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RESuUMO

Este trabalho visou a clonagem e expressdao de genes codificadores de
quitinases acidos de classe III de macieira no sistema heterdlogo Pichia pastoris,
nas estirpes GS115 e KM71H. Prepararam-se trés construcdes com trés genes ja
anteriormente identificados (C525, C209 e C203) e o sinal de secregdao a-factor de
S. cerevisiae, e duas construcdbes com os genes C525 e C209 com o sinal de
secrecao nativo. Estas construcbes foram clonadas no vector pPICZaA e
introduzidas na levedura. Obtiveram-se coldnias positivas para todas as
construgOes, excepto para a C209 com o sinal de secrecdao nativo, sugerindo uma
anadlise de Southern a presenca de apenas uma copia da construgdo em cada
recombinante. Apds indugdo da expressdo com metanol, mediu-se, em varios
momentos, o crescimento e o teor total de proteina das culturas, bem como a
actividade quitinolitica do secretoma das colonias recombinantes, usando
glicolquitina como substrato. Seleccionaram-se as construgdes que apresentaram,
pelo menos numa estirpe, actividade superior a dos controlos negativos
correspondentes (estirpes WT e WT+pPICZaA), e os momentos que permitiram
maior actividade enzimatica para cada construgdo. Os melhores resultados foram
obtidos para as isoformas C525 com o sinal de secrecdo nativo e C209 com o sinal
de secrecdo a-factor, clonadas na estirpe GS115 (1,100U/mg de proteina as 24h e
0,233U/mg de proteina as 120h, respectivamente), e a isoforma C525 com o a-
factor, clonada na estirpe KM71H (0,366U/mg de proteina as 139h). Destas trés, a
primeira foi a que expressou melhor e mais rapidamente a proteina. A analise de
SDS-PAGE dos precipitados e dos secretomas respeitantes aos diferentes
momentos ndo se revelou conclusiva, provavelmente devido a baixa concentracdo
proteica das amostras. Propde-se a producdao em larga escala e purificacdo destas
trés proteinas recombinantes para caracterizar a sua actividade quitinolitica, para
depois averiguar o seu potencial biofungicida contra fitopatogénios de macieira e

pereira.

Palavras-chave
Actividade quitinolitica, expressao heterdloga, macieira, Pichia pastoris, quitinase.



ABSTRACT

This work focused on cloning and expressing three different genes encoding
class III acidic chitinases from apple in Pichia pastoris heterologous expression
system, using GS115 and KM71H strains. Three constructs were prepared with the
genes C525, C209 e C203 and the a-factor secretion signal from S. cerevisiae, and
two constructs with the genes C525 and C209 and the native secretion signal. The
constructions were cloned in pPICZaA vector and introduced in the yeast. We
obtained positive clones for all constructs, except for construct C209 with the native
secretion signal, and a Southern analysis suggested the presence of only one copy
of the construct in each recombinant. After inducing the expression with methanol,
cultures’ growth and total protein amount, at different moments, were evaluated,
and the chitinolytic activity of the cell-free’s medium was determined, using
glycolchitin as substrate. The constructs that showed, at least in one strain, higher
activity than the corresponding negative controls (WT strain and WT+pPICZaA)
were chosen, as well as the moments with better enzymatic activity, for each
construct. The best results derived from C525 gene with the native secretion signal
and C209 gene with the a-factor signal, cloned in the GS115 strain (1,100U/mg
protein at 24h and 0,233U/mg protein at 120h, respectively), and C525 gene with
the a-factor signal cloned in the KM71H strain (0,366U/mg protein at 139h). Among
these three, the first is the one that expressed the protein better and faster. A
SDS-PAGE analysis of the pellets and supernatants from the different moments
didn't show the expected results, probably due to the samples’ low protein
concentration. We propose to produce in large scale and purify these three
recombinant proteins to characterize their chitinolytic activity and further analyze
their potential as natural fungicide against phytopathogens that strongly affect

apple and pear.

Keywords
Apple, chitinase, chitinolytic activity, heterologous expression, Pichia pastoris.
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Introducao

A diversidade do solo portugués e as condigdes climaticas do pais permitem
o grande desenvolvimento da cultura da macieira em Portugal. De facto, a
producdao de maca representa uma parte significativa da producao total de fruta em

territério nacional.

O grande desafio na cultura da macieira prende-se com os fitopatogénios
gue afectam a qualidade do fruto e o rendimento da sua producdo. Tal pode apenas
ser controlado pelo uso repetido de pesticidas, compostos que originam problemas
ecolégicos ou mesmo na saude do consumidor. Assim, urge a procura de fungicidas
gue sejam menos prejudiciais ao ambiente e a salude humana, como biopesticidas

derivados de plantas.

Neste seguimento, proteinas que tenham uma fungao defensiva na macieira
podem ser indicadas para funcionar como fungicidas naturais. Podera ser o caso
dos quitinases acidos de classe III da macieira. Dois genes que codificam estes
enzimas mostraram ter sequéncias semelhantes as de quitinases isoladas de
Rhizopus oligosporus, tendo ja sido demonstrada actividade antifiUngica nestas

ultimas.

No ambito de um projecto visando a avaliagdo do potencial antifingico dos
quitinases acidos de classe III de macieira, procurou-se, neste trabalho, clonar num
vector apropriado as sequéncias do DNA gendmico da macieira ‘Royal Gala’ que
codificam estes enzimas e expressar as proteinas correspondentes em Pichia

pastoris, caracterizando-as quanto a sua actividade quitinolitica.
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I. Expressao Heterdloga

O desenvolvimento de proteinas funcionais em larga escala € um campo de
extensa investigagdo na area da Biotecnologia. De facto, estas podem actuar como
agentes terapéuticos, constituir uma ferramenta na investigagdo de problemas
cientificos ou ainda ser usadas na industria. Para estes fins é necessario, entdo,

produzir quantidades suficientes de uma proteina pura.

A producdo in vivo de uma proteina é um processo muito complexo e
regulado que envolve muitos enzimas e co-factores, modificacdes pos-traducionais
da proteina e a secrecdo da mesma, se for o caso (Dessai 2010). Todos estes
factores sdo necessarios para a estabilidade e funcao da proteina e sdo dificeis de

reproduzir em laboratorio.

Foi a necessidade de criar métodos de expressdao reprodutiveis, aliada ao
potencial biotecnolégico de microrganismos unicelulares e de células eucariotas,
que abriu portas a producdo heterdloga de proteinas. A expressao heterdloga ndo é
mais do que a producdo de uma proteina fora do seu hospedeiro original, e com os
avangos genéticos na area da biologia molecular, foi possivel ultrapassar a barreira
da espécie e produzir proteinas de interesse, na forma de proteinas recombinantes
(Dessai 2010).

Assim, um sistema de expressdo valido deve ser capaz de reproduzir a
proteina desejada com a conformacgao correcta, ser facil de manipular e de manter,

ser seguro e economicamente vidvel e ter uma boa produtividade (Dessai 2010).

As bactérias, como organismos procariotas simples e faceis de manipular,
tornaram-se a opgdao mais viavel para a expressao heterdloga de proteinas. A
bactéria Escherichia coli foi o sistema de expressdo pioneiro e € o organismo mais
utilizado na expressdo de proteinas, dado o vasto conhecimento da sua genética e
fisiologia, e detém o maior nimero de sucessos (Rai 2001; Dessai 2010). Apesar
dos grandes avancgos na tecnologia do DNA recombinante, a expressao génica é
ainda um processo empirico, pois cada mRNA e cada proteina codificada apresenta
os seus desafios (Balbas 2001). Ndo ha um sistema de expressdo universal para
proteinas heterdlogas e todos os disponiveis tém vantagens e desvantagens, sendo
entdo necessario avaliar questdes como o rendimento, a glicosilacdo, o folding ou a

viabilidade econdmica antes de escolher um sistema para expressar uma proteina.

Por exemplo, a utilizagdo de sistemas de expressao Procariotas € limitada
quando se quer produzir proteinas eucariotas, apesar de serem o hospedeiro mais

econdémico e mais facil de manter e manipular. Esta limitacdo prende-se com o
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facto de os organismos procariotas serem incapazes de realizar modificagdes pos-
traducionais para o folding correcto, como a glicosilagdao, a fosforilagdo ou a
formacdo de pontes persulfureto, entre outras, que os organismos Eucariotas
realizam (Rai 2001). O problema centra-se principalmente na auséncia de O- e N-
glicosilacao e, apesar de ja se terem desenvolvido bactérias capazes de realizar O-
glicosilacao, o trissacarido adicionado a proteina para o folding correcto ndo é igual

ao dos eucariotas (Rai 2001).

Outros factores como a precipitagao de proteinas em corpos de inclusao, a
diferente frequéncia de utilizacdo de coddo, a possivel existéncia de pirogénios
toxicos na parede celular, como endotoxinas (Dominguez 1998), e limites em
mecanismos de secregdo extracelular (Dessai 2010) fazem das bactérias uma

opcdo desapropriada para a expressao de proteinas de organismos superiores.

Com o passar dos anos, outros sistemas de expressdao foram sendo
desenvolvidos, como células de mamifero, leveduras, insectos, plantas transgénicas
e animais transgénicos (Dessai 2010). Mais uma vez, as vantagens e desvantagens

de cada um destes sistemas variam consoante a proteina a sintetizar.

Os organismos Eucariotas inferiores, como as leveduras, sdao capazes de
realizar modificacGes pds-traducionais em proteinas recombinantes mas tém custos
mais elevados que as bactérias e fases de crescimento mais lentas, apesar de
serem mais econdmicos do que células de mamifero, por exemplo (Dessai 2010). O
facto de as células de mamifero poderem conter DNA oncogénico ou viral é um
factor que desaconselha a expressdao de proteinas heterdlogas neste sistema
(Dominguez 1998).

As leveduras sdo a alternativa mais favoravel as bactérias para a expressao
de proteinas Eucariotas. Tém fases de crescimento mais rapidas do que outros
sistemas Eucariotas, em meio simples e para densidades elevadas, e a sua genética
€ melhor conhecida do que a de qualquer outro organismo Eucariota, o que as
torna faceis de manipular. Sdo também os organismos mais indicados para a
expressdo de proteinas secretadas, o que facilita muito o processo de purificacdo da
proteina recombinante, como sera discutido posteriormente (Rai 2001; Dessai
2010).

No entanto, e apesar de estes organismos realizarem glicosilacdo, foi
demonstrado que os oligossacaridos da N- e da O-glicosilagdo nao sao idénticos aos
dos mamiferos, dificultando a expressdo de certas proteinas de Eucariotas

superiores em levedura (Dominguez 1998; Rai 2001).
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O Quadro 1 compara os aspectos mais importantes a ter em conta na
expressao heterdloga de proteinas, para varios sistemas de expressao.

Quadro 1 - Comparagdo de factores importantes na expressdo heteréloga entre sistemas de expressdo: bactéria, levedura, insecto e mamifero.
Nas figuras, E. coli, Pichia pastoris, Drosophila e Hela-cells. Adaptado de www.genwaybio.com. PTMs — Modificagdes Pés-tradugdo.
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A expressdo heterdloga em leveduras revela-se assim a mais indicada para
expressar proteinas puras de organismos superiores, em grandes quantidades, pois
conjuga as vantagens dos sistemas Procaridticos (facil manipulacdo, crescimento
rapido, genética bem caracterizada) com as vantagens dos sistemas eucarioticos
(capacidade de realizar processamento e modificagdes pds-tradugdo), criando um

bom compromisso entre as bactérias e as células de Eucariotas superiores.

De todas as leveduras utilizadas para expressao heterdloga, sdo de salientar
as leveduras Saccharomyces cerevisiae e Pichia pastoris (Figura 1). Destas, a
primeira tem a desvantagem de hipermanosilar algumas proteinas secretadas
(Higgins 1998), factor ultrapassavel pela utilizagdo da Pichia pastoris, como sera
detalhado mais a frente. Uma vantagem desta levedura, uma levedura
metilotrofica, € a extensa informacdo relativa a sua seguranca, nomeadamente o
seu status GRAS (Generelly Regarded As Safe - FDA) (Dominguez 1998).


http://www.genwaybio.com./
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Figura 1 — Leveduras Saccharomyces cerevisiae (http://www.scientistlive.com) e Pichia pastoris (http://www.diark.org).

Outras limitagbes da levedura mais utilizada, a S. cerevisiae, sao o baixo
rendimento e a secregdo ineficiente, jd que pode ocorrer retencao da proteina
heterdloga sintetizada no periplasma ou ainda integragdo desta na membrana

plasmatica da célula (Dominguez 1998).

II. A Levedura Pichia pastoris

Ha cerca de 40 anos, Ogata percebeu a capacidade de algumas espécies de
leveduras, incluindo a Pichia pastoris, em utilizar metanol como Unica fonte de
carbono e energia. Desde entdo, muitas empresas (Phillips Petroleum Company ou
Salk Institute Biotechnology) tém desenvolvido métodos e meios de cultura para
optimizar a cultura continua em larga escala da P. pastoris. O facto de, em 1993, a
Phillips Petroleum Company ter decidido colocar a disponibilidade de todos os
laboratodrios de investigacdo académica o sistema de expressdo que desenvolveu,
permitiu o aumento significativo do conhecimento sobre esta levedura. Passou
entdo a desenvolver-se esta levedura como sistema de expressdo heterdloga de
genes, conseguindo isolar-se o gene AOX1 e o seu promotor. Desenvolveram-se
ainda vectores e estirpes da levedura assim como métodos de biologia molecular
mais indicados para a Pichia (Cereghino 2000).

Para além de ser considerada um sistema modelo para estudos celulares, a
levedura Pichia pastoris tornou-se um sistema de expressao optimizado, bem
sucedido na expressdo de centenas de proteinas heterdlogas (Higgins 1998). Varios
sdo os factores que levaram a aceitacdo deste Eucariota como sistema de

expressdo e podem salientar-se:

N Como levedura, a facilidade de manipulacdo, j4 que os métodos aplicados no
seu manuseamento sao em tudo semelhantes aos da levedura Saccharomyces
cerevisae, melhor caracterizada (Higgins 1998; Cereghino 2000), mais rapidos,
mais acessiveis e menos dispendiosos do que os utilizados nos sistemas de

expressdo de Eucariotas superiores;


http://www.scientistlive.com/
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N Como levedura metilotréfica, a preferéncia pelo crescimento respiratério com
metanol, em oposicdo a fermentacdo. A fermentacdo de leveduras como S.
cerevisiae forma etanol que intoxica o meio, impedindo o crescimento e a
producao de proteinas heterdlogas. No caso das leveduras metilotroficas, como
P. pastoris, obtém-se niveis de expressdao proteica cerca de 10 a 100 vezes

mais elevados do que com S. cerevisiae (Higgins 1998; Cereghino 2000);

¥ 0O desenvolvimento de um promotor forte derivado do gene do alcool oxidase I
(AOX1) da levedura, uma ferramenta de regulacdo da expressdao de genes
heterdlogos (Higgins 1998; Cereghino 2000);

¥ A baixa secrecdo de proteinas enddgenas, que permite que as proteinas
heterdlogas secretadas constituam a maior parte da fraccdo proteica do meio,

facilitando a sua purificacdo (Higgins 1998; Cereghino 2000);

N Como eucariota, a capacidade de realizar modificacdes pés-tradugdo associadas
a Eucariotas superiores, como a proteolise, a formacdo de pontes persulfureto,
a adicdo de lipidos e a N- e O-glicosilagdo, com um padrdo de glicosilagdo
equiparavel ao dos Eucariotas superiores (Dominguez 1998; cit. in Arruda
2008), de forma a expressar proteinas enroladas correctamente e activas
(Higgins 1998; Cereghino 2000).

Assim, um sistema de expressdo baseado neste microrganismo unicelular,
facil de manipular e de cultivar, rapido e menos dispendioso, é indicado para a
expressdao heterdloga de proteinas Eucariotas e, geralmente, obtém-se niveis de
expressao destas mais elevados, quando comparados com E. coli (Higgins 1998). A
seu favor tem, ainda, a semelhanca das técnicas de manipulacdo genética que

requer com as da levedura S. cerevisiae (Cereghino 2000).

Actualmente, esta levedura é utilizada ndo s6 como sistema de expressdo
mas também como modelo para estudos da biogénese de peroxissomas, analise
genética de processos de autofagia ou mesmo para estudos de organizacdo entre o

Reticulo Endoplasmatico e o aparelho de Golgi (cit. in Arruda 2008).

i. Metabolismo

Como levedura metilotréfica, a Pichia pastoris é capaz de metabolizar
metanol. Um facto curioso, e que permitiu grandemente a aceitagao desta levedura
como sistema de expressao heterélogo, é a presenca, em concentracdes elevadas,
dos enzimas necessarios ao metabolismo do metanol apenas quando as células

crescem em meio metandlico (Cereghino 2000).
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A via metabdlica do metanol desta levedura (Figura 2) envolve um conjunto
de enzimas Unicos e especificos. O primeiro passo da via é a oxidacdo do metanol a
formaldeido, com producao de perdxido de hidrogénio, pelo enzima alcool oxidase
(AOX). O enzima tem pouca afinidade para o oxigénio e, necessitando deste para a
oxidacdo, a célula compensa este facto com a sintese de grandes quantidades de
AOX (Higgins 1998; Cereghino 2000). Uma parte do formaldeido formado é oxidada
por dois desidrogenases citosdlicos, com formacdo de formato e CO,. E desta
oxidagao que a levedura retira parte da sua energia para o crescimento. A restante
parte do formaldeido produzido é utilizada numa via de producao de gliceraldeido
3-fosfato, catalisada pelo enzima dihidroxiacetona sintase (DHAS). Esta via é um
ciclo, como mostra a figura, produzindo uma molécula de gliceraldeido 3-fosfato a
cada trés ciclos. Este servird a célula para sintetizar constituintes celulares
(Cereghino 2000).
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Figura 2 — A via metabdlica do metanol na levedura Pichia pastoris. 1- dlcool oxidase, 2- catalase, 3- formaldeido desidrogenase,
4- formato desidrogenase, 5- DHAS, 6- dihidroxiacetona cinase, 7- frutose 1,6-bifosfato aldolase e 8- frutose 1,6-
bisfosfatofosfatase. Adaptado de (Cereghino 2000).

Sao estes dois enzimas, o AOX e o DHAS, que estdao presentes em
guantidades vestigiais quando a célula cresce num meio com outra fonte de
carbono que ndo o metanol (glucose, glicerol ou etanol), e que se encontram
altamente expressos quando a célula cresce em meio metandlico. O enzima AOX
chega a compreender 30% das proteinas totais sollveis de células que crescem em

meio metandlico (Cereghino 2000).

Nesta levedura, o enzima AOX é codificado por dois genes, o AOX1 e o
AOX2, apesar de o0 AOX1 expressar a maior parte do enzima activo da célula. Este
gene é regulado e induzido pelo metanol e, na célula em meio metandlico, o nivel
de mRNA poliadenilado do gene AOX1 é aproximadamente 5%, enquanto que
noutra fonte de carbono é quase indetectavel (Higgins 1998). A sua regulagdo da-
se ao nivel da transcricdo, através de um processo que envolve dois mecanismos:

um mecanismo de repressao/ndo-repressao e outro de indugdo. O crescimento em
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glucose reprime a transcricdo mesmo quando € adicionado metanol, enquanto que
o crescimento em glicerol permite a indugao com metanol. O crescimento em
glicerol apenas (condicOes de ndao-repressdo) nao resulta na transcricao elevada do
gene AOX1, sendo a presenca de metanol essencial para induzir niveis elevados de

transcricdao do gene (Cereghino 2000).

il. Um sistema de expressao

A producdo heterdloga de proteinas em levedura é um processo trabalhoso e
envolve varios passos. Sdo trés os passos fundamentais: inserir o gene a clonar
num vector de expressao, introduzir o vector recombinante na levedura e examinar

o produto gendmico heterélogo em varias estirpes.

Inicialmente, é necessario identificar e isolar o DNA que codifica a proteina
de interesse. Clonar em E. coli e verificar, por sequenciacdo, a existéncia do
fragmento correcto pode mostrar-se importante para evitar erros em fases
avancadas.

Apds a obtencdo do DNA a clonar, deve seleccionar-se um vector apropriado
para a clonagem. Os vectores plasmidicos desenhados para expressao heteréloga

em Pichia pastoris (Figura 3, Quadro 2) tém varias caracteristicas em comum:

¥ O promotor AOX1 da Pichia, altamente regulado por um mecanismo
dependente de metanol, permitindo a regulacdo da expressdo do gene de

interesse;

¥ Uma sequéncia de terminacdo da transcricio do gene AOX1 da Pichia, para
certificar que o RNA polimerase desliga o DNA e ndo continua a transcrever
genes a jusante direccionando o processamento em 3’ e a poliadenilagdo do
mMRNA;

N Um polylinker com multiplos locais de restricdo para clonagem, que permite
introduzir mais facilmente genes heterdlogos na orientagdo correcta (Nicholl

2002), entre o promotor e o terminador da transcricao (Cereghino 2000);

¥ A sequéncia do factor-a de S. cerevisae para secrecdo de proteinas

recombinantes;

N Marcadores de seleccdo que permitam o crescimento apenas de células

portadoras da molécula recombinante.

10
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Figura 3 — Vectores para Pichia pastoris que contém as caracteristicas atras descritas. Vectores comercializados pela
empresa Invitrogen. (Invitrogen).

De entre estas caracteristicas, é de salientar o promotor AOX1. Este é um
fragmento do sistema genético AOX1 da Pichia. Com 900 pares de base, contém a
sequéncia 5’ do promotor, um fragmento do gene AOX1 mais curto e as sequéncias
necessarias a terminacdo da transcricdo (Cereghino 2000). Como referido
anteriormente, este promotor é regulado por um mecanismo de repressao/indugao
dependente de metanol (Dominguez 1998). Quando a sequéncia a expressar €&
inserida com o seu ATG (cod3do de iniciacdo) o mais perto possivel do ATG do AOX1,
obtém-se melhores resultados de clonagem de expressdo. Muitas vezes, esta

posicao coincide com o primeiro local de restricao do MCS (Cereghino 2000).

Quadro 2 - Caracteristicas de alguns vectores disponiveis para transfectar Pichia pastoris (Invitrogen).

ePromotor GAP, resisténcia a Zeocina e epitopo c-myc e polihistidina, pode ter factor-a para
secregao

ePromotor AOX1, resisténcia a blasticidina, epitopo c-myc e polihistidina e gene 5'
AOX1 para integragao no genoma, pode ter factor-a para secregao

ePromotor AOX1, gene HIS4 para identificagdo dos transformantes, gene 3'AOX1 para

integracdo no genoma, resisténcia a canamicina (PIC3.5K e PIC9K), resisténcia a
geneticina para identificar locais de insercdo multipla (AO815), pode ter factor-a
para secregao (PIC9K)

ePromotor AOX1, epitopo c-myc e polihistidina e gene 5'AOX1 para integragdo no
genoma, pode ter factor-a para secregao

Algumas construgdes possibilitam, ainda, a fusdo in frame da sequéncia que
codifica a proteina com um sinal para secregdo da proteina expressa. A sequéncia
que codifica para este sinal encontra-se logo apdés o promotor AOX1 e a mais

frequentemente utilizada é a do factor-a de Saccharomyces cerevisae, embora

11
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também se utilize uma sequéncia de sinal derivada do gene da fosfatase acidica da
Pichia (PHO1) ou mesmo sequéncias de sinal nativas da proteina heterdloga
(Higgins 1998; Cereghino 2000), como sera mencionado no ponto iii.

Alguns vectores permitem ainda a complementacao de outros plasmideos ja
gue contém sequéncias 3’ flanqueantes do AOX1 capazes de recombinar (Higgins
1998). Sequéncias que codificam os tags Hisg ou c-myc também podem fazer parte
dos vectores, de modo a simplificar a purificacdo das proteinas expressas (Higgins
1998). Os vectores pPICZa e pPICZ sao vectores shuttle que apresentam ainda
uma origem de replicacdao e marcas de seleccdo para expressdao em E. coli.

Como marcadores de selecgao, foram implementados nestes vectores genes
de resisténcia a antibidticos: resisténcia a zeocina pelo gene Sh ble de
Streptoalloteichus hindustanus; ou marcas auxotroéficas: HIS4, ADE1, ARG4 e URA3
de P. pastoris ou ARG4 e HIS4 de S. cerevisiae (Cereghino 2000). A zeocina é um
antibidtico semelhante a bleomicina que actua na dupla-hélice da cadeia de DNA
cromossomal. A proteina codificada pelo gene Sh ble liga-se ao antibidtico

inactivando-o (Higgins 1998).

Foram também desenvolvidos vectores com promotores alternativos que nao
necessitam da adicdo do metanol ao meio de cultura. Estes permitem expressar
genes cujos produtos ndo sejam téxicos e permitem uma activacdo da expressdo
gue nao por metanol (Higgins 1998; Cereghino 2000). Um desses casos € o
promotor derivado do gene do gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase de Pichia, o
promotor GAP, que proporciona uma expressao constitutiva forte, em meio rico em
glucose, a um nivel comparavel com o do promotor AOX1. Mas, sendo um promotor
constitutivo, ndo deve ser utilizado para a producdo de proteinas téxicas para a
levedura (Cereghino 2000).

ApoOs a construcdo do vector recombinante, que contém a sequéncia da
proteina a ser expressa, é necessario escolher um hospedeiro e a estirpe a usar. A
escolha da estirpe é um processo empirico que deve ser realizado
experimentalmente de forma a poder testar-se o efeito de varios backgrounds
genéticos na sintese da proteina heteréloga (Dominguez 1998).

Todas as estirpes de P. pastoris disponiveis derivam da estirpe selvagem
NRRL-Y 11430 (Northern Regional Research Laboratories). Podem ter mutagdes em
genes auxotroficos para seleccdo (como no gene do histidinol desidrogenase, his4)
mas podem também ter mutacdes nos genes AOX, o que varia a capacidade de
utilizar o metanol. Estas estirpes crescem em meio completo mas necessitam de

suplementos nutricionais para crescer em meio minimo (Higgins 1998).

12
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Por vezes, estirpes com os genes AOX deletados sdo melhores para
expressdo heterdloga de proteinas do que estirpes WT, pois requerem menos
metanol para induzir a expressao proteica, que fica assim mais lenta. Dai a

classificacao das estirpes pelo fenétipo Mut:
¥ Mut* - fendtipo utilizacdo de metanol +,
¥ Mut - fendtipo utilizacdo de metanol -,

N Mut® - fenétipo utilizacdo de metanol lento.

As estirpes Mut* crescem em metanol a velocidade da estirpe WT, as Mut”
ndo crescem em metanol e as Mut® crescem em metanol a uma velocidade lenta
(Higgins 1998). Tal deve-se a delecgdo de um (Mut®) ou de ambos (Mut’) os genes
AOX, o que permite um crescimento sem a necessidade de altas quantidades de
metanol, como na estirpe Mut*. Todas estas estirpes retém a capacidade de induzir
a expressdo elevada pelo promotor AOX1, aquando da sua reintrodugao (Cereghino
2000).

Quadro 3 - Caracteristicas de algumas estirpes de Pichia pastoris desenvolvidas pela empresa Invitrogen. (Invitrogen, Pichia
pastoris Expression System)

eSeleccdo de vectores de expressao com HIS4

eSeleccdo de vectores resistentes a Zeocina

eDelecgdo parcial do gene AOX1 e adigdo do gene ARG4 de S. cerevisiae
Selecgdo de vectores com HIS4 - estirpes com fendtipo Muts

eSelecgdo de vectores resistentes a Zeocina - estirpes com fendtipo Muts
eSeleccao de vectores com HIS4 - estirpes sem actividade de protease A

eSelecgdo de vectores resistentes a Zeocina - estirpes sem actividade de
protease A

eDeleccdo de ambos os genes AOX - estirpes com fenotipo Mut-

A existéncia de proteases em meio de cultura pode dificultar a estabilidade
da proteina final. Este problema de degradacdo no meio de cultura pode ser
ultrapassado pela expressdo num organelo ou d6rgdo especifico, pela co-expressdo
com inibidores de proteases ou com co-factores e subunidades (Balbas 2001), mas

também pelo do uso de estirpes desenvolvidas sem proteases (como por exemplo
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estipres sem o0 gene PEP4 que codifica para uma proteinase A). As estirpes
SMD1163 (his4 pep4prbl), SMD1165 (his4 prbl) ou SMD1168 (his4 pep4)
mostraram-se eficazes na diminuicdo da degradacdo de proteinas heterdlogas
(Cereghino 2000). No entanto, as estirpes deficientes em proteases sao menos
viaveis do que as WT, principalmente quando a deleccao é no gene PEP4, e tém
uma velocidade de crescimento menor, sendo mais dificeis de transfectar. Assim,
s6 é recomendado o uso destas estirpes quando outras tentativas ndo se

mostrarem satisfatorias (Cereghino 2000).

Posto isto, existem varias formas de introduzir DNA-alvo num hospedeiro.
Na levedura P. pastoris, uma molécula recombinante pode ser introduzida por
electroporacdo, por formacdo de esferoplastos ou ainda através de métodos de
whole-cell como os que envolvem cloreto de litio ou polietilenoglicol,g,. Esta
levedura prefere a integracdo como modo de transfeccdo, o que maximiza a sua
estabilidade e permite obter transformantes com multiplas copias do DNA
(construgdes multicopia estaveis). Uma forma de integracdo passa pela restricdo
Unica do vector num local partilhado pelo hospedeiro e pelo vector, como o gene de
um marcador (HIS4, por exemplo) ou o promotor AOX1, seguida da transfeccdao no
mutante auxotrofico correcto. Assim, o terminal livre do DNA estimula a
recombinacdo homédloga que resulta no crossing-over nesse locus, com frequéncias
de transfeccdo elevadas (50-80% de transformantes) (Dominguez 1998; Cereghino
2000).
Outra forma é digerir o plasmideo de modo a que a cassete de expressdao e o
marcador sejam libertados, flanqueados pelas sequéncias 5’ e 3’ AOX (Figura 4).
Tal resulta num evento de permuta do gene AOX1 com a cassete de expressao € o
marcador, com uma eficiéncia de transfeccdo de 10-20%, mais baixa do que para
S. cerevisiae. Assim, estas estirpes sdo estirpes que contam apenas com o gene
mais fraco AOX2 para crescimento em metanol (estirpe Mut®, como explicado mais
a frente) (Cereghino 2000).

5" AQX1 11‘AO)(‘5‘;I 5
A e 3| Wi [T
Figura 4 — Representacdo esquematica do
Bg 1l processo de permuta de gene em Pichia
Bgit pastoris. A) DNA derivado do plasmiseo pHIL-
B T D1 digerido com Bglll. B) Locus AOX da
5 AOX1 T AOX1 levedura. C) Permuta do locus AOX1 com o
DNA de A) por recombinagdo homdloga.
(Dominguez 1998).
Bgih Bgtll
C Gone X | AD 1 T !
5 AOX1 3 AOX1
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Assim, aquando da expressdo heterdloga de uma proteina, sdo muitos os
factores a ter em conta para que esta percorra todos os passos necessarios ao
folding correcto e, por conseguinte, seja activa, se for o caso. Ter o DNA-alvo num
vector apropriado e inserido no sistema de expressdo escolhido é o primeiro passo
para optimizar a producdao de proteinas heterdlogas, mas os processos de
transcricdo e traducdo compreendem reaccdes complexas que envolvem iniUmeros
enzimas e co-factores, as quais deve também ser dada importancia (Rai 2001).

Por fim, o Ultimo passo na expressdo de uma proteina heterdloga é a
obtencdo de clones que a expressem em larga escala e a seleccdo da proteina de

interesse de modo a purifica-la.

iii. Purificagdao - um sistema secretor

A levedura Pichia pastoris ndo secreta muitas proteinas enddégenas (Higgins
1998; Cereghino 2000). Este facto permite que uma proteina heterdloga que seja
expressa e secretada no meio de crescimento seja facilmente purificada. Tal
explica-se por o meio de crescimento desta levedura nao ter proteinas adicionadas
e, assim, a proteina desejada ser grande parte da fraccdo proteica total do meio
(Cereghino 2000).

Este passo de secregao funciona como primeiro passo de purificagdo pois
separa a proteina em estudo das proteinas celulares. Contudo, é necessario ser
cauteloso aquando da secrecdao proteica nesta levedura. O processo de secrecao
necessita de um sinal peptidico no terminal amina da proteina, mediando a
translocacdo co-traducional para o Reticulo Endoplasmatico, para que esta seja
inserida na via secretora.

Devido a eventuais problemas de folding e estabilidade da proteina, este
passo é reservado a expressao heterdloga de proteinas normalmente secretadas no
seu hospedeiro original. Quando a proteina ndo €, normalmente, secretada é
necessario adicionar uma sequéncia sinalizadora, com base na proteina a secretar e
no seu tamanho.

Geralmente, utilizam-se sequéncias de sinal incorporadas na cassete de
expressdao dos plasmideos e a mais utilizada, e que detém maior nimero de
sucessos, é a sequéncia que codifica para o factor-a da levedura S. cerevisae
(Dominguez 1998; Higgins 1998). Este gene codifica um pré-pro-péptido de 165
residuos de aminoacidos (Dominguez 1998; Cereghino 2000) e o0 seu
processamento envolve trés passos que passam pela remogdo do sinal pré-,
seguida de clivagens por parte das proteinas Kex2 endopeptidase e Stel3, em
locais especificos do péptido (Cereghino 2000). Outra sequéncia de sinal que pode

ser utilizada e que também se encontra disponivel em variados plasmideos é o sinal
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da fosfatase acida (PHO1) da levedura Pichia pastoris (Cereghino 2000). Estas
sequéncias de sinal podem ser substituidas por sequéncias de sinal nativas da
proteina heterdloga, o que pode optimizar a secrecdo, em alguns casos (Higgins
1998).

E, no entanto, de frisar que a utilizacdo de um sinal de secrecdo nativo da
proteina de interesse nem sempre é indicativo de sucesso na secrecdo, tendo
havido ja casos de melhor sucesso com o factor-a em relacdo a sequéncia de sinal
nativa. Também ja foram indicados casos em que ocorreu uma variabilidade no
terminal amina da proteina expressa, aquando da secrecao com o factor-a. Noutros
casos, tanto o factor-a como o sinal PHO1 nao resultaram na expressao correcta da
proteina heterdloga e desenvolveram-se sequéncias com mutagdes no sinal nativo
a fim de construir um motivo de ligacdo da Kex2 mais eficiente, ou chegou mesmo

a desenvolver-se um sinal pré-pro totalmente sintético (Cereghino 2000).

Por outro lado, para conseguir uma purificacdo da proteina heterdloga
secretada, € necessario ter especial atencdo a degradagdo por proteases no meio
de cultura, ja que o ambiente de elevada densidade celular em conjunto com a lise
de alguma percentagem de células, pode contribuir para a degradacdo das
proteinas sintetizadas e secretadas, como ja referido (Arruda 2008).

Ainda assim, as sequéncias que codificam os tags Hisg ou c-myc presentes
em muitos vectores desenvolvidos para Pichia permitem a facil purificacdo das

proteinas expressas, por cromatografia.

iv. Modificacoes pos-traducionais - glicosilagao

A levedura Pichia pastoris tem o potencial de realizar modificagbes pds-
traducdo associadas a Eucariotas superiores. Sdo exemplos o processamento de
sequéncias de sinal, o folding, a formacdo de ligagdes persulfureto ou a O- e N-

glicosilacdao (Higgins 1998), como ja referido.

Esta levedura é capaz de adicionar residuos de hidrocarbonetos aos locais N-
e O- de proteinas secretadas, apesar de a O-glicosilagdo ser praticamente
inexistente. Os Eucariotas superiores adicionam varios monossacaridos, ligados por
ligagdes O-glicosidicas, aos grupos hidroxilo dos aminoacidos Serina e Treonina,
enquanto que os Eucariotas inferiores, como a Pichia pastoris, adicionam apenas O-
oligossacaridos de Manose, parecendo ndo existir um consenso em relagdo ao
aminoacido a ligar. Nao deve assumir-se que os residuos de Ser e Thr escolhidos
pela Pichia para glicosilar sejam os mesmos que no hospedeiro natural. Também
ndao deve assumir-se que a levedura ndo glicosilara uma proteina que nao é

glicosilada no seu hospedeiro nativo.
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Relativamente a N-glicosilagdo, todos os Eucariotas a iniciam no Reticulo
Endoplasmatico, com a transferéncia de uma unidade oligossacarida ligada a um
lipido, Glc,MangGIcNAc,, para o residuo de asparagina de uma sequéncia Asn-X-
Ser/Thr. Este core do oligossacarido é clivado a MangGIcNAc, e a glicosilacdo de
Eucariotas superiores e inferiores comeca a divergir: em S. cerevisiae é ligada uma
série de cadeias de manose ao core ja existente, no aparelho de Golgi. Geralmente,
estas cadeias estdo hipermanosiladas, ou seja, tém entre 50 a 150 residuos de
manose. Na levedura P. pastoris tal ndo acontece ja que a taxa de manosilacao é
mais baixa e as cadeias exteriores tipicas desta levedura sao compostas por
unidades de MangGIcNAc; ou MangGIcNACc,. O grande problema da hipermanosilacao
de proteinas heterdlogas é a possivel interferéncia com o folding ou funcao destas.
Nas plantas, uma diferenca significativa no que toca a N-glicosilagdo de proteinas é
a existéncia de residuos de xilose, nunca presentes noutros organismos Eucariotas
(Cereghino 2000; Gomord 2010).

Em conclusdo, as variadas combinagdes marcador/hospedeiro, os
promotores alternativos e a facilidade de manipulagao tornam possivel a expressdo
de proteinas heteroligoméricas e de cofactores na levedura Pichia pastoris. Pouco
se sabe, ainda, sobre a regulacdo do promotor AOX1 a nivel molecular, e sao
também necessarios mais estudos sobre problemas associados com a secrecdo,
nomeadamente, sinais de secrecdo, assim como sobre a glicosilagdo e os proteases

endogenos da levedura.

III. Os quitinases acidos de Macieira

As plantas ndo apresentam um sistema imunitario estando por isso mais
vulneraveis a patogénios (Huynh 1992). Respondem a ataques de invasores pela
inducdo da expressdo de genes especificos que codificam muitas proteinas
defensivas (Collinge 1993).

Uma das respostas defensivas contra patogénios mais estudada é a
expressdo de proteinas relacionadas com patogéneses (proteinas-PR, de
pathogenesis-related). Assume-se que uma proteina nativa que seja expressa de
novo apoés indugdo por qualquer tipo de agente infeccioso, ou condigdo comparavel,
€ uma proteina PR (Datta 1999). Este tipo de proteinas é ndo so6 induzido por virus
mas também por bactérias e fungos (Datta 1999), e podem ser induzidas em

condicdes de stress (Kasprzewska 2003).
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Com base nas propriedades bioldgicas, actividades enzimaticas e
semelhanca genética, agruparam-se as proteinas PR em 14 classes, sendo
identificadas quatro familias de quitinases, as familias PR-3, 4, 8 e 11 (Datta 1999).
As proteinas PR induzidas por acido salicilico sdo consideradas proteinas PR acidas e
as induzidas por etileno ou acido jasmédnico sdo consideradas proteinas PR basicas
(Kasprzewska 2003).

Os quitinases, de nome sistematico (1—4)-2-acetamido-2-deoxi-B-D-
glucano glicanohidrolase, sdo enzimas hidroliticos ubiquos em muitos organismos.
Hidrolisam ligacGes B-1,4 O-glicosidicas de N-acetilglucosamina (GIcNAc), um

constituinte estrutural de inUmeros patogénios (Kramer 1997; Datta 1999).

O principal substrato destes enzimas é a quitina, um polissacarido estrutural
da parede celular de muitos fungos, algas e bactérias e do exoesqueleto de
invertebrados (Datta 1999; Kasprzewska 2003). A quitina € um homopolimero
linear longo de N-acetilglucosamina, com ligagdes B1—4, ndo ramificado e com uma
configuracao em hélice (Kramer 1997; Kasprzewska 2003). Dado que até a data
nao foi identificada a presenca de quitina em plantas, e tendo em conta a fungao
digestiva dos quitinases, cré-se que estes enzimas podem actuar como
biopesticidas em plantas (Collinge 1993; Kramer 1997).

Presentes em muitos organismos como em bactérias, fungos, insectos ou
vertebrados, para além de degradar quitina, os quitinases tém outras funcdes: em
bactérias sao fundamentais no catabolismo da quitina para questdes nutricionais e
em fungos participam em processos de morfogénese. Mas, em organismos sem
quitina, como plantas e animais, é a actividade quitinolitica que se destaca
(Kasprzewska 2003).

O seu numero da Enzyme Commission é o EC 3.2.1.14 que corresponde a
classe dos hidrolases, a subclasse dos glicosilases e a sub-subclasse dos

glicosidases (IUBMB). Distinguem-se dois grandes tipos de quitinases:

N 0Os endoquitinases, que hidrolisam ao acaso ligacdes B-1,4 internas de
GIcNAc, formando multimeros de GIcNAc de baixa massa molecular. Estes,
principalmente enzimas que apresentem um pl elevado, podem apresentar

actividade de lisozima (Collinge 1993; Kasprzewska 2003);
N 0Os exoquitinases, que hidrolisam as ligacdes B-1,4 apenas nos terminais ndo

redutores de GIcNAc da quitina (Collinge 1993; Kasprzewska 2003).

Dado o grande interesse dos quitinases como proteinas PR, e dado que foi a
primeira proteina induzida por patogénios cuja funcdo foi identificada, muitos

quitinases de muitas plantas foram purificados e/ou clonados (Collinge 1993).
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As plantas regulam a expressao dos quitinases conforme o seu estado de
desenvolvimento mas também de acordo com o tecido, podendo estar localizados
tanto no apoplasto como no vacuolo. Estes enzimas sdo muito variados, diferindo
também na sua estrutura molecular, no gene que os expressa, na especificidade
para o substrato e ainda na sensibilidade a inibidores e no mecanismo de catdlise
(Kasprzewska 2003). Assim, foi necessario classificar os quitinases em seis classes
(I-VI), tendo sido ainda classificados de acordo com a sua fungao de
glicosilhidrolases, a nomenclatura PR e a familia génica, surgindo onze classes
distintas (Datta 1999).

Em plantas saudaveis ocorre a sintese constitutiva de alguns quitinases,
tanto no vaclolo como no apoplasto, sendo que a expressdao constitutiva destas
proteinas aumenta com a idade da planta. Neste caso, os quitinases participam na
regulacdo de processos de crescimento e desenvolvimento, nomeadamente na
producdo ou degradacdo de moléculas sinalizadoras (Kasprzewska 2003).

A expressdo de quitinases em plantas é estimulada pelo ataque patogénico,
podendo ser o aumento da expressdo local ou sistémico. Um ataque por parte de
um patogénio induz um aumento enddégeno de acido salicilico e de acido jasménico
gue induzem a expressdo de varios quitinases. J& quando o ataque é viral, a
expressdo dos quitinases € menos extensa e mais lenta e podem ndo ser induzidos.
Entdo, este processo varia com a interaccdo planta-patogénio e com a isoforma de
quitinase (Kasprzewska 2003). Mas ndo sdo apenas estes os factores que induzem
a expressao destas proteinas de defesa. Factores como ferimento, seca, frio, ozono,
metais pesados, salinidade extensa ou mesmo luz UV podem desencadear um
aumento na transcricao dos genes dos quitinases (Kasprzewska 2003). Assim, a

hipotese de que os quitinases podem funcionar como biopesticidas é reforcada.

Quando induzidos por fungos patogénicos, os quitinases funcionam de duas
formas. Os quitinases do aploplasto actuam em fases iniciais da patogénese,
libertam moléculas indutoras que transportam o sinal de infecgdo das hifas ao
espacgo intercelular. Estes sinais ligam-se a receptores celulares proprios activando
0s mecanismos de defesa activa, ou seja, sdo estimuladas a sintese e secrecdo de
mais quitinases do aploplasto, assim como de quitinases do vacuolo. A formacdo de
mais quitinases do apoplasto intensifica a producdao de moléculas sinalizadoras e a
transmissao do sinal de infecgdo. Quando as hifas penetram e destroem a célula, os
quitinases do vaculolo degradam as novas cadeias de quitina do fungo e reprimem o
seu crescimento. Assim, esta hipotese postula que os quitinases do apoplasto
actuam como sinalizadores da infeccdo por parte do fungo, enquanto que os

quitinases do vacuolo inibem o crescimento do patogénio (Kasprzewska 2003).
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Das varias classes de quitinases, os da classe III sdo os menos estudados e
conhecidos, embora se saiba que ndo tém qualquer semelhanca estrutural com os
outros tipos de quitinases. Estes enzimas apresentam sim uma regidao algo
semelhante aos quitinases de Procariotas (Nagasaki 1997). Por comparacdao com
quitinases de classe III isolados de algumas plantas, podem reunir-se

caracteristicas gerais destes enzimas.

Os quitinases de classe III de plantas apresentam uma média de 300
aminoacidos (Nagasaki 1997) com uma massa molecular que varia entre os 30 e 0s
35 kDa (Koga 1999; Singh 2007). Estas proteinas tém seis residuos de cisteina
conservados, importantes para o estabelecer e para a manutengao da sua estrutura
tridimensional (Nagasaki 1997), sendo a sua estrutura ndo catalitica a menos
conservada e o centro catalitico o mais conservado (Kramer 1997). Este Gltimo tem
apenas duas zonas conservadas com um residuo de acido glutamico que se pensa
ser essencial para a actividade de quitinase (Nagasaki 1997).

Do ponto de vista estrutural, os quitinases da classe III apresentam oito
hélices-a e oito folhas-B (Fukamizo 2003) ou seja, tém uma estrutura em barril
(a/B)s com um sulco no terminal-C das folhas B, semelhante aos quitinases
bacterianos da familia 18 (Kramer 1997).

O ponto isoeléctrico dos quitinases varia com a sua localizacdo, sendo
conhecidos por terem pIs muito distintos. Os quitinases de classe III basicos, os
vacuolares, tém pls elevados (Kasprzewska 2003), enquanto que os acidos,
secretados para o apoplasto, tém plIs na ordem das 5-7 unidades de pH (Kramer
1997). Estes enzimas estao activos a um pH entre 4 e 9, embora o pH éptimo varie
com o substrato utilizado (Kramer 1997; Koga 1999). S3o estaveis a temperaturas
elevadas, a mais de 80°C (Koga 1999).

A estrutura dos genes que expressam quitinases de classe III é pouco
conhecida e, embora tenham sido determinadas estruturas de genes que codificam
quitinases de Arabidopsis e de outras plantas, as suas estruturas sdo muito
divergentes, ndo sendo possivel determinar uma estrutura geral para estes genes
(Datta 1999).

Foram isolados, pelo grupo de trabalho, dois genes distintos que codificam
quitinases acidos da classe III, em macieira. S3o expressos com um sinal peptidico
que os localiza no apoplasto para poderem, entdo, sinalizar a invasdo de um
patogénio e contribuir, desta forma, para a proteccdo da planta. Um destes genes,
denominado Chil (Figura 5, accession number: AF309514_1), tem cerca de 900

pares de base, e codifica para uma proteina com 299 aminoacidos e 31,6 kDa.

20



Revisdo Bibliografica

Figura 5 — Modelagdo por homologia do enzima quitinase acido da classe Ill de macieira, codificado pelo gene Chil.
Estrutura em ribbon. Programa SPDB Viewer.

Estes genes apresentam caracteristicas semelhantes a genes de Rhizopus
oligosporus, que ja provaram ter actividade antifungica (Yanai 1992), sendo por

isso considerados bons candidatos a biopesticidas.
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Material

i. Microrganismos

Os diferentes microrganismos usados neste trabalho encontram-se listados
no quadro 5. Estirpes de P. pastoris his4 (ou arg4) tém uma mutagdo no gene que
codifica a histidinol desidrogenase (ou arginosuccinato liase) que permite a selecgao
de transformantes por complementagcdo auxotréfica em meio minimo sem histidina
(ou arginina). No caso de o vector da transfeccdo ndao conter o gene HIS4 para
complementacdo, é necessario adicionar histidina ao meio de cultura. As estirpes
aox1::ARG4 tém uma substituicdo do gene aoxl pelo gene que codifica para a
arginosuccinato liase ARG4, ndo sendo necessario adicionar arginina ao meio (a
menos que o plasmideo introduzido obrigue a remogdo desta sequéncia). Todos os

microrganismos foram adquiridos a Invitrogen.

Quadro 4 — Caracteristicas dos microrganismos utilizados: organismos, estirpes, genétipos e fenétipos.

Organismo Estirpe Genotipo Fenotipo
Escherichia DH5a F’ supE44, AlacU169(®80/acZAM15), thi-1, (r, -
coli my’), recAl, relAl, endAl, gyrA96
Pichia GS115 his4 Mut*, His”
pastoris KM71H arg4 aox1::ARG4 Mut®, Arg*

A estirpe de E. coli foi utilizada para testar a correcta insercdo dos genes a
clonar no MCS, nomeadamente, a insercao in frame das sequéncias. As estirpes de

P. pastoris foram utilizadas para expressar as proteinas em estudo.

Figura 6 — Levedura Pichia pastoris: estirpe KM71H
utilizada e cultivada em laboratério.

As composicbes dos meios de cultura utilizados encontram-se listadas no
ANEXO 1.

ii. Reagentes

Todos os reagentes utilizados na preparacao de tampdes e solugbes foram
adquiridos a Sigma, excepto quando mencionado em contrario. As composigoes dos
tampdes e solugdes utilizados encontram-se listados no ANEXO 2. Os géis de

agarose utilizados neste trabalho foram preparados com a adicdo do reagente
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fluorescente Greensafe (2,5uL/100mL de gel) da nzytech® que permite visualizar o

DNA corado sobre uma lampada de luz UV, ja que se liga a molécula.

ili. Vectores
Os vectores usados neste trabalho encontram-se listados no Quadro 5, tendo

sido adquiridos a Invitrogen.

Quadro 5 - Caracteristicas dos vectores plasmidicos utilizados.

Vector Caracteristicas principais Tamanho
pPCRII Plac, lacZa, MCS, Kan, Amp, pUC ori, f1 ori, priming sites Sp6, T7, 3971pb
M13rev e M13fwd, promotores Sp6 e T7
pPICZaA 5’A0X1 (com PAOX1), factor-a, MCS, tag c-myc e c-polihis, 3593pb

TTAOX1, promotor TEF1 e EM7, gene Sh ble, TTCYC1, pUC ori

O vector pCRII de E. coli foi utilizado para testar a correcta insercdao dos
locais de restricdo nas sequéncias dos genes em estudo, necessaria a clonagem in
frame do AOX1 com o gene codificador da quitinase. O vector pPICZaA de P.
pastoris foi utilizado para introduzir as sequéncias-alvo na levedura e expressar as

proteinas em estudo.

iv. Oligonucleétidos

Os primers utilizados ao longo do trabalho foram os listados no Quadro 6.
Todos os primers foram desenhados pelo grupo de trabalho, a excepgdo dos
primers 5'A0X, 3’AOX e a-factor, que acompanham o kit adquirido para a
transfeccdo da levedura. Os primers liofilizados foram dissolvidos em TE pH8,0 para
uma concentracdo de 1 nmol/puL de modo a conseguir uma solugao stock. Foram,
depois, diluidos em &agua destilada esterilizada para uma concentracdo de 10
pmol/uL sendo esta a solucdo de trabalho. As temperaturas de desnaturagdo (Tm)
foram calculadas pelo contelddo em adenina (A), timina (T), citosina (C) e guanina
(G), atribuindo 2°C a cada A ou T e 4°C a cada C ou G. Todos os primers referidos

foram adquiridos a StabVida.

Os primers C525Eco-F, C209Eco-F, C203Eco-F, C525Xho-F, C209Xho-F,
C525Not-R e C290Not-R foram utilizados para amplificar sequéncias especificas que
codificam os genes de interesse de forma a colocar locais de restrigdao nas
extremidades dessas sequéncias, que permitissem a sua subsequente clonagem no
vector pPICZaA. Os primers T7Seq-F e M13puc48-R foram utilizados para ampliar a
sequéncia completa inserida no vector pCRII para sequenciagdo. Os primers 5'AOX,
3’AOX e a-factor foram utilizados para ampliar a sequéncia inserida no vector
pPICZaA ja que complementam locais deste vector que flanqueiam a insercdo. Os
primers C525-3’, C209-3' e C203-3’ foram utilizados na construcao de sondas

marcadas com digoxigenina para analise de DNA especifico
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Quadro 6 — Primers utilizados para amplificar e detectar sequéncias especificas com respectivas sequéncias e temperaturas de
desnaturagdo (Tm).

Designacao Sequéncia Tm
C525Eco-F 5" NNNGAATTCCTCGGGGCTAATGCCGGTGGA 3’ 70°C
C525Xho-F 5" NNNCTCGAGAAAAGAATGGCTTCAAAGTCCACAGC 3’ 54°C
C209Eco-F 5" NNNGAATTCGGTGGAATAGCTATATATTGGG 3’ 62°C
C209Xho-F 5" NNNCTCGAGAAAAGAATGGCTTCAAAGTCCACAATG 3’ 74°C
C203Eco-F 5" NNNGAATTCCCAGAAATCAAGTCATGCCAAG 3’ 64°C
C525Not-R 5" NNNGCGGCCGCGACATCATTCTTGATGGAGGAGC 3’ 68°C
C209Not-R 5" NNNGCGGCCGCGACATGACTCTTGATGGAGGAG 3’ 66°C
T7Seq-F 5" CGTAATACGACTCACTATAGG 3’ 60°C
M13puc48-R 5" AGCGGATAACAATTTCACACAGGA 3’ 68°C
5’ AOX 5" GACTGGTTCCAATTGACAAGC 3’ 62°C
3’ AOX 5" GCAAATGGCATTCTGACATCC 3’ 62°C
a-factor 5" TACTATTGCCAGCATTGCTGC 3’ 62°C
C525-3’' 5" CCTGAGGCACATGTTTCTGCTA 3’ 66°C
C209-3’' 5" TCCTCCAATGGAAAGTATGACC 3’ 64°C
C203-3’' 5" AGTTGTTCCACAAGTCAGTTGC 3’ 64°C

v. Marcadores Moleculares

Foram utilizados diferentes marcadores moleculares ao longo deste trabalho,
o marcador O‘GeneRuler™ 100bp DNA Ladder da Fermentas®, para fragmentos até
1000pb, e o marcador Lambda DNA/EcoRI+HindIII, 3 da Fermentas® e o marcador
NZYDNA Ladder II da nzytech®, para fragmentos entre 21000pb e 550pb,
aproximadamente. Os padrbes de separacao das bandas apds electroforese destes

marcadores encontram-se no Anexo 3.

vi. Enzimas

Os enzimas de restricdo utilizados neste trabalho encontram-se listados no
Quadro 7. Outros enzimas foram também utilizados como o enzima Tag DNA
polimerase e Tag DNA polimerase “long range” (nzytech®), nas reacgdes de PCR
para amplificar uma dada sequéncia; o enzima T4 DNA ligase de modo a poderem
ligar-se as sequéncias a clonar aos vectores utilizados; o enzima agarase para
poder extrair fragmentos de DNA separados em géis de agarose; o enzima RNase
para poder eliminar quaisquer contaminagées de moléculas de RNA aquando da
extracgdo de DNA plasmidico ou gendmico; o enzima liticase que cliva a parede
celular das leveduras permitindo extrair o seu DNA gendmico; e o enzima Chitinase
18A (GH18) de Clostridium thermocellum (nzytech®) que serviu como termo de
comparacdo e controlo positivo para os ensaios de actividade quitinolitica realizados

no estudo.
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Quadro 7 — Enzimas de restrigdo utilizados, Notl, EcoRl, Xhol, Sacl e Nhel, respectivo local de restrigdo, tampdo e temperatura
de incubagao (Ti). Todos estes enzimas foram adquiridos a Fermentas®.

Enzima Local de Restrigao Tampao Ti

NotI 5" GC'GGCCGC 3’ Orange 37°C
EcoRI 5" G'AATTC 3’ EcoRI 37°C
XhoI 5" C'TCGAG 3’ Red 37°C
Sacl 5" GAGCT'C 3’ Ecl1361I, Sacl 37°C
Nhel 5" G'CTAGC 3’ Tango 37°C

vii. Meios de Cultura
O modo de preparagao dos meios utilizados encontra-se no Anexo 1. Os
meios de cultura utilizados foram:
e LB (Luria-Bertani) com canamicina (50 pg/mL), para seleccdo dos
recombinantes bacterianos com pCRII;
o LBjowsar (Luria-Bertani Low Salt) com zeocina (25 pg/mL), para seleccao dos
recombinantes bacterianos com pPICZdA;
e LBwmp (adaptado de Luria-Bertani) para crescimento das bactérias
competentes;
e SOC para crescimento das bactérias recombinantes aquando do processo de
transformacao;
e YPD para crescimento das leveduras Pichia pastoris;
e YPDS com zeocina (100 upg/mL), para seleccdo dos recombinantes de
levedura com pPICZaA;
e MDH e MMH para confirmacgao do fenétipo dos recombinantes;
e BMGY e BMMY para crescimento das leveduras recombinantes e expressao

da proteina, através da activagdo do promotor AOX com metanol.

viii. Kits utilizados
Os kits utilizados ao longo deste trabalho foram os listados abaixo, tendo

sido seguidas as instrucGes dos fabricantes, salvo indicacdo em contrario.

e TA Cloning® Dual Promoter (pCR®II) da Invitrogen para obtengdo de
moléculas recombinantes com pCRII em E. coli;

e  FasySelect™ Pichia Expression Kit da Invitrogen para expressao de proteinas
recombinantes com pPICZaA em Pichia pastoris;

e QIAquick PCR Purification Kit® da QIAgen para purificar produtos de PCR,
para sequenciagao;

e QIAGEN Plasmid Midi Kit® da QIAgen para preparar DNA plasmidial em larga
escala;

e PCR DIG Probe Synthesis kit da Roche para preparar sondas marcadas com

digoxigenina.
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ix. Analise de proteinas

Os reagentes utilizados na analise do conteldo proteico (quantificacdo e
SDS-PAGE) e também no ensaio de actividade quitinolitica encontram-se descritos
no anexo 2. Para a leitura das absorvancias a 595nm utilizou-se um
espectrofotometro GeneQuant pro e as leituras a 420nm foram efectuadas num
espectrofotometro Shimadzu UV-2100. O liofilizador utilizado para concentrar as
amostras foi um Heto powerdry LL3000 e o aparelho utilizado para a electroforese
SDS-PAGE foi um Mini Protean da BioRad.

Métodos

i. Biologia Molecular

TECNICAS GERAIS DE BIOLOGIA MOLECULAR
As manipulacdes de DNA efectuadas neste trabalho, p.e. digestdo com
enzimas de restricdo ou modificacdo de sequéncias de DNA, foram realizadas como

indicado em Sambrook et al. (1989) ou segundo indicacao do fabricante.

A analise dos fragmentos de DNA foi realizada por electroforese em gel nao
desnaturante de agarose, em tampdo TAE 1x. As amostras a analisar foi adicionado
1/5 do volume total de tampdo de aplicacdo (composto por azul de bromofenol e
glicerol) de modo a conferir cor e densidade. Aquando da analise de fragmentos
menores que 1000pb, foram utilizados géis de 2% (p/v) de agarose. ]a para
fragmentos maiores, foram utilizados géis de 1,2% (p/v) de agarose. Ao fim de 1
hora de corrida do gel, a 120V, a visualizacdo foi possivel sobre uma lampada de
UV, ja que os géis contém o reagente Greensafe. As amostras a analisar foram
sempre acompanhadas, no mesmo gel e em paralelo, por um marcador (100bp
ladder ou lambda DNA/EcoRI+HindIII ou NZYDNA Ladder II, conforme o tamanho

do fragmento a analisar) submetido aos mesmos tratamentos.

CLONAGEM HETEROLOGA EM ESCHERICHIA COLI
i. Obtencao do DNA

No caso da clonagem em pCRII, os fragmentos de DNA codificadores dos

quitinases de classe III de macieira ja inseridos num vector (trabalho anterior do
grupo), foram submetidos a uma Reaccdo em Cadeia do Polimerase (PCR - de
Polymerase Chain Reaction) com os primers especificos de cada uma das cinco

isoformas do gene. Estes primers contém sequéncias especificas de enzimas de
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restricdo na extremidade 5, que sdo adicionadas a sequéncia amplificada a fim de

facilitar a clonagem no local adequado do vector pPICZaA.

Para a clonagem no pPICZaA, é necessario purificar o plasmideo pCRII com
a sequéncia clonada para depois retirar o fragmento pretendido. Para tal, prepara-
se uma cultura bacteriana liquida de 25mL e com o kit QIAGEN Plasmid Midi Kit® da
QIAgen, purifica-se o DNA plasmidico que €&, entdo, digerido sequencialmente com
os enzimas de restricdo apropriados. A digestao foi realizada na estufa a 37°C por 2
horas, realizando-se depois uma extraccdo com PCI para remover o enzima. O
tampdo foi complementado de modo a adequa-lo ao segundo enzima de restricdo, e
realizou-se a segunda reaccao de digestdo com este enzima. Por ultimo, o
construto foi separado do vector por electroforese em gel de agarose 1,2% sendo a
banda correspondente ao construto cortada do gel. A massa de gel é calculada, o
gel é derretido a 70°C e digerido com o enzima agarase por 30 min a 42°C, ficando
o DNA em solugdo. O DNA €, entdo, precipitado com isopropanol, lavado com &lcool

a 70% e dissolvido em agua esterilizada.

ii. Transformacao em E. coli

a. Preparacado de bactérias competentes

Fizeram-se crescer bactérias Escherichia coli DH5a em 2,5mL de meio LB, a
37°C e 170rpm por 18 horas. Apds o tempo de incubacdo transferiu-se o inéculo
para um frasco com 250mL de meio LB e fez-se crescer mais 3 horas a 37°C e
170rpm, até uma ODggnm entre 0,3 e 0,4. Ao fim deste tempo o indculo foi
centrifugado a 4°C e 3000rpm por 10 minutos e o precipitado recuperado de cada
50mL de indculo foi ressuspenso em 5mL de uma solucdo contendo meio LB e meio
LBcomp, €M partes iguais. Apds a centrifugagao, trabalhou-se sempre em gelo. Esta
solucdo de bactérias competentes foi depois aliquotada em 200uL para microtubos
pré-refrigerados, que foram submetidos a um choque térmico com azoto liquido.

Armazenaram-se, por ultimo, no congelador -80°C.

b. Obtencao da molécula recombinante e transformacao

A ligacao do produto de PCR obtido ao vector pCRII foi conseguida pelo
método TA usando o vector pCRII incluido no kit TA Cloning® Dual Promoter
(pCR®II) da Invitrogen. Utilizou-se para a reaccdo de ligagdo, um enzima T4 DNA
ligase (Fermentas) que nao vinha fornecido no kit pois preferiu-se utilizar a

temperatura de ligagao de 22°C.

No caso das transformagGes com o vector pPICZaA, é necessario criar

extremidades compativeis entre o vector e o construto a ligar. Com este intuito,
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realizou-se uma digestdo do vector com os enzimas apropriados. Assim, ja é
possivel ligar as construcdes ao vector, em presenca do enzima T4 DNA ligase e
respectivo tampdo. Este mix é sujeito a uma temperatura de 22°C por, pelo menos,
16 horas.

As ligacoes foram desnaturadas a 65°C por 15 minutos e posteriormente
introduzidas em bactérias E. coli DH5a competentes por um método de choque
térmico (42°C por 40 segundos), juntando-se seguidamente SOC e crescendo a
cultura 1hora a 37°C e 170rpm. Duas aliquotas de 125uL desta transformagdo
foram plaqueados em placas de meio LB (Luria-Bertani) com canamicina (50
pg/mL) e X-Gal (1,75mg), no primeiro caso, ou em placas de meio LBy (Luria-

Bertani low salt) com zeocina (25 ug/mL), no segundo caso.

c. Cultivo dos microrganismos e inoculacao

As placas com a transformacdo das bactérias DH5a foram cultivadas em
estufa a 37°C por 18 horas. Foram seleccionadas cerca de 10 coldnias isoladas de
forma a realizar inéculos liqguidos de 2mL (para controlo) ou 15-20-25mL (para
multiplicacdo). Estes cresceram a 37°C, a 170rpm e nos respectivos meios por,
pelo menos, 16 horas. Ao fim deste tempo, a cultura estava densa, sendo

centrifugada para subsequente purificagdo do plasmideo.

iii. Extraccoes de acidos nucleicos

a. Extraccao e precipitacao do DNA plasmidial

Para extrair em pequena escala o plasmideo das culturas liquidas que
cresceram anteriormente, seguiu-se o protocolo descrito por Sambrook et al.
(1898) com o nome "“Small-scale preparations of plasmid DNA” pp 1.25. Este
protocolo foi alterado no sentido de realizar uma digestdo de RNA seguida de uma
extracgdo com cloroférmio antes da precipitacdo do DNA. Estas extracgbes foram
monitorizadas por PCR standard e, nos casos em que a transformacdo foi bem
sucedida, foi realizado um PCR em larga escala para obter uma quantidade de

produto amplificado elevada.

De modo a obter uma quantidade suficiente de DNA para a clonagem no
vector pPICZaA, realizou-se uma purificacgdo em média escala do vector pCRII de
bactéria. Para tal utilizou-se o kit QIAGEN Plasmid Midi Kit® da QIAgen para

recuperar o DNA plasmidial em quantidades elevadas.

b. Purificacao do DNA clonado

Utilizou-se o kit QIAquick PCR Purification Kit® da QIