterizacdo de proteinas responsavels pelo transporte de
sacarose, aravés da membrana plasmatica de cdlulas de plantas, sdo importantes para o
entendimento da regulacdo do transporte de sacarose em plantas. Existem trés grupos de
proteinas envolvidas no transporte de sacarose. O primeiro compreende um grupo de
proteinas de 36 a 50 kDa, identificado, primeiramente, por LI & a. (1991). O segundo é
representado por uma proteina com massa estimada em 55 kDa, que foi identificada por
complementacdo em levedura deficiente em invertase e modificada para Sntetizar
sntase da sacarose da batata no citoplasma. A estrutura priméia deduzida para
proteina revela caracteristicas estruturais de proteinas transportadoras de membranas. A
proteina € dtamente hidrofébica e apresenta 12 dominios de transmembrana
(RIESMEIER et d., 1993). O terceiro grupo é congtituido por uma proteina de 62 kDa,
inicidmente identificada pela sua forte afinidade de ligacdo ao andogo de sacarose, 6'-
deoxi-6’ - (4-azido-2-hidroxi)-benzamido-sacarose  (6'-HABS), e denominada SBP
(“Sucrose Binding Protein”) (RIPP et d., 1988).

Marcacdo diferencid com N-etiimaeimida (NEM) indicou a presenca de um
polipeptideo de 42 kDa, protegido por sacarose, em fragdes membranosas de feijéo
graldo (Phaseolus wulgaris L.) (PICHELIN-POITEVIN et d., 1987) e de folha de
beterraba (GALLET et a., 1989). Pdo menos trés linhas de evidéncias suportam o
argumento de que o polipeptideo de 42 kDa estgja envolvido no transporte de sacarose.
Primeiramente, anticorpos contra os polipeptideos da faixa de 42 kDa da membrana
plasmética de beterraba inibiram o transporte de sacarose em protoplastos de feijéo
graido (LEMOINE et d., 1989) e em vesiculas de membrana plasmética de beterraba
(GALLET et d., 1992), mas ndo afetaram o transporte de aminoacidos (LEMOINE et
a., 1989; GALLET et a. 1992). Além disso, separacd0 de proteinas de membrana
plasmdica por filtracdo gélica e cromaografia de troca i0nica, seguida por
recongtituicdo em proteolipossomos, mostrou que a mais dta atividade de trangporte de
sacarose estava associada com a fragdo enriquecida com a banda de 42 kDa (LI et 4.,
1994). Finamente, a transicéo fonte/dreno em folha de beterraba foi acompanhada pelo
gparecimento do transportador de sacarose sensivel a NEM e da banda adicionad da
regido de 42 kDa da membrana plasmética (LEMOINE et d., 1992). No entanto, todas
as tentativas em clonar o cDNA que codifica esse provavel transportador de sacarose
néo tém sido bem-sucedidas.



Recentemente, cDNAs que codificam potenciais co-transportadores de
protorn/sacarose, denominados SoSUT1 de espinafre (RIESMEIER e d., 1992) e
SUTL de batata (RIESMEIER et d., 1993), foram isolados por meio do sstema de
complementacdo de leveduras mutantes. Esses cDNAs foram utilizados como sondas
heterOlogas para isolamento dos genes homdlogos SUC1 e SUC2 de Arabidopsis
thaliana (SAUER e STOLZ, 1994) e PmSUC1 e PmSUC2 de Plantago major, a partir
de bibliotecas de cDNA de tecidos vasculares (GAHRTZ et d., 1994). Todos esses
genes sfo expressos no floema, com PmSUC2 e SISUTL locdizadas especificamente
nes cdulas companheiras (RIESMEIER et d., 1993; STADLER et a., 1995), conforme
demongrado por hibridizacdo in situ. Além disso, a expressio de PmSUCL1 é
coordenada com o acimulo de reservas na semente (GAHRTZ et d., 1996).

A inibicdo anti-senso do transportador SSSUT1 de batata revelou que esse gene
apresenta funcdo vita no carregamento do floema e particionamento de carboidratos e €
essencid paa 0 crecimento e desenvolvimento normais de plantas de batata
(RIESMEIER et d., 1993). Plantas anti-senso de batata gpresentaram aumento nos
nives de amido e caboidraos soliveis nas folhas e decréscimo em raizes em
crescimento. Além disso, as folhas apresentaram taxa de fotossintese reduzida, quando
comparadas com as das plantas-controle. Por meio da expressdo de SSUT1 de batata em
oocitos de Xenopus, combinado com méodos detrofisolégicos e fluxo de
radiotragadores, foram determinados os efetos do potencid de membrana e as
concentragdes externas de sacarose e H na cinética de transporte da proteina StSUT1.
O potencid de membrana afeta a taxa méxima de transporte e a afinidade aparente do
transportador por sacarose e H'. As propriedades cinéticas sio consistentes com um
modelo ordenado simultaneamente, com oito estadios, com H* ligado ao transportador
antes da sacarose, mas ambos sd0 transportados, smultaneamente, através da membrana
(BOORER et al., 1996).

Complementacdo de um mutante artificid de levedura deficiente na absorgéo
de sacarose fol usada para isolar 0 gene SUT1 de tomate, que codifica um co-
transportador  préton/sacarose (KUHN et al., 1996). Muitas linhas de evidéncias
estabeleceram que a principd funcdo de SUT1 estd no carregamento do floema e no
trangporte a longa distdncia Quando expresso em levedura, o SUT1 agpresentou
propriedades bioquimicas sSmilares as apresentadas pelos trangportadores de sacarose
envolvidos na absorgdo de sacarose em vesiculas de membranas plasméticas de folhas.
SUT1 é expressa no floema, e sua inducéo é coordenada com o desenvolvimento da

7



capacidade de exportacdo das folhas. Adicionalmente, repressdo anti-senso de SUT1 em
plantas transgénicas inibe a exportacdo de sacarose das folhas. Além disso, repressio
anti-senso de SUT1 com promotor especifico das células companheiras do floema indica
que SUTL1 é transcrito nas cdulas companheiras (RIESMEIER et d., 1994). Estudos
amilares, redizados com o gene SUC2, confirmaran a teoria do carregamento
gpoplagtico do floema, indicando que o promotor SUC2 dirige a expressio para 0
floema em folhas e raizes de Arabidopsis thaliana (TRUERNIT e SAUER, 1995). Esses
resultados indicaram que a proteina SUC2 pode estar envolvida no carregamento e
descarregamento do floema.

Andise da seqiéncia de aminoacidos de oito membros da familia de
transportadores SUT e SUC de plantas (Tabela 1), disponiveis no banco de dados
internaciond, revelou uma seqUéncia de aminoacidos dtamente hidrofébica, condituida
de 12 dominios de transmembrana (WARD et d., 1998). Tais proteinas possuem massa
molecular relativa de 55.000 e pertencem ao segundo grupo de transportadores de

sacarose descritos em plantas.

Tabela 1 — Familia de transportadores de sacarose SUT1 em plantas, cujos dinhamentos
foram fetos, usando-se o agoritmo Clustad para todas as sequéncias de
SUT1 disponivels no banco de dados, cultura-fonte, identidade de
sequéncias de aminoécidos (%), tamanho em nimero de aminoacido, e
nuimeros de acesso e referéncias

Identidade  Comprimento  NUmero

Nome Fonte (%) (aminoécidos) deacesso Referéncia

StSUT1 Batata 100 516 aa 542087 RIESMEIER et al., 1993

LeSUT1 Tomate 94,7 511 aa 575299 FROMMER et al., dados n&o public.
NtSUT1 Fumo 85,8 507 aa 1076644 FROMMER et al., dados n&o public.
SoSUT1 Espinafre 65,9 525 aa 549000 RIESMEIER et al., 1992

BvSUT1 Beterraba 65,1 523 aa 1076259 FROMMER et al., dados n&o public.
PmSUC2  Pantago 64,7 510 aa 1086253 GAHRTZ et dl., 1994

RcSCR1 Ricinus 64,5 533 aa 542020 WEIG et d., 1996

AtSUC2 Arabidopsis 64,1 512 aa 481131 SAUER e STOLZ, 1994

Fonte: WARD et d., 1998.



Representantes do terceiro grupo de transportadores de sacarose foram
identificados por técnicas de fotoafinidade. Nesse caso, o derivado da sacarose, 6'-
deoxi- 6’ - (4-azido- 2-hidroxi)-benzamido-sacarose . (6'-HABS), foi  utilizado paa
identificar proteinas de membrana que se ligan a sacarose, em  preparagdes
microssomais de cotilédones de soja em desenvolvimento (10 dias apoés o
florescimento) (RIPP et a., 1988). Previamente, foi demonstrado que 6-HABS
comportava-se como inibidor competitivo do influxo de [**C]sacarose, em protoplastos
isolados de cotilédones de soja em desenvolvimento. A competicdo, presumivel mente,
resultou da acdo do 6'-HABS como inibidor competitivo para o transportador de
sacarose, subgtituindo-se a sacarose no sitio aivo do carreador (HITZ, 1986). Assm,
marcacio fotolitica de proteinas de membrana com %°1-6'-HABS resutou na
identificacdo predominante de uma proteina de cerca de 62 kDa, denominada SBP
(“Sucrose Binding Protein”) (RIPP et d., 1988). Essa proteina foi purificada de fragtes
microssomais de cotilédones por precipitagbes sequenciais e cromatografia de troca
ibnica e em seguida, empregada na producdo de anticorpos policlonais. Esses
anticorpos reconheceram  especificamente uma proteina da membrana plasmética em
sess0es  preparadas  de  cotilédones, conforme  demonstrado  por  técnica  de
imunocitoquimica (RIPP et d., 1988).

Os anticorpos policlonais contra SBP gpresentaram ligagfes cruzadas com um
polipeptideo de 62 kDa em vesiculas de membrana plasmética purificada de folhas de
epinafre (RIESMEIER et d., 1993). Estudos de imunolocaizacdo em folhas totalmente
expandidas dessa espécie mostraram que o polipeptideo € locdizado especificamente na
membrana plasmética dos tubos de seiva As membranas plasmédticas dos tubos de seiva
né foram imunomarcadas em folhas jovens, nas quas o floema n&o continha membros
meaduros dos tubos de seiva. A presenca de uma proteina homologa em Vicia faba foi
confirmada, uma vez que anticorpos contra SBP de soja inibiram a absor¢éo de sacarose
em cdulas de tranderéncia (FLEUW e d., 1992). Usando 0s mesmos anticorpos,
esudos imunocitoquimicos faharan em detectar uma proteina homdloga em folhas
maduras de beterraba ( WARMBRODT et &., 1989).

Anticorpos policlonais contra o polipeptideo de 42 kDa, pertencente ao grupo |
de transportadores, inibiram seletivamente a absorcdo de sacarose em protoplastos de
mesdfilo de fejdo (LEMOINE et a., 1989), a0 passo que nas mesmas condicOes
experimentais 0 soro contra SBP ndo teve nenhum efeito sobre a absorgéo de sacarose
(GALLET ¢ 4., 1992). A fdha na inibico da absor¢do de sacarose pelo soro anti- SBP
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ndo implica, necessariamente, que esse polipeptideo ndo estga envolvido na absorcéo
de sacarose, pode ser que e sga fracamente antigénico ou que as vesiculas utilizadas
no experimento venham de cdulas do mesdfilo. Em soja, 0 polipeptideo de 62 kDa
parece ser mas concentrado nas membranas plasmdicas dos tubos de seiva
(WARMBRODT et d., 1989). Em bases funcionais, o peptideo de 42 kDa esta
envolvido no transporte de sacarose em raizes e folhas de beterraba. Porém, as dtas
concentragdes de soro necessrias para a inibicdo do influxo e a inibicdo parcid
gerdmente observada ndo permitem excluir que outros polipeptideos possam estar
envolvidos na absorgdo de sacarose, nessa mesma espécie (GALLET et d., 1992).

2.3. SBP (“ Sucrose Binding Protein”)

A proteina SBP foi inicidmente identificada em cotilédones de soja e
purificada destes, usando-se técnicas de fotoafinidade (RIPP et d., 1988). Um cDNA
que codifica SBP foi isolado de uma biblioteca de expressdo, utilizando-se como sonda
anticorpos contra SBP purificada (GRIMES et d., 1992). Esta proteina, deduzida da
sequiéncia de nucleotideos, possui 524 residuos de aminoécidos e massa molecular de 62
kDa. A identidade do clone foi confirmada pela comparacdo da sequéncia de 20
residuos de amino&cidos do termina amino obtida a partir da proteina purificada. Os
aminoécidos sfo idénticos agueles da regido adjacente ao termind amino da proteina
deduzida a partir do cDNA sbp. Esse dinhamento indicou que o clone de cDNA isolado
codifica a proteina SBP, que gpresenta um peptideo sind aparentemente removido da
proteina no reticulo endoplasmatico. Além disso, a expressdo em bactéria do cDNA de
sbp, sem a seqiéncia que codifica 0 amino termind, resultou na sintese de uma proteina
de 62 kDa, imunologicamente relacionada com SBP (GRIMES et d., 1992).

Andise comparaiva de sequéncia revelou que a proteina SBP ndo agpresenta
nenhuma homologia consderdvel com outras proteinas ja caracterizadas. A tentativa de
dinhamento de regifes dessa proteina com seqiéncias conhecidas de invertase néo
caacterizou nenhum dominio homdlogo a invertase (GRIMES et d., 1992). Além
disso, as sequéncias consenso MNDPNG e WECVDF de invertase de tomate (KLANN
et a., 1991) mostraram-se ausentes da SBP de 62 kDa. Aparentemente, a funcdo da SBP

de 62 kDa ndo é meramente a clivagem de sacarose em hexoses.
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Os transcritos do gene sbp sfo detectaveis em dtos niveis em tecidos-dreno,
incluindo folhas novas em formacéo e cotilédones (GRIMES ¢ d., 1992). Além disso,
0 gene sbp exibe uma expresso tempora, que estd coordenada com a absorcdo de
sacarose no cotilédone. Tem sido demonstrado que o acimulo da proteina SBP nas
fragbes microssomais de cotilédones em desenvolvimento € coordenado com o acumulo
do seu MRNA, esando presente até o 26° dia de desenvolvimento. Em contraste,
OVERVOORDE et d. (1997) demonstraram que SBP é degradada em sementes durante
a geminacd, em um padrdo sSmilar a0 das proteinas de reserva. Dados de
imunoflorescéncia indicaram que a proteina SBP estava associada especificamente com
as cdulas companheiras do floema (GRIMES et d., 1992). A proteina SBP foi
locdlizada na membrana plasmética de cdlulas cotiledonares, estando associada com
regifes especidizadas da membrana plasméica, as quais sG0 invaginadas no citoplasma
da cdula (RIPP et a.,1988; GRIMES et d., 1992). No entanto, a estrutura primaria
deduzida para SBP indicou que a proteina € dtamente hidrofilica, ndo contendo nenhum
dominio de aminoécidos hidrofobicos ou a-hdices anfipéticas, caracteristicas da hédice
transmembrana. Tais observagbes indicam que SBP € uma proteina envolvida no
trangporte de sacarose, mas ndo desempenha esta fungéo independentemente (GRIMES
et d., 1992). No entanto, tem sido demonstrado que a expressdo do cDNA de SBP em
leveduras mutantes para 0 gene da invertase é suficiente para promover absorcéo de
sacarose atraves da membrana plasméatica (OVERVOORDE et d., 1996). SBP medeia a
absorcdo de sacarose em concentracBes ndo-saturaveis de 30 mmol/L, sendo especifica
para sacarose e rdativamente insensived a tratamentos com resgentes  sulfidril
modificados. Alteracéo do pH externo ou tratamento prévio das células de levedura com
protondforos ndo afetou significativamente a taxa de absorcdo de *C-sacarose. Estes
autores demonstraram que SBP medeia a absor¢do de sacarose independentemente do
movimento de H" e de outras proteinas da planta.

“Immunoblottings’ com fracBes enriquecidas pelas faces internas e externas de
membrana plasmética locdizaram a proteina SBP na face extena A associagdo da
proteina SBP com membranas foi avdiada por meio de solubilizacdo dessa proteina
com sas e deergentes (OVERVOORDE et d., 1994). Tratamentos de vesiculas de
membranas plasméticas purificadas com KCl e KI 1 mol/L liberaram menos de 35% de
SBP das membranas, a0 passo que tratamentos com uréia 4 mol/L ou NaCO3 4 mal/L,
pH 115, provocou a dissociacdo de 50 e 70% da proteina dessas membranas,

respectivamente. O detergente SDS, em concentracbes de 0,5, 1 ou 10 vezes a
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concentragdo  critica das micdas, solubilizou a proteina SBP efeivamente,  os
detergentes ndo-idnicos tritont X-100 e CHAPS (C32HssN207S) solubilizaram entre 65 e
75% da referida proteina. Esses resultados indicaram que, embora SBP sga uma
proteina periférica de membrana, grande proporcdo da proteina se encontra fortemente
ligada a membrana. Por meio de traducéo e do processamento co-traduciond in vitro da
proteina SBP, usando-se lisados de reticuldcitos de coelho e membranas microssomais
pancredticas caninas, tem sido demonstrado que uma propor¢do da proteina conserva o
peptideo sinal. Nesse caso, a presenca deste peptideo na proteina processada pode ser
indicativo de que SBP é uma proteina de membrana do tipo Il (OVERVOORDE €t 4.,
1994).

A proteina SBP apresenta homologia estrutura e de seqliéncia com proteinas
de resrvas de samente da familia da vicilina, proteinas que se organizan em
homotrimeros nos corpos protéicos (OVERVOORDE et a., 1997). Essas smilaridades
inclui uma seqiiéncia repetida, que forma a base da estrutura caracteristica das proteinas
da familia das viclinas. Andlise por centrifugacdo e detroforese em gel ndo-redutor de
SDS-poliacrilamida  demongtraram que a SBP parece se organizar em complexos
oligoméricos, que sdo indicativos da exiténcia de homodimeros e homotrimeros da
proteina.

Recentemente, um cDNA de soja foi isolado de uma biblioteca de expresséo,
propagada em | gt11, usando-se como sonda anticorpos contra proteinas de membranas
parcidmente purificadas. Esse c¢cDNA, denominado pUFVS64, foi completamente
sequienciado, sendo o produto codificado por esse clone e deduzido da seqiéncia de
nucleotideos do CcDNA uma proteina de PM 64.000, denominada S-64
(MATRANGOLO, 1998).

Andise comparativa da edrutura prim&ia de proteinas revelou dgumeas
regides de conservacdo moderada entre a proteina S64 e diversas proteinas de reserva
de leguminosas e globulinas de cereais. Porém, a maor identidade de seqiéncia
observada (85%) foi com a proteina SBP, previamente identificada em sementes de soja
(GRIMES et d., 1992) (Figura 1). A dta identidade de sequéncia entre S-64 e SBP
conditui  forte indicativo de que a proteina S-64 é funciondmente andoga e eta
provavelmente envolvida no trangporte de sacarose em cdlulas de plantas
(MATRANGOLO, 1998).

De fato, a andise de funciondidade da proteina S-64 conduzida por meio da

tecnologia de inibicdo anti-senso em plantas de fumo transgénicas suportou o
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argumento do envolvimento dessa proteina no transporte de sacarose (PEDRA, 1998).
Repressdo anti-senso do gene s-64 endogeno em fumo resultou em um maior acimulo
de amido nas folhas das plantas transgénicas e reducdo da sua taxa fotossintética Em
contraste, transgenes de fumo superexpressando 0 gene s-64 gpresentaram teor de amido
reduzido nas folhas, quando comparados com os das plantas-controle. Essas
modificagbes no particionamento de carboidratos reforcam a hipétese de que S64 et
realmente envolvida no transporte de sacarose

E bem provavd que a familia de proteinas transportadoras de 62 kDa estgja
envolvida no descarregamento do floema, pois estas foram detectadas em 6rgéo-dreno
no sistema de transporte de sacarose de baixa afinidede (RIPP et d., 1988; GRIMES et
d., 1992). As demas familias de trangportadores, em sua maoria envolvidas no
caregamento do floema, fazem parte de um sSstema de transporte saturavel e de dta
afinidade. Normamente, esses transportadores requerem potencia de membrana,
mantido por atividade de ATPases especificas das cdlulas companheiras, para efetuar
em co-transporte de protor/sacarose (WARD et dl., 1998).
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Fonte: MATRANGOLO (1998)

Figural - Andlise de comparacdo de sequiéncia entre as proteinas S64 e SBP (“Sucrose
Binding Protein’). Os pontos representam "Gaps' que foram introduzidos
para permitir mehor dinhamento das seqiéncias. Os tragos indicam os
amino&cidos  idérticos. A sequéncia de aminoacidos do peptideo snd
encontrase sublinhada e o provavd dtio de clivagem proteolitica, indicado
por uma seta (). O sitio de ligacdo a ATP/GTP encontra-se em negrito e a

seqiiéncia consenso de glicosilacéo, destacada de azul.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material vegetal

Sementes da vaiedade de soja Crigdina foran germinadas em pape
germiteste e as plantulas, transferidas para vasos de 2,6 dn? contendo substrato
composto de trés partes de solo, uma parte de areia lavada, uma parte de esterco bovino
curtido e 2 kg de superfosfato simples por n? do substrato. A data da antese flora foi
registrada, sendo a coleta das sementes redizada no vigésmo dia apos a antese. O
materid vegetd, gp0s coletado, foi imediatamente congelado em nitrogénio liquido e

armazenado em “freezer” a—80 °C, para posterior extracaéo de fragdes microssomais.

3.2. Clonagem molecular

3.2.1. Estratégia geral de clonagem

Os fragmentos de DNA a serem clonados foram liberados de pUFRVS64
(MATRANGOLO, 1988) ou amplificados por PCR (“Polimerase Chain Reaction”) e
separados por eetroforese em géis de agarose 1%, contendo brometo de etidio
0,1 ngmL. Em seguida, os fragmentos de DNA de interesse foram isolados e
purificados em gel de agarose, utilizando-se o “Kit Prep-A-Gene’ (BIORAD), conforme
recomendacbes do fabricante. ApGs a separacéo detroforética, a regido do ge de
agarose que continha o fragmento de interesse foi cortada e dissolvida em perclorato de
sodio 4,5 mol/L, a55 °C. A “Matriz Prep-A-Gene’ foi adicionada narelacio de 5 i de
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matriz para cada ng de DNA e a suspensdo, incubada por 10 minutos a temperatura
ambiente. Apés a adsor¢do do DNA & silica, a amogtra foi lavada trés vezes com o
tampdo de lavagem (BIORAD) contendo etanol 70%. O DNA foi duido em &gua a
50 °C por 10 minutos.

Os vetores de clonagem utilizados (pET-16b, pGEM7Zf(-), pUC118) foram
digeridos com as enzimas apropriadas e desfosforilados. A reacdo de desfosforilagdo foi
conduzida com a enzima fodatase dcdina, em presenca de Tris-HCl 50 mmol/L, pH
9,0, MgCl, 1 mmol/L e ZnCh 0,1 mmol/L, por umahoraa 37 °C.

A reacéo de ligacdo dos fragmentos de DNA ao vetor foi conduzida de acordo
com técnicas-padréo de clonagem molecular em plasmidios (SAMBROOK et d., 1989).
O fragmento de DNA a ser clonado e o vetor foram utilizados na razéo molar entre 3.1 e
51, em um volume find de 15 niL, na presenca da enzima T, DNA ligase
(GIBCO/BRL), em Tris-HCI 50 mmol/L, pH 7,5, MgCL 7 mmol/L e DTT (ditiotreitol)
1 mmol/L. A reacdo foi incubadaa 14 °C por 12 horas.

As cédulas competentes foram preparadas de acordo com SAMBROOK et 4.
(1989). Cédulas de E. coli IM109 e BL21(DE3z) foram crescidas em meo LB aé
atingirem uma absorbancia a 600 nm (Asoo) de 0,5, incubadas no gelo por 10 minutos e
concentradas cinco vezes por centrifugacdo a 5.000 x g a 4 °C, por 10 minutos, em
MgCl, 100 mmol/L. Apds nova incubagcdo no gelo por 10 minutos, essas cdulas foram
coletadas por centrifugagdo a 5.000 x g a 4 °C, por ¢inco minutos, ressuspensas em um
volume de CaCh 100 mmol/L, equivdente & metade do volume origind do meio de
cultura, e incubadas no geo por 20 minutos. Em seguida, céulas foram coletadas
por centrifugacdo a 5.000 x g a 4 °C, por cinco minutos, concentradas 10 vezes pela
ressuspensdo em CaCl, 100 mmoal/L e glicerol 15%, aiquotadas em volume de 200 i
e amazenadas a—80 °C até o uso.

Para transformacdo, foram adicionados 7 nL da reacéo de ligacdo a uma
diguota de cdulas competentes IM109; a suspensio foi mantida a 0 °C por 30 minutos.
Ap6s um chogue térmico de dois minutos a 42 °C, foi adicionado 1 mL de meio LB,
seguido de incubagdo a 37 °C, por uma hora. As céulas foram concentradas por
centrifugacdo, ressuspensas em 100 ni de meio LB e espahadas em placas contendo
LB (sdlido) e ampicilina 100 ng/mL, para selecéo de colbnias transformantes. O DNA
plasmidia, isolado de bactérias transformadas, foi digerido com as enzimas de restricéo
gpropriadas e separado por eetroforese em gel de agarose 1% para identificacdo do
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clore de interesse. As colbnias recombinantes foram armazenadas em glicerol 40% a
80 °C. Para expressdo da proteina em bactéria, aproximadamente 30 hg de DNA
recombinante foram utilizados para transformacéo daestirpe de E. coli BL21(DEs).

3.2.2. Descrigao dos clones

3.2.2.1. Clonagem de regides codificadoras e versdes truncadas de s-64 em

pET-16b

Com o objetivo de expressar a proteina S64 inteira em bactéria, um fragmento
de 1.700 pb foi liberado de pUFVS64 com Ncol, sitio interno do cDNA (posi¢éo 18) e
BamHI, sitio do “palillinker” do vetor de clonagem pUC119. O fragmento foi
purificado de gd de agarose e inserido no sitio Ncol/BamHI do vetor de expressdo em
bactéria pET-16b, sob o controle do promotor da T7 RNA polimerase, resultando no
clone pUFV39 (Figura 2).

Com a findidade de expressar em bactéria uma versdo da proteina S 64 isenta de
peptideo snd e fundida com uma cdda de higidina, no termind amino, derivada do
vetor de expressdo em bactéria pET-16b, foram sintetizados dois "primers’ especificos.
O primeiro, SB4XHOF (5 AAG AAA CTC GAG GTC GAA GA 3'), coordenadas 103
e 121 do cDNA, gera um sitio para a enzima de restricdo Xhol. O segundo "primer”,
SEF97R (5" PAT ACA TTC CCC GAA TTC AGC CAC CTC C 3'), coordenadas
1.498 e 1.524, gera um sitio para a enzima de restricdo EcoRI, imediatamente adjacente
a0 "sop codon”. Esses "primers’ foram utilizados para amplificar um fragmento de S-
64 de aproximadamente 1.400 pb por meio de PCR. Na reacéo de PCR, foram utilizados
20 hg de DNA plasmidid de pUFVS64; 80 r mol de cada "primer" supracitado, dNTP's
0,25 mmol/L cada; 20 unidades de Pfu polimerase (STRATAGENE), Tris-HCl 20
mmol/L, pH 8,2, KCl 10 mmoal/L, (NH4),SO4 6 mmol/L, triton X-100 0,1% (v/v) e soro
abumina bovino (BSA) 10 ng/mL, para um volume find de 100 ni. As condigdes de
reacd adotadas foram: 1 minuto e 30 segundos a 94 °C, seguido de 30 ciclos (45
segundos a 94 °C, 45 segundos a 45 °C e 2 minutos a 72 °C) e 10 minutos a 72 °C. A
reacdo procederse em termociclador moddo PLTC-200 (MJ RESEARCH). O
fragmento amplificado de gproximadamente 1400 pb foi purificado, digerido com
EcoRl e inserido no sitio EcoRI/Smal de pGEM7Zf(-), resultando em pUFV96 (Figura
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3). Em seguida, o fragmento Xhol foi liberado de pUFV96 e inserido no sitio Xhol de
PET-16B na orientacéo senso, resultando em pUFV120.

Ncal
PUFVS64 | BamH|

lNcoI/BamHl

A LS

PUFV39
] Promotor T/ [TCATAET

Figura 2 — Esquema da clonagem da regi&o codificadora de s-64 em pET-16b. O clone
pUFVS64 foi digerido com Ncol e BamHI, e o inserto liberado foi inserido
nos sitios Ncol e BamHI de pET-16b, resultando no clone pUFV38. Na

etapa de digestéo do vetor pET-16b, a sequéncia codificadora da calda de
higidina (His-tag) fol removida
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i Xhol '
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Figura 3 — Esquema de clonagem do fragmento do cDNA de s-64, posi¢des 113 a 1.513,
em pET-16b. O clone pUFVS64 foi usado como molde para amplificacdo
com Pfu polimerase, utilizando-se “primers’ especificos, de forma a criar um
sitio Xhol, imediatamente adjacente a0 5 do peptideo sind, e um sitio EcoRl
na extremidade 3. Um fragmento de 1.400 pb foi amplificado, digerido com
EcoRI e inserido nos sitios Smal e EcoRI de pGEM7Zf), resultando no clone
pUFV96. O fragmento Xhol de pUFV96 foi liberado e inserido no respectivo
sitio de pET-16b, resultando no clone pUFV 120.
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A fim de expressar em bactéria uma versdo truncada de S64 (aminoécidos 36
a 343, fundidos com uma cada de higtiding), um fragmento de 919 pb foi liberado de
pUFVS64 com a enzima de restricdo Sau3Al (posicbes 122 e 1.041 do cDNA),
separado por detroforese, purificado do gel de agarose e inserido no sitio BamHI de
PET-16B. O clone obtido foi denominado pUFV50 (Figura 4).

3.2.3. Mutagdo dirigidain situ na sequéncia consenso de ligacdo a ATP/GTP

A mutacdo foi criada por meio de amplificacdo de fragmentos de pUFVS64
com “primers’ especificos, de forma a criar sitios Unicos para enzimas de restricdo e as
mutacOes desgadas. Para amplificacd de um fragmento de 876 pb da extremidade 5,
foram utilizados os “primers foward” SPI97F (5 PTC ACT _GCA GTC ACC ATG
GCG ACC A 3), coordenadas 1 e 21, os quais geram um sitio para Pstl (em destague);
e 0 “primer reverse’” SGTPXBAR (5 GCT TTT CIC TAG AGG GGC CAA CG 3),
coordenadas 853 e 876, 0 qua gera um sitio Xbal. Para amplificacdo de um fragmento
de 667 pb da extremidade 3, foram utilizados os “primers foward” SGTPXBAF (5
GGC CCC TCT AGA GAA AAG CTE 3), coordenadas 857 e 878, 0s quais geram um
gtio Xbal (em destaque); e o “primer reverss” SEF97R (5 PAT ACA TTC CCC GAA
TTC AGC CAC CTC C 3'), coordenadas 1.498 e 1.524, o qual gera um sitio EcoRl
(em destague). As mutaghes criadas nos “primers’ SGTPXBAF e SGTPXBAR,
coordenadas 860 a 866, dém de criarem um sitio Xbal, alteram a seqiiéncia consenso de
ligagd a ATPIGTP ALAPTKKS (Ala-Leu-Pro-Tre-Lys-Lys-Ser), para ALAPLEKS
(Ala-LewrAla-Pro-L eu-Glu-Lys-Ser).

O clone pUFVS-64 foi usado como molde para as reacOes de “PCR’. As
condicOes de reacOes foram as mesmas descritas no item 3.2.2.1. O fragmento da regido
5, amplificado com os “primers’ SPI97F e SGTPXBAR, e o fragmento da regido 3,
amplificado com os “primers’ SGTPXBAR e SEF97R, foram purificados, utilizando-se
o “Kit Prep-A-Gene’ (BIORAD), digeridos com as enzimas Pstl/Xbal e Xbal//EcoRl,
respectivamente, novamente purificados e em seguida, inseridos Smultaneamente no
dgtio Pstl/EcoRI de pUC118, de acordo com técnicas-padrdo de clonagem
(SAMBROOK et al., 1989), o que resulta no clone pUFV193, mutado na sequéncia
consenso deligacdo a ATP/GTP (Figura5).
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PUFVS-6

Figura 4 — Esquema de clonagem do fragmento Sau3Al de S64 em pET-16b. O clone
pUFVS-64 foi digerido com Sau3Al, e o inserto liberado de 919 pb foi

purificado e inserido no ditio BamHI de pET-16b, resultando no clone
pUFV50.
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pUFV S64

Pstl (SPI97F) Xbal (SGTPXbaF)
antll™ V) and Vump
Xbal (SGTPXbaR) EcoRI(SEF97R)
PCR1
PCR2
Pstl Xbal
| v |
| v |
P<t/Xbal ~0,65kb
Xbal EcoRl
v v

P4 | l Ligecao tripla EcoR|
pUFV193 |

ALAPTKKSp/ ALAPLEKS

Figura5 — Mutacdo in situ do sitio de ligacdo a ATP/GTP de S64. Dais fragmentos de
S-64 foram individudmente amplificados, usando-se os “primers’ SPI97F e
SGTPXbaR (PCR1) ou os “primers’ SGTPXbaF e SEF97R (PCR2). Os
fragmentos amplificados, apds digeridos com Pstl/Xbal (PCR1) e Xbal/EcoRlI
(PCR2), foram inseridos por ligacdo tripla em pUC118 digerido com

Pstl/EcoRl, resultando no clone pUFV193, que contém o sitio de ligacdo a
ATP/GTP mutado.
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3.3. Expressdo da proteina S64, versdes truncadas em E. coli e purificacdo das

proteinas recombinantes

A expressio das proteinas recombinantes foram conduzides em E. coli
BL21(DEs), que contém um gene da T7 RNA polimerase sob o controle do promotor
lac (NOVAGEN). A inducdo da sintese das proteinas recombinantes com IPTG, em
100 mL de meio de cultura, foi conduzida conforme as recomendaces do “pET System
Manua” (NOVAGEN). Células de E. coli transformadas com as construcBes de DNA
de interesse foram crescidas a 37°C, em meio LB contendo ampicilina 50 ny/L, até
aingirem Agsoonm 0,7 @ 0,8, quando foram submetidas a indugdo com IPTG 2 mmoal/L,
por quatro horas. Como controle, foi utilizada a estirpe de E. coli BL21(DEs) nédo
transformada. Apds inducéo, as céulas foram mantidas no gelo por cinco minutos, para
cessar 0 crescimento. Uma diquota de 50 ni de meio de cultura de cada clone foi
separada em SDS-PAGE, para confirmar ainducéo da sintese da proteina recombinante.

A purificacdo das proteinas recombinantes por cromatografia de afinidade foi
redizada em condigdes desnaturantes, seguindo-se basicamente as recomendagOes do
fabricante  (NOVAGEN). As cdulas induzidas com IPTG foran coletadas por
centrifugacdo a 5.000 x g, por cinco Minutos, em seguida, ressuspensas em tampdo de
ligacdo 1X (Tris-HCl 40 mmal/L, pH 7,9, Imidazol 10 mmol/L, NaCl 1 mol/L e uréia 6
mal/L); rompidas mecanicamente por ultrasonicacdo em “Ultrassonic  Homogenizer
4710 Series’ (COLE PARMER); incubadas no gelo por uma hora; e centrifugadas a
39.000 x g por 20 minutos. O sobrenadante foi filtrado em membrana de 0,45 nm e
golicado em coluna de cromatografia contendo a resna “Cheéaing Sepharose”
(Pharmacia) ativada com Ni*™.

Para empacotamento da coluna cromatogréfica, a resina “Chelating Sepharose’
(Pharmacia), quelante de metais, foi homogeneizada por inversito e em seguida,
empacotada por gravidade em uma coluna de polipropileno (10 x 0,5 cm). Ap6s a
drenagem do etanol 20%, a resna foi lavada com 75 mL (3 volumes) de H,O
deionizada e equilibrada com 12,5 mL (5 volumes) de tamp&o de troca 1 X (NiSO4 50
mmol/L e uréia 6 mol/L), seguido de 7,5 mL (3 volumes) de tamp&o de ligacdo 1 X
(Tris-HCI 40 mmol/L, pH 7,9, Imidazol 10 mmol/L, NaCl 1 mol/L e uréia 6 mal/L). O
extrato bruto de proteinas foi aplicado a coluna de “Chedating Sepharose’, equilibrada
com o tampéo de ligagdo 1 X. A coluna foi lavada com 25 mL (10 volumes) de tampéo
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de ligacdo 1 X e 15 mL (6 volumes) de tampdo de lavagem 1 X (Tris-HCl 40 mmoal/L,
pH 7,9, Imidazol 60 mmol/L, NaCl 1 mol/L e uréa 6 mol/L), antes da €uicdo da
proteina com 15 mL (6 volumes) de tampéo de euicdo 1 X (Tris-HCl 20 mmoal/L, pH
7,9, Imidazol 1 mol/L, NaCl 0,25 mol/L e uréa 6 mol/L), em fragBes de 0,75 mL. As
fraches contendo as diferentes versdes da proteina S-64 foram identificadas por SDS-
PAGE, usando-se gd de acrilamida 10% (p/v), conforme descrito por LAEMMLI
(1970). As fragBes enriquecidas para a proteina recombinante foram reunidas e mantidas
a—20 °C.

3.4. Transcricdo etraducgao in vitro de S-64

O cDNA de s64 foi liberado de pUFVS64 (MATRANGOLO, 1998),
utilizando-se a enzima de restricdo EcoRI. O fragmento liberado, de aproximadamente
1,6 kb, que corresponde a regido codificadora do gene s-64, foi isolado e purificado em
gel de agarose, usando-se o “Kit Prep-a-Gene” (BIORAD), conforme recomendagdes do
fabricante. O fragmento purificado foi inserido o sitio EcoRI do vetor de transcricdo in
vitro pGEM7Zf(-), conforme esgquematizado na Figura 6. O clone obtido, denominado
pUFV34, contém o cDNA na orientacdo reversa. O isolamento de DNA plasmidia de
pUFV 34, em grande escda, foi faito, utilizando-se 0 “Plasmid Maxi Kit” (QIAGEN).

A sintese do RNA de S-64 in vitro foi conduzida, empregando-se um kit de
transcricdo in vitro (PROMEGA), de acordo com as recomendacgOes do fabricante. O
capeamento do RNA sintetizado foi redlizado juntamente com a reacdo de transcrico in
vitro. A reacdo de transcrigdo foi conduzida em Tris-HCl 40 mmol/L, pH 7,9, MgCh
6 mmoal/L, espermidina 2 mmol/L e NaCl 10 mmoal/L, DTT 10 mmol/L, 50 unidades de
RNasinaO, ATP, CTP, UTP 0,5 mmol/L, GTP 0,05 mmol/L, GPPPG (andogo do CAP),
0,5 mmal/L, 5 ng de DNA plasmidid de pUFV34 linearizado com a enzima de restricéo
Xbal e 80 unidades de SP6 RNA polimerase. Apds incubagdo a 30 °C por uma hora,
foram adicionadas mais 80 unidades de SP6 RNA polimerase. A reaCdo prosseguiu por
mais uma hora a 30 °C. Em seguida, os produtos da reacdo foram tratados com 10
unidades de DNase livre de RNase por 30 minutos, a 37 °C.
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EcoRl
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Figura 6 — Esquema de clonagem do cDNA de S-64 em pGEM7Zf), vetor de
transcricdo in vitro. O clone pUFVS64 foi digerido com EcoRl, e o insarto
liberado foi clonado em pGEM7Zf), no respectivo sitio, na orientacio
reversa, resultando no clone pUFV 34.
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O RNA gntético foi extraido com igud volume de uma midura de
fenol:cloroformio (1:1), sob agitacdo por um minuto e seguido de centrifugecdo a
12.000 x g por cinco minutos, a temperatura ambiente. Em seguida, 0 RNA sntético foi
reextraido da fase aguosa com igua volume de cloroférmio:dcool isoamilico (24:1),
precipitado com etanol 70%, na presenca de acetato de sodio 0,3 mol/L a —20 °C, por 30
minutos, e recuperado por centrifugagdo a 12.000 X g por cinco minutos a temperatura
ambiente. O precipitado foi lavado com etanol 70%, secado a vacuo e ressuspenso em
20 L de H,O livre de nuclease. O RNA foi quantificado a partir de leituraa 260 nm.

As reacOes de traducdo in vitro e processamento co-traduciond foram feitas,
usando-se 0 sistema de lisado de reticuldcito de codho (PROMEGA), de acordo com as
recomendacOes do fabricante. Foram utilizados 35 ni de lisado de reticuldcito de
codho, 1 nL da misura de amino&cidos (menos cisteing), 1 nL de *S-cisteina
(AMERSHAN), 1 nL de RNasin® e 2 ng de RNA totd, em um volume find de 50 ni,
na presenca e auséncia de membranas microssomais pancreéticas caninas. As reagcoes
foram incubadas a 30 °C por 60 minutos e os produtos, fracionados em SDS-PAGE,
utilizando-se gl de acrilamida 10% (p/v), como descrito por LAEMMLI (1970). O gd
foi tratado com “enhancer” (dicilato de sodio 1 mol/L, pH 6,0) por 30 minutos, e
secodo em papel-celofane, sendo o resultado revelado por auto-radiografia, apds a
exposicao do gd ao filme deraios X por cinco dias.

3.5. Isolamento de DNA plasmidial

Os isolamentos de DNA’s plasmidiais foram conduzidos, em pequena escaa,
pelo método da Ise dcaina e adsorsio de DNA em silica, empregando-se 0 “Flexi Prep
Kit” (Pharmacia Biotech) e, em grande escda, 0 “Plasmid Maxi Kit” (QIAGEN). Em
ambos os méodos, inicidmente, as cdulas foram rompidas pea lise dcdina, sendo o
volume das solugbes utilizadas gustado de acordo com o volume inicia da cultura As
bactérias transformadas foram crescidas em meio LB, contendo 50 ou 100 ng/mL de
ampicilina, por 12 a 16 horas. Apés a centrifugacdo de 5.000 x g por dois minutos a
4° C, as cdules foram ressuspensas na solugdo | (glicose 50 mmol/L, Tris-HCI
25 mmol/L, pH 80 e EDTA 20 mmol/L). Em seguida, foram adicionadas,
consecutivamente, & solugdo Il (NaOH 0,2 mol/L e SDS 1%) e a solugdo Il
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(CH3COOK 3 moal/L). O residuo insoluvel foi descartado por centrifugacdo a 11.000 x g
por 10 minutos.

Para isolamento em pequena escda, apds a lise dcding, 0 DNA plasmidia foi
precipitado do sobrenadante pela adicdo de isopropanol, na concentragéo find de 42%,
incubado por 10 minutos a temperatura ambiente e coletado por centrifugacdo a 11.000
x g por 10 minutos. A suspensio “Sephaglas’™ FP’ (Pharmacia Biotech) foi adicionada
a0 DNA plasmidia, seguido de lavagem com o tampdo de lavagem (Pharmecia). O
DNA foi duido em agua por cinco minutos, a temperatura ambiente.

Para 0 mé&odo de isolamento em grande ecaa, a lise dcdina foi conduzida
conforme descrito previamente, porém que foram utilizados 100 mL de meio de cultura,
RNase adicionada ao tampé&o | na concentracdo de 100 ng/mL e periodos de incubacéo,
apés a adicdo da solucéo |1 e da solugdo 111, de cinco minutos a temperatura ambiente e
20 minutos a 0 °C, respectivamente. O lisado insolivel de cdulas foi removido por
centrifugacdo a 20.000 x g por 30 minutos, a 4 °C. A solugdo de DNA, recuperada apés
a lise, foi gplicada na coluna “QIAGEN-tip 500" (QIAGEN), equilibrada com 10 mL do
tampdo QBT (MOPS 50 mmol/L, pH 7,0, NaCl 750 mmol/L, etanol 15% e triton X-100
0,15%). ApGs a drenagem por gravidade, a coluna contendo o DNA foi lavada por duas
vezes com 30 mL do tampdo QC (MOPS 50 mmoal/L, pH 7,0, etanol 15% e NaCl
1mol/L). O DNA foi duido da coluna com 15 mL do tamp&o QF (Tris-HCl 50 mmol/L,
pH 85, etanol 15% e NaCl 1,25 mol/L) e em seguida, precipitado com 42% de
isopropanol, lavado com 5 mL de etanol 70% e ressuspenso em 1 mL de H,O.

3.6. Producéo de anticor pos policlonais contra S-64

O imundgeno utilizado para imunizaggo de coelhos foi a proteina recombinante
produzida e purificada, por cromatografia de éafinidade, a partir de bactérias
transformadas com o clone pUFV120. Foran fetas cinco imunizagbes, com
gproximadamente 0,8 ngy de proteina, a intervalos de oito dias. Para a primera
imunizacdo, a solugdo de proteina foi homogeneizada com igud volume de adjuvante
“Freund's’ completo (GIBCO/BRL) e para as imunizecOes poderiores, utilizado o
adjuvante “Freund's’ incompleto (GIBCO/BRL). As imunizagbes foram feitas por meio
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de injecdes intramusculares eplicadas semanamente, nos musculos posteriores das
patas traseiras do anima. O soro normal (controle) foi coletado antes da primeira
imunizacdo, e as fraches de anti-soro foram coletadas a cada oito dias, a partir da
terceira imunizacdo. As coletas foram feitas por pegquenas incisies em vasos sanglineos
marginais da orelha do coelho. As fragbes de anti-soro foram testadas por meio de
“immunoblottings’.

Anticorpos  monoespecificos foram imunopurificados por dfinidade, utilizando-
e a proteina produzida em E. coli. A proteina recombinante, resultante da inducéo de
pUFV120, ap6s fracionada em SDS-PAGE, foi transferida para membrana de
nitrocedulose. A membrana foi subsequentemente incubada, durante 10 horas, com o
soro de mehor titulo na diluicdo de 1:50 (v/iv), en TBS-T (Tris-HCI 10 mmol/L pH 7,6,
NaCl 0,14 mol/L e Tween 20 0,1% v/v). As ligagdes inespecificas foram removidas,
mediante trés lavagens de 15 minutos cada com TBS-T. Em seguida, anticorpos
monoespecificos para S-64 foram duidos com 60 mL de glicina 0,1 mal/L, pH 29,
durante incubagdo por uma hora. Apos adicdo de 10 mL de TBS-T 10X, o pH da
solucdo foi gustado para 7,6, com NaOH, sendo o volume da solugdo de anticorpos
completado para 100 mL. Os anticorpos especificos, mantidos em Tris-HCI 0,1 mol/L,
NaCl 0,24 mol/L, Tween 20 0, 1% (v/v) e azida sodica 0,02%, foram armazenados a
-20°C.

3.7. Isolamento de fragdo microssomal de sementes de soja

A obtencdo de fracdo microssomd foi feita de acordo com a metodologia
descrita por RIPP et a. (1988). Sementes coletadas 20 dias apés a floracdo foram
trituradas em dmofariz de porcdana com tampdo de extracéo (sacarose 250 mmol/L,
DTT 25 mmal/L, MgSO; 10 mmol/L, gdatina 0,5%, Tris-HClI 25 mmol/L, pH 7,0 e
PMSF 0,5 mmol/L), na proporcéo de 1 g de sementes para 2 mL do tampé&o. O residuo
insolivel foi descartado por centrifugacéo a 13.000 x g por 10 minutos, a 4 °C. Em
seguida, o sobrenadante foi centrifugado a 50.000 x g por 3,5 horas, a 15 °C, e 0
precipitado, ressuspenso em Tris-HCl 10 mmoal/L, pH 6,8, e DTT 2,5 mmoal/L. Ap6s a
lavagem por duas vezes, 0 precipitado foi ressuspenso em Ky;HPO4/KH;PO4 100
mmol/L, pH 7,5, em volume minimo. As membranas foram rompidas com a adicdo de
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uréia 1 moal/L, e gpos centrifugacdo a 13.000 x g por 15 minutos, a 4 °C, o sobrenadante
foi coletado e congelado a—80 °C.

3.8. Eletroforese em gel de acrilamida e “immunoblotting”

Os extratos de proteina total de bactérias, fracdo membranosa de sementes de
soja e proteinas S-64 heterdlogas purificadas foram andisados por SDS-PAGE 10%,
seguido de “immunoblotting”. A eetroforese em géis de poliacrilamida contendo SDS
foi redizada como descrito por LAEMMLI (1970), & excecdo da concentracdo do gel de
empilhamento, que foi de 5%. O extrato de proteina foi incubado por trés minutos, a
100 °C, em tampdo da amostra [glicerol 10% (v/v), SDS 2,3 %, azul-de-bromofenol
0,25%, 2-mercgptoetanol 5% (viv) e TrissHCl 625 mmol/L, pH 6,8], antes de ser
gplicado no gd. A detroforese foi conduzida por 14 horas, gporoximadamente, a 48 V,
no tampdo de corrida (Tris-HCl 25 mmoal/L, glicina 200 mmol/L, EDTA 1 mmol/L e
SDS 35 mmol/L). Ap6s a detroforese, os géis foram corados em solucdo corante
[metanol 25 % (viv), &ido acético glacid 10% (v/v) e “coomassie brilliant blue R250"
0,25 % (p/v)] por duas a trés horas, e em seguida descorados em solucdo descorante
[metanol 20% (v/v) e &cido acético glacid 7% (VIV)].

Em “immunacblottings’, gpds a detroforese as proteinas foram trandferidas para
uma membrana de nitrocdulose, usando-se 0 sistema de transferéncia da BIORAD, de
acordo com as ingdrugbes do fabricante. ApOs as trandferéncias (em aproximadamente
uma hora, a 700 mA), as membranas de nitrocelulose foram incubadas com o reagente
de blogueio “Blotting Grade Blocker, Non-Fat Dry Milk” (BIORAD), por uma hora, a
temperatura ambiente. As membranas foram lavadas com TBS-T [Tris-HCl 10 mmoal/L,
pH 7,6, NaCl 0,14 mmol/L, Tween-20 0,1% (v/v)] trés vezes, por 15 minutos cada
lavagem, e incubadas com o anticorpo monoespecifico contra S-64, por quatro horas,
sob agitacdo. Em seguida, foram feitas trés lavagens de 15 minutos com TBS-T, e a
membrana foi incubada com o anticorpo contra IgG conjugada com a fosfatase dcdina
(SIGMA), numa diluicdo de 1:5.000, por duas horas. A atividade da fosfatase dcalina
foi detectada, usando-se 0 sistema de deteccdo NBT/BCIP (azul-de-nitrotetrazdlio/s-
bromo-4-cloro-inddlilfosfato) (GIBCO/BRL).
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3.9. Andlise do dominio de oligomerizacdo da proteina S-64

A formacdo de oligbmeros e a locdizacdo do dominio de oligomerizacdo da
proteina S-64 foram determinadas, utilizando-se proteinas recombinantes purificadas. A
proteina truncada (aminoacidos 36 a 343) e a proteina isenta do peptideo sina foram
sntetizadas com uma cdda de higidina (derivada do vetor de expressio pET-16b)
fundida a0 aminotermind, 0 que permitiu a obtencdo de fragcbes purificadas das
proteinas por cromatografia de afinidade, conforme descrito no item 3.6.

A deteccdo de oligdbmeros, estabilizados por pontes de dissulfeto, foi feita por
fracionamento das proteinas purificadas em gd de SDS-PAGE, usando-se gd de
acrilamida 10% (p/v). No entanto, as amosiras foram preparadas com tampdo da
amostra sem  2-mercaptoetanol (agente redutor de pontes de dissulfeto). A identidade
dos oligbmeros foi confirmada por "immunoblottings' de géis semidesnaturantes.

3.10. Ensaio de funcionalidade do sitio deligacdo a GTP

Para avdiar a funciondidade do sitio de ligacdo a GTP da proteina S-64, a
proteina intacta e sua versio mutada foram expressas em bactéria e purificadas, para
andise por meio da técnica de “GTP dot blot”. A sintese da proteina intacta em E. coli e
sua purificacdo foram conduzidas conforme descrito anteriormente (item 3.3). Para
produgéo da proteina mutada em E. coli, inicidmente o fragmento de cDNA mutado na
sequéncia que codifica o provave sitio de ligacdo a GTP foi amplificado de pUFV193
(Figura 5), utilizando-se os “primers’ S64XHOF e SEF97R, digerido com EcoRI e
insrido no sitio EcoRI/Smal de pGEM7Zf(-), resultando-se em pUFV230 (Figura 7).
Em seguida, o fragmento Xhol foi liberado de pUFV230 e inserido no sitio Xhol de
PET-16B, resultando-se em pUFV232. Procedeu-se a inducéo e purificacdo da proteina
heterdloga, a patir de pUFV232, de acordo com o “pET Sysem Manud”
(NOVAGEN), conforme descrito no item 3.5.

Para caracterizar o sitio de ligacdo a GTP, foi empregado o méodo descrito por
McGRATH et a. (1984). Proteinas recombinantes purificadas, produzidas a partir dos
clones pUFV120, pUFV50 e pUFV232, foram aplicadas diretamente sobre a membrana
de nitrocdlulose, usando-se um trandferidor blot  “BIO-DOT™™” (BIORAD) e uma
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Figura 7 — Esquema da clonagem do fragmento de cDNA de s-64, posi¢des 113 a 1.523,
contendo mutacéo no sitio de ligacdo a GTP, em pET-16b. O DNA pUFV193
fol usado como molde para amplificacdo com Pfu polimerase, utilizando-se
os “primers’ SGAXHOF e SEF97R, descritos anteriormente. O fragmento de
1400 pb amplificado foi digerido com EcoRI e inserido nos sitios Smal e
EcoRl de pGEM7Zf", resultando-se no clone pUFV230. Um fragmento Xhol
de pUFV230 foi liberado e inserido no respectivo sitio de pET-16b,
resultando-se no clone pUFV232.
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bomba de vacuo manud. A membrana foi imediatamente lavada por duas vezes (10
minutos cada) em tampéo de ligagdo [NaH2PO4 50 mmol/L, pH 7,5, MgChk 10 mmol/L,
DTT 2 mmol/L, Tween 20 0,3% (v/v) e ATP 4 umoal/L]. Apos as lavagens, amembrana
de nitrocelulose foi incubada no tampd de ligagdo contendo 1 pCi/mL [*°Pa]-GTP
(3000 Ci/mMol; Amersham), por duas horas. Em seguida, a membrana foi lavada seis
vezes, por dois a cinco minutos cada vez, em tampéo de ligacdo, e, gpos a secagem, a
membrana foi exposta a0 filme de raios X, na presenca de “Intensfying screen WOLF
L-PLUSSE05504LP" (SIGMA), e revelada por auto-radiografia

3.11. Cultura de células embriogénicas de soja em suspensao

A suspensdo de cdlulas embriogénicas de soja foi desenvolvida de acordo com
a metodologia descrita por FINER e NAGASAWA (1988). Resumidamente, plantas de
soja (Glycine max L. (Merrill) cv. Crigtaing) foram crescidas em casa de vegetagéo, e 7
a 14 dias apos o florescimento as vagens foram removidas e as sementes imaturas,
excisadas.

As vagens imaturas de soja foram desinfestadas por imerséo em acool etilico
70% (v/v), por 20 a 30 segundos, e pea imersdo em solugéo de hipoclorito de sodio
20% (viv) e Tween-20 0,05% (v/v), por 20 minutos. Em seguida, foram lvadas por trés
vezes com agua dedtilada e autoclavada. Os cotilédones foram removidos da semente
paraa cultura, de acordo com LAZZERI et d. (1985).

Tecidos embriogénicos proliferantes de soja foram obtidos de acordo com a
metodologia de FINER e NAGASAWA (1988). Os cotilédones foram transferidos para
um meio de cultura composto dos sais basicos de MS (MURASHIGE e SKOOG, 1962),
suplementado com o complexo vitaminico do meio B5 (GAMBORG ¢t d., 1968), mio-
inositol 100 mg/L, sacarose 6% (p/v), 2,4-D (acido 24-diclorofenoxiacético) 40 mg/L e
&ar ("Sigma Chemica Company, USA") 0,8% (p/v), sendo o pH gustado para 5,7 +
0,1 antes da autoclavagem. O meio foi vertido em tubos de ensaio (25 x 150 mm de
didmetro) contendo, aproximadamente, 10 mL de meio em cada etampados com tampas
de polipropileno. ApGs 0 processo de autoclavagem e solidificacd do meio, foi
inoculado um cotilédone por tubo. As culturas foram transferidas para sda de
crescimento, onde foram mantidas no escuro por uma semana. Apos esse periodo, a

cultura foi colocada a 28 °C, com um fotoperiodo de 16 horas, sob irradiancia em torno
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de 20 mmolesmi®s!. Embrides e tecidos embriogénicos foram recultivados, a cada
quatro a sais semanas, nese meio. Em seguida, 20 a 50 mg de caos embriogénicos
foram transferidos para frascos de 125 mL, contendo 35 mL de melo de cultura Os
frascos foram vedados e agitados a 100 rpm. A cultura em suspensio foi deixada a
28°C, com fotoperiodo de 16 horas e irradiancia em torno de 20 mmolesmi®s®. O meio
de cultura (meo 10A40N) consigtiu-se em modificagdes dos sais bésicos de MS
(MURASHIGE e SKOOG, 1962), suplementado com o complexo vitaminico B5
(GAMBORG et a., 1968), sacarose 6%, 24-D 5 mg/L e glutamina 15 mmol/L (pH
5,7). Nesse meio, a fonte de nitrogénio dos sais basicos de MS foi subdtituida por
NHsNO3 10 mmol/L e KNOs 30 mmoal/L. O meio foi edterilizado em autoclave (1 am
por 15 minutos). As culturas em suspensdo foram mantidas nas mesmas condicOes de
temperatura e irradidncia, com um periodo de subcultivo de uma semana. Para
subcultivo, 20 a 50 mg de tecido embriogénico foram trandferidos para 50 mL de meio
10A40N fresco.

3.12. Eletroporacéo de células em suspensao

O experimento de eetroporacdo foi conduzido de acordo com as metodologias
descritas por LUONG et d. (1995), em detroporador "Gene Pulser I1", com unidade
"Capacitance Extender 11" (BIORAD). Cdulas de soja em suspensio, apds quatro dias
de subcultivo, foram sedimentadas por centrifugacéo a 200 x g, lavadas trés vezes com
tampdo de detroporacdo [KCl 80 mmol/L, CaCh 5 mmoal/L, MES (&ido 2-[N-
morfolino]-etanossulfénico) 10 mmol/L, pH 6,7, Manitol 0,425 mol/L] e concentradas
duas vezes por ressuspenséo em tampdo de eetroporacdo. Em cubetas para
eletroporacéo de 4 mm (BIORAD), foram adicionados 800 mni da suspenséo celular,
10 ng de DNA plasmidid e 40 ng de ssDNA carreador. As amostras foram incubadas a
37°C por uma hora e, em seguida, incubadas no gelo por 10 minutos. Foram aplicados
dois pulsos de 380 V, 975 n¥, com tempo médio de 30 ms. ApGs 0 puso eétrico, as
cubetas foram incubadas no gelo por 15 minutos, e em seguida as suspensdes cdulares
foram transferidas para erlenmeyers de 125 mL contendo 10 mL do meio 10A40N,
descrito anteriormente. A cultura em suspensio foi mantida a 28 °C, por um fotoperiodo

de 16 horas, sob uma irradiancia em torno de 20 nmolesm?s? e agitagdo a 100 rpm. As
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céulas foram eetroporadas na auséncia de DNA ou com DNA recombinante de
pUFV52 (MATRANGOLO, 1998). O clone pUFV52 correspondeu ao cDNA de S64
na orientacdo €Nso, no vetor pMON921, sob o controle do promotor 35S e o0 sinal de
terminagdo de transcricéo do gene rubS



4. RESULTADOSE DISCUSSAO

4.1. Peptideo sinal da proteina S-64 reconhecido em E. coli

A proteina S-64 € dntetizada na semente de soja, em baixos nivels, e posui
uma homologia moderada de seqiiéncia com proteinas de reserva (MATRANGOLO,
1988). Essas caracteridticas, associadas a dta eficiéncia de sintese e a0 acimulo de
proteinas de reservas em sementes de soja, dificultam a purificagdo da proteina S-64
diretamente do materia vegetal. No entanto, o Sstema de expressdo de proteinas em
bactéria conditui ferramenta eficiente na producdo de proteinas recombinantes.
Normamente, esses sstemas permitem a producdo de proteinas de interesse em
quantidedes elevadas, o0 que facilita sua purificacdo a patir de extrato protéico
bacteriano.

Inicidmente, duas versdes do cDNA de s64 foram clonadas no vetor de
expressdo em bactéria pET-16b, sob o controle do promotor da T7 RNA polimerase
(Figura 8). A primerra versdo compreende a insercdo do cDNA inteiro de s-64, no
referido vetor de expressio, resultando-se no clone pUFV39. A segunda versio
compreende a clonagem de um fragmento do cDNA de s64, isento da segqliéncia que
codifica 0 peptideo snd, resultando-se no clone pUFV120. A sintese das proteinas
recombinantes foi conduzida em E. coli, estirpe BL21(DE3), que possui um gene da T7

RNA polimerase sob o controle do promotor lac. Na presenca de IPTG, as bactérias
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Figura 8 — Construgbes de DNA utilizadas para produzir as diferentes verses de S64
em bactéria. No clone pUFVS64, a regido codificadora do peptideo sind
esta destacada em verde (posigbes 17 a 95); o fragmento Sau3A1l esta em
azul (posigbes 122 a 1.041); o codon terminador TGA edta indicado na
posicdo 1.486. pUFV39 corresponde ao fragmento Ncol/BamHI de
pUFVS64 inserido no respectivo sitio em pET-16b. O clone pUFV120
corresponde a um fragmento de pUFVS64 (posicdes 116 a 1.512), inserido
no stio Xhol de pET-16b. O clone pUFV50 corresponde ao fragmento
Sau3Al de pUFVS-64 inserido no sitio BamHI de pET-16b. Em cada
plasmidio, a transcricdo dos genes quiméricos s-64 estd sob o controle do
promotor e dos sinais regulatdrios 3' do gene da T7 RNA polimerase.
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trandformadas com o DNA recombinante pUFV120 sntetizaram eficientemente a
versdo da proteina S-64 livre do peptideo sind e fundida a uma seqiiéncia de higtidinas
no amino termind, originaria do vetor de expressio (Figura 9A, linha 3). Essa proteina
quiméica foi denominada proteina fundida (FP). A sintese da proteina FP foi
inicidmente avaiada com base na sua mobilidade detroforética e na inducdo por IPTG,
em comparacdo com O extrato protéico de bactéria ndo transformada (Figura 9,
comparar linha 1 com a 3). Além disso, a proteina recombinante foi purificada por
cromatografia de afinidade a partir de extrato bacteriano (Figura 9, linha 5), sendo
eficientemente retida em resinas de Ni'", devido a presenca da segiiéncia de higtidinas
no termina amino.

A proteina FP purificada foi utilizada como antigeno na producéo de anticorpos
policlonais contra S-64, denominados anti-S-64. O soro anti-S-64 ndo apresentou
reeches cruzadas com proteinas bacterianas (Figura 9-B, linha 1) e foi eficiente em
detectar inducéo da sintese da proteina FP em bactérias trandformadas (linha 3). Em
contraste, as bactérias transformadas com o clone pUFV39 fdharam em expressar a
proteina S-64 intacta, uma vez que a proteina heterdloga ndo foi detectada no extrato
bacteriano, por meio de SDS-PAGE (Figura 9-A, comparar linha 2 e com a 1). Além
disso, a sondagem do extrato bacteriano, usando-se soro anti-S-64, ndo detectou o
acimulo da proteina S-64 intacta a partir da inducdo do clone pUFV39 (Figura 9-B,
linha 2).

A faha da bactéria em acumular a proteina S64 intacta ndo foi devida a erros
de clonagem no vetor de expressdo, porque 0 sequienciamento parcial do clone pUFV39
confirmou a manutencdo da seqiéncia aberta de leitura do gene s64 (dado ndo
mostrado). Assm, a presenca do suposto peptideo snal  provavel na proteina
recombinante inviabilizou seu acimulo em bactéria Provavemente, esse peptideo de
S-64 foi reconhecido peo sistema de secrecdo de bactéria e, como consequéncia, a
proteina recombinante foi secretada e degradada por proteases. Resultados semehantes
foram obtidos por GRIMES et d. (1992) na tentativa de expressarem a proteina
homdloga SBP em bactéria Essa hipdtese indica a funciondidade do peptideo sind da
proteina S-64 no enderecamento da proteina para 0 limem do reticulo endoplasmético
das céulas de soja.
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Figura 9 — Expressdo de versdes da proteina S 64 em bactéria, mediante a inducdo com
IPTG 2 mmol/L. Em A, a coluna 1 corresponde a0 extrato da estirpe de E.
coli BL21(DE;3) néo transformada (controle), e linhas 2, 3 e 4 correspondem
a extratos de bactérias transformadas com pUFV 39, pUFV120 e pUFV50,
respectivamente. As linhas 5 e 6 correspondem, respectivamente, a
proteinas recombinantes de pUFV120 e pUFRV50 purificadas por
cromatografia de afinidade ao Ni*. As proteinas foram fracionades em
SDS-PAGE e coradas com azul-de-coomasse ("coomasse brilliant blue
R-250"). Em B, as proteinas totais, como apresentadas em A, foram
transferidas para membrana de nitrocelulose e sondadas com anti-S-64. As
setas indicaram as bandas referentes a proteina S64 isenta de peptideo sind
(proteina fundida, FP) e proteina S-64 truncada (TP). M corresponde aos
padrdes de massa molecular.
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4.2. Proteina S64 associada a membranas plasméaticas de célulals de cotilédones de

soja

A devada identidade de seqliéncia (85%) entre as proteinas S64 e SBP indica
dmilaridade funciond entre as proteinas no trangporte de sacarose, araves da
membrana plasmética (MATRANGOLO, 1998). De fato, a expressdo anti-senso do
gene s64 em tabacos transgénicos aterou o particionamento de carboidratos nas folhas
e inibiu o crescimento e desenvolvimento da planta, a0 passo que a superexpresséo do
gene s64 acderou a taxa de crescimento (PEDRA, 1998). Além disso, cdulas em
suspensio obtidas das plantas anti-senso apresentaram menor influxo de sacarose-4C
do que cdulas controle, enquanto, cdulas de tabaco superexpressando S64 mostraram
taxa de influxo de sacarose eevada, em relacéo a céulas de planta-controle (dados néo
mostrados).

Para confirmar a hipdtese de associagdo da proteina S-64 a membrana
plasmética, fragbes microssomais de cdlulas de cotilédones de soja, obtidas por
ultracentrifugacdo diferencid, foram sondadas com anti-S-64. A Figura 10-A mostra o
padrdo eetroforéico em SDS-PAGE da fracdo membranosa (linha ME) e proteinas
totais (linha ET) de cotilédones de soja 20 dias apoés a floragdo (20 DAF). Anticorpos
contra S-64 ndo detectaram S-64 em extratos protécos totais de cotilédones de soja
(Figura 10-B, linha ET); dois polipeptideos imunologicamente conservados, de
gproximadamente 64 kDa, foram reconhecidos por anti-S-64, em fragdes microssomais
(Figura 10-B, linha ME). Esse resultado é coerente com a presenca da proteina S64 na
membrana plasmaética dos cotilédones de soja.

Com a findidade de identificar se polipeptideos sdo produtos de
diferentes genes ou diferentes formas pés-traduciondmente modificadas da mesma
proteina, proteinas totais de cdlulas de soja em suspensdo, eetroporadas com uma
construcdo destinada a expressdo transente de S-64, foram sondadas com anticorpos
contra S-64. A diciéncia de expressio transente do gene quimérico S-64 foi
confirmada pelo aumento dgnificativo do acimulo da proteina S-64 em cdulas
eletroporadas (Figurall, linha CE), em comparacdo com o acimulo dessa proteina em
extrato de proteinas totais de cotilédones 20 DAF (linha ET). A proteina codificada pelo
cDNA isolado, pUFVS-64, e dntetizada em suspensies celulares possui uma migracéo

eletroforética correspondente aguela do polipeptideo da semente de soja de menor
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Figura 10 — Locdizacdo subcelular da proteina S64. Cotilédones de soja 20 dias apos a
floracéo (DAF) foram triturados na presenca de tamp&o contendo sacarose
250 mmol/L. Fragdes microssomas foram obtidas por centrifugagtes
sequenciais de 13.000 x g por 10 minutos e 50.000 x g por 3,5 horas. Em A,
15 L de extrato de membranas (ME) e 15 niL de extrato de proteinas totais
de cotilédones (ET) foram fracionados em SDS-PAGE. Em B, apés
fracionadas em SDS-PAGE, as proteinas foram transferidas para membrana
de nitrocdulose e sondadas com anticorpo policlonal contra S-64. M
corresponde aos padrdes de massa molecular.
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Figura 11 — A: mapa fisco de S64 no vetor de expressdo em plantas, em pUFV52, o
gene s-64 estd sob o controle do promotor 35S e dos sinais de terminagéo
de transcricio do gene rubs. B: identificagd do polipeptideo
correspondente a S-64; extrato de proteinas totais de cdulas de soja
eletroporadas com pUFV52 (CE), fracdo microssoma de sementes de soja
colhidas 20 DAF (ME) e extrato de proteinas totais de sementes 20 DAF
(ET) foram fracionados em SDS-PAGE e submetidos a “immunobloting”,
usando-se anti-S64. M corresponde aos padrdes de massa molecular pré-
corados. Foram utilizados 50 nyg de proteinas totais por amostra.
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massa molecular (comparar as linhas CE com ME). Uma vez que suspensdes cdulares
mantém, eficientemente, a maguinaria funciond de biossintese e processamento de
proteinas, 0 acumulo de gpenas uma forma da proteina como produto da expressio
transdente do gene quiméico S-64 conditui forte indicaivo de que os dois
polipeptideos, imunologicamente conservados, da semente de soja sfo produtos de
diferentes genes (MATRANGOLO, 1988). Coerente com resultados, a andise de
“Southern blot” gendmico de recondtituicdo do nimero de cdpias tem revelado que
exisgem, peo menos, duas copias homdlogas a0 gene S-64 no genoma da soja (dados
ndo mostrados). Além disso, a proteina SBP, cujo cDNA foi isolado por GRIMES ¢ d.
(1992), possui 524 aminoécidos, enquanto a sequéncia aberta de leitura de s-64 codifica
para uma proteina de 489 aminoacidos. Dada a identidade de seqliéncia elevada entre as
duas proteinas (85%), o polipeptideco de maior massa molecular, identificado na
membrana plasmética de cotilédones de soja, provavelmente corresponda a proteina
SBP.

4.3. Peptideo sinal de S-64 (néo é clivado)

A andise de hidrofobicidade da seqUéncia priméria da proteina S-64 revelou
tratar-se de uma proteina predominantemente hidrofilica, embora apresente algumas
regibes hidrofdbicas. Dentre estas, a mais acentuada corresponde ao terminad amino da
proteina, cuja hidrofobicidade é caracteristica de um peptideo sind que direciona a
sintese da proteina para 0 lUmem do reticulo endoplasmético (MATRANGOLO, 1998).
Além disso, sequéncia amino  hidrofébica apresenta caracteristicas de  dominio
transmembrana. A clivagem ou a preservacéo do peptideo sinad de S64 na proteina foi
avaliada por transcricao, traducdo e processamento co-traducional da proteinain vitro.

Primeiramente, 0 cDNA de s64 foi inserido no vetor de transcricdo in vitro,
pGEM7Zf(-), sob o controle do promotor da SP6 RNA polimerase para a orientagéo
senso e T7 RNA polimerase para orientagdo anti-senso, resultando-se no clone pUFV 34
(Figura 12-A). Conseglientemente, a sintese do RNA de S64 in vitro foi conduzida pela
SP6 RNA polimerase. A integridade do RNA sintético foi avdiada em gel de agarose
1% (Figura 12-B, linha 1) e pode ser comparada com os transcritos para 0 gene da

luciferase (linha 2), cuja proteina apresenta massa molecular de 62 kDa.
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Figura 12 — A: mapa fisico de S64 no vetor de transcricdo in vitro, em pUFV 34, o gene
s64 esta sob o controle do promotor sp6 para a orientaCdo Senso e o
promotor T7, para a orientagdo anti-senso. B: o plasmidio pUFV34 (2 )
foi utilizado para transcricdo do gene s-64, por meio da atividade da SP6
RNA polimerase, linha M corresponde a padrbes de DNA; linha 1
corresponde a5 nL de uma reagéo de transcricdo de S64 in vitro; linha 2
corresponde a 1 ng de RNA da luciferase (proteina de 62 kDa), separados
em gd de agarose 1%; e as satas indicam 0 RNA produzido e o DNA-
molde. Em C, agpbs traducdo da proteina S-64, usando-se sistema de
reticulécito de codho e distefna->°S, 15 ni da reacdo foram separados em
SDS-PAGE e o gd foi incubado na presenca de “enhancer” (sdicilato de
sodio 1 mal/L, pH 6,0), secado em pape-ceofane e exposto ao filme de
raios X por 72 horas; linha 1 corresponde a traducdo na auséncia de
membranas microssomais pancredticas caninas (MMPC) e, a linha 2, na
presenca de MMPC.



A reacdo da traducdo de S-64 in vitro foi feita, usando-se o sstema de lisado de
reticulocitos de codho na auséncia (Figura 12-C, linha 1) e na presenca (linha 2) de
membranas microssomais pancredticas caninas (MMPC). O resultado obtido indica que
0 peptideo sind de S64 ndo é clivado, uma vez que a presenca de MMPC n&o dterou 0
padréo eletroforético dos produtos da reacdo de traducéo (Figura 12-C, comparar linhas
1 e 2). O dstema de MMPC néo fahou na clivagem do peptideo sinad da proteina BiP
da sogja (MARTINS, 1996) quando empregado de forma smilar. Esse resultado
evidenciou que a proteina S64 € uma proteina de membrana do Tipo Il, cujo peptideo
snd endereca a sintese da proteina para o reticulo endoplasmético, mas permanece na
proteina, funcionando como dominio transmembrana. 1sso é coerente com a deteccéo da
proteina na fracd membranosa de cotilédones de soja e corrobora com seu possivel

papel como transportador de sacarose através da membrana plasmética.

4.4. Proteina S-64 (forma oligbmer 0s)

A fim de avdiar a habilidade de oligomerizacdo da proteina S-64, um
fragmento Sau3Al de 919 pb (posices 122 a 1.041 do cDNA), correspondente a regido
codificadora da seqiiéncia entre os aminoacidos 36 e 343, foi inserido no sitio BamHI
do vetor de expressdo em bactéria pET-16, sob o controle do promotor da T7 RNA
polimerase, resultando-se no clone pUFV50 (Figura 8). A inducdo da sintese da
proteina recombinante ®m IPTG resultou na expressio de uma verséo truncada de
S-64 com massa molecular de aproximadamente 43 kDa, fundida com uma cada de
higidina na extremidade amino termind, derivada do vetor de expresséo (Figura 9A e
B, linha 4). Essa versio de S-64 produzida em bactéria foi purificada do extrato
bacteriano, por cromatografia de &finidade, usando-se resnas de niqud, e foi
denominada proteina TP (Figura 9-A, linha 6). As proteinas S-64 isentas de peptideo
snal (proteina FP) e a versio truncada de S-64 (proteina TP) purificadas foram
Sseparadas por eetroforese (Figura 13-A, linhas | e T, respectivamente), na presenca
(+b) e na auséncia (-b) do agente redutor b-mercaptoetanol. Na presenca de b-
mercaptoetanol  (+b), as migraches detroforéticas predominantes das proteinas FP

(linha 1) e TP (linha T) correpondem as suas formas monoméricas. No entanto, na
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Figura 13 — Oligomerizag@o da proteina S64. Duas versdes da proteina S 64 produzidas
em bactéria, uma isenta do peptideo snd (linha 1) e uma verséo truncada
correspondente a expressdo de um fragmento Sau3Al de 919 pb em bactéria
(linha T), foram separadas em SDS-PAGE, na presenca (+b) e na auséncia
(-b) do agente redutor b-mercaptoenanol. Em A, o gd foi corado com azul-
de-coomassie e em B, apds SDS-PAGE, as proteinas foram transferidas para
nitrocdulose e sondadas com anti-S-64. M corresponde aos padrOes de
massa molecular. Ménomeros e oligdbmeros sdo também indicados.
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auséncia do agente redutor (-b) ocorre o aparecimento de bandas com migracéo

detroforética  equivdente ao dobro da massa molecular das versdes da proteina na
forma monoméica, indicando a formacdo de dimeros de S-64, edtabilizados por
ligaghes dissulfidicas. A versio truncada de S64 gpresentou maior propor¢do da forma
dimérica no g ndo-redutor, em comparacdo com S64 isenta de peptideo snd (Figura
13-A, comparar linhas | e T, para a auséncia de b-mercaptoetanol). A identidade dos
oligbmeros foi confirmada por “immunoblottings’, usando-se anti-S-64 como sonda
(Figura13-B).

Andise comparativa de seqliéncia revelou que a proteina S-64 e proteinas de
reserva do tipo vicilina possuem homologia moderada de seqiéncia Uma comparacéo
direta de S-64 com provicilina e convicilina (Figura 14) indicou que edas proteinas
possuem Smilaridedes estruturais. Embora a identidade de sequéncia entre S-64 e
vicilinas ndo ultrgpasse 26%, a Smilaridade de seqiiéncia primaria entre proteinas
chega a 66%. Além disso, a proteina S-64 possui no termind amino duas sequiéncias
“motif CXXXC” consarvadas (aminoacidos 42 a 46 e 60 a 64), encontradas no termina
amino da maoria das globulinas do tipo vicilinas, que formam oligbmeros (KRIZ & 4.,
1990; GRIMES e OVERVOORDE, 1996). Adiciondmente, foram identificados 26
residuos de aminoécidos dtamente conservados em proteinas do tipo vicilinas. Andises
desses residuos conservados, no contexto da estrutura tridimensiona, demonstraram a
importancia de tais residuos no contato intramondmeros, favorecendo a oligomerizacéo
dessas proteinas (LAWRENCE et al., 1990). Desses 26 residuos, 23 (88%) estdo
presentes na proteina S-64 (Figura 14).

Outra caracteridica estruturd conservada nas proteinas tipo vicilinas € o “motif”
LQ(R/K)F nas posicies 56-59 e 33-36, nas sequéncias da providlina e conviciling,
repectivamente (Figura 14, sublinhando-se o "motif" na posicdo 122 da proteina S64).
Ese “motif” é smilar ao sind de enderecamento da carboxipeptidase Y para o vactolo
em leveduras, tendo Sdo rdatado funcionar como sind de enderecamento das vicilinas
para os corpos protéicos (NG et a., 1993). Essa regido na proteina S64 e na proteina
homologa SBP € LKKF, posicies 122-125 da seqiéncia de S-64, sendo a segunda
posicdo néo conservada. Tem Sdo proposto que essa sequéncia ndo conservada deve
explicar parciamente o enderecamento da proteina SBP para a membrana plasmética e
néo para o vaclolo ou corpos protécos (OVERVOORDE et d., 1997). No entanto, essa
caracteritica pode ser irrdevante para discriminar funcionalmente a proteina S-64 e a

homdloga SBP das proteinas do tipo vicilinas.
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Figura 14 — Alinhamento da seqUéncia primé&ia da proteina S-64 com proteinas de
reserva de plantas. A seqiéncia de aminoécidos da proteina S-64
corresponde a0 clone pUFVS64, e as sequéncias p08438 e pl3919
da provicilina e a conviciling,
respectivamente. Aminoécidos idénticos sdo destacados em vermeho. As
posicies correspondentes a inicio e término da seqiiéncia de S64 truncada
(posicéo 36 e 343) estéo indicadas com a seta (3). As seqiiéncias consenso
CXXXC esd0 destacadas de azul. Residuos de aminoécidos, atamente
conservados entre as proteinas do tipo vicilinas e importantes para
manutencdo da estrutura tridimensional dessas proteinas, sfo indicados por
circulos fechados (-) a&axo do dinhamento. O “motif”
encontrase sublinhado. O dinhamento de seqiiéncias foi feito, utilizando-
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A maior proporcdo de oligbmeros formados pela versdo truncada de S64
(Figura 13, comparar linha | e T para -b) ocorreu, provavemente, devido a manutencéo
do “motif” formador das pontes de dissulfeto intermondmeros, seqUéncia consenso
CXXXC (KRIZ et d., 1990) na versdo truncada de S 64 (Figura 14, destaque de azul),
direcionando-se a oligomerizacdo a partir da formacdo de pontes de dissulfeto. Esse
resultado € coerente com a locdizacdo do dominio de oligomerizacdo da proteina S64,
entre os aminoécidos 36 e 343. Além disso, enquanto a identidade de seqiiéncia entre
toda a extensdo da proteina S64 e vicilinas ndo ultrapassa 26%, a sequéncia da versio
truncada de S-64 chega a apresentar 36% de identidade com a regi& correspondente

dasvicilinas.

4.5. Sitio deligacdo a GTP de S-64 (é funcional)

A proteina S-64 possui a seqiéncia de aminoacidos ALAPTKKS (posicoes
279-287), que difere da sequéncia consenso (A,G)X(4AN)GK(S,T) por apenas dois
residuos de aminoé&cidos (MATRANGOLO, 1998). Essa sequéncia é comumente
denominada ®quéncia consenso A (WALKER et d., 1982) ou “P-loop” (SARASTE &
d., 1990) e foi derivada de andises de comparagbes de sequéncias e estudos
crigalogréficos de diversas proteinas que ligam ATP ou GTP. A edtrutura secundaria
deduzida para a proteina S64 reforca a hipétese de que S64 possui um sitio funciond
de associacdo com nucleotideos. A seqiéncia ALAPTKKS encontrase no mesmo
contexto da edtrutura secundaria do “motif A” ou “P-loop”, formando uma aca flexive
entre regides intramoleculares de a-hélice e b-conformacdo que, provavedmente, liga-se
a um dos grupamentos fosfato do nucleotideo (MATRANGOLO, 1998). Diante dessas
informagdes edruturals, um ensaio in vitro para avdiar a funciondidade da seqiéncia
consenso de ligacdo a ATP ou GTP foi conduzido, por meio de “GTP dot blot”, usando-
se[*?Pa]-GTP.

A proteina S64 produzida em E. coli transformada com pUFV120 (Figura 15
A) e purificada por cromatografia de afinidade (Figura 15-B, linha 1) foi gplicada
diretamente na membrana de nitrocelulose e hcubada com [?Pa]-GTP, na presenca de
ATP néo-radioativo. De fato, a capacidade de GTP radioativo em marcar a proteina S
64 indica que a proteina S-64 s liga a GTP, sendo a intensdade do sind radioativo
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Figura 15 — Versbes de S 64 produzidas em bactéria e purificadas. Em A, encontra-se a
representacdo esquemdtica dos clones pUFV120 e pUFV232, em B, os
clones pUFV120, pUFVS50 e pUFV232 foram induzidos com IPTG 2
mmol/L, e as respectivas proteinas foram purificadas por cromatografia de
afinidade a Ni'* e separadas por SDS-PAGE. Linha 1, proteina S64 isenta
de peptideo snd, produzida em bactéria (FP); linha 2, proteina S-64
truncada produzida em bactéria (TP); linha 3, proteina S-64 isenta de
peptideo snd e com mutacdo no sitio de ligacdo a GTP, produzida em
bactéria; e alinhaM corresponde a padrdes de massa molecular.
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diretamente proporcionad a quantidade de proteina ensaiada (Figura 16, linha 1). Uma
vez que a proteina truncada, produzida em bactéria e purificada (Figura 15, linha 2),
retém o sitio provavel de associacdo com ATP ou GTP, a sua capacidade de ligar-se a
GTP também foi avdiada (Figura 16, linha 3). Embora com menos €ficiéncia, a proteina
truncada retém a capacidade de ligar-se a GTP.

Com a findidade de identificar precisamente o sitio de ligagdo a GTP, a
seqiéncia consenso de ligacdo a ATP/GTP, ALAPTKKS, foi mutada para
ALAPLEKS, usando-se uma edratégia de mutagénese dirigida in situ baseada em
reagcOes de PCR (Figura 5). Em seguida, o cDNA mutado foi transferido para o vetor
PET-16b (Figura 15-A), e a proteina mutada foi Sntetizada em bactéria, contendo
extensdes de higidinas no amino termina e purificada por cromatografia de afinidade
(Figura 15-B, linha 3). Mutacdo na seqiéncia consenso blogueia totdmente a
capacidade da proteina S-64 em liga-se a GTP (Figura 16, linha 2). Esses resultados
indicam que a proteina S-64 exibe a atividade de ligacdo a GTP e estabelecem que a
sequéncia ALAPTKKS corresponde a0 seu sitio de ligagdo ao nucleotideo.

Proteinas de ligacéo a GTP e associadas a membranas tém sdo classificadas em
duas subfamilias, as proteinas G heterotriméricas e as proteinas G pequenas (KAZIRO
et d., 1991). Enquanto as proteinas G heterotriméricas contém as subunidades a, b e g,
as proteinas G pequenas parecem sSmilares & subunidade a livre, operando sem o
heterodimero bg. Gerdmente, a subunidade a possui 0 sitio de ligagdo a GTP e a
atividade de GTPase. Embora a proteina S64 exiba atividade de ligar-se a GTP e estgja
asociada a membrana plasmética, da difere das proteinas G classicas, uma vez que
forma homodimeros. Além disso, a identidade de sequiéncia entre S64 e proteinas G
identificadas em plantas edta redrita ao Sitio consenso de ligacd a0 nucleotideo
(WEISS et d., 1997).

A preenca e a funcdo de proteina G em plantas foram identificadas
recentemente. Tem sdo demondrado que as proteinas G em plantas estéo envolvidas
em respostas a patogenos (VERA-ESTRELA et d., 1994), no controle da abertura de
canais de K" em cdulas-guarda, na aivacio de canais de Ca”™ e na transmissio de sind
induzido por luz azul (AHARON et a., 1998). Em mamiferos, essas proteinas estéo
envolvidas no transporte de vesiculas na rota secretéria e em cascata de transducdo de
snd (YARFITZ e HURLEY, 1994). Levando-se em consideracéo que as proteinas G e
S-64 possuem caracterigticas estruturais distintas, provavelmente a atividade de ligacéo
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Figura 16 — Atividade de ligacéo & GTP da proteina S64. Quantidades crescentes (1,
2,5 e 5 ny) de proteina S64 isenta de peptideo sind (linha 1), proteina S
64 isenta de peptideo sind e com mutacdo no sitio de ligagdo a GTP (linha
2) e versdo truncada de S-64 (linha 3), produzidas em bactéria, foram
gplicadas diretamente na membrana de nitrocdulose e incubadas na
presenca de f?Pa]-GTP. O resultado foi revelado por auto-radiografia, a

partir da exposicdo da membrana de nitrocelulose ao filme de raios X, por
48 horas.
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a GTP de S64 edtga associada a  fungdes biologicas diferentes daguelas descritas para
as proteinas G classicas. No entanto, ensaios complementares devem ser conduzidos, a
fim de ducidar possive relacéo bioquimica entre a aividade de a proteina S64 ligar-se

aGTP e 0 seu envolvimento no transporte de sacarose.
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5. RESUMO E CONCLUSOES

Previamente, usando como sonda anticorpos contra proteinas de membrana
parcidmente purificadas, isolou-se de uma biblioteca de expressio um cDNA que codifica
uma proteina, S 64, especifica da semente de soja. O clone foi totalmente seqienciado. A
edrutura primé&ia da proteina, deduzida da seqiiéncia de nucleotideos, possui 489
aminoécidos e peso molecular calculado em 64.000. A proteina possui um peptideo sind
no termind amino, uma seqiiéncia consenso de glicoslacdo e um Sitio de ligagdo a
ATP/GTP. Além de apresentar identidade de seqiiéncia moderada com proteinas da familia
das vicilinas, a proteina S 64 apresenta 85% de identidade de seqiiéncia com uma proteina
envolvida no transporte de sacarose em soja, SBP (“Sucrose Binding Protein”).
Compativel com seu envolvimento no transporte de sacarose, as expressies senso e anti-
senso de s-64 dteraram drasticamente o particionamento de carboidratos em plantas de
fumo.

Com o objetivo de caracterizar bioquimicamente a proteina, diferentes versdes do
cDNA de s-64 foram clonadas no vetor de expressio em bactéria pET-16b, sob o controle
do promotor da T7 RNA polimerase. Evidéncias indicarm que o peptideo sind de S64 é
funciona. A edtirpe de E. coli BL21(DEs) ndo acumulou a proteina S 64 intacta, ao passo
gue uma versdo da proteina isenta do peptideo snd foi sntetizada eficientemente em
bactéria. Além disso, a proteina S-64 foi detectada na fracdo membranosa, indicando
tratar-se de uma proteina secretéria.

Anticorpos preparados contra S64 foram eficientes em detectar duas proteinas
homaologas de mobilidade eetroforética smilares em membranas de cotilédones de soja. A

expressdo intencional do cDNA de s-64 em cdulas de soja em suspensdo resultou no
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aciumulo da proteina de menor massa molecular. Esses resultados indicaram que os dois
polipeptideos imunologicamente conservados da fragd membranosa de cotilédones sfo
produtos de genes diferentes, e o polipeptideo de menor massa molecular corresponde a S
64. O polipeptideo de maior massa molecular corresponde , provavelmente, a proteina
homdloga SBP, uma vez que esta possui 524 aminoacidos, enquanto a seqiiéncia aberta de
leitura de S-64 codifica uma proteina de 489 aminoécidos.

Além de apresentar as caracterigticas de um peptideo sind, os 27 aminoécidos do
temind amino da proteiha S-64 apresentan  caacterigicas de um  dominio
transmembrana. Ensaios de transcricdo, traducdo e processamento co-traduciond in vitro,
usando-se lisado de reticuldcitos de codho, *S-cisteina e membranas microssomais
pancredticas caninas, demongtraram que 0 peptideo sinal da proteina S64 néo é clivado.
Esses resultados indicam que a S-64 é uma proteina de membrana do Tipo II, cujo
peptideo sina ndo é clivado. Dessa forma, o peptideo sind de S-64 acumula as fungdes de
enderecamento da sintese da proteina para o reticulo endoplasméico e funciona como
dominio de transmembrana, fixando a proteina na membrana plasmética. 1sso é compativel
com a locaizacdo da proteina na fragd membranosa de cotilédones e com a atividade
biologica da proteina como possivels transportadores de sacarose através da membrana
plasmética

A homologia moderada de seqliéncia entre a proteina S-64 e proteinas de reserva
formadoras de oligbmeros indica que S64 pode formar oligdmeros. Uma versio truncada
da proteina S-64 (aminodcidos 36 a 343) produzida em bactéria e purificada por
cromatografia de afinidade gpresentou mobilidade eetroforética correspondente ao dobro
da massa molecular da proteina, na auséncia de agente redutor b-mercaptoetanol, em
proporcdes superiores a oligomerizacdo apresentada pela proteina isenta de peptideo sind.
Isso € compativel com a localizacdo do dominio de oligomerizacdo da proteina S 64 entre
0s aminoécidos 36 e 343.

Uma vez que a proteina S-64 possui uma sequéncia consenso de ligagdo a
ATP/GTP, ensdios de associagdo da proteina com nucleotideos foram conduzidos. A
funciondidade do sitio de ligacdo a ATP/GTP, presente na estrutura primaria da proteina
S-64, foi avaiada por meio de “GTP dot blot” e mutagéo dirigida na respectiva sequiéncia
consenso ALAPTKKS para ALAPLEKS. Mutagdo na sequéncia consenso blogqueia
totalmente a capacidade da proteina S-64 em ligar-se a GTP. Tais resultados indicam que a
proteina S-64 exibe a atividade de ligacdo a GTP e edabelecem que a seqiiéncia

ALAPTKKS corresponde a0 seu sitio de ligacéo ao nuclectideo.
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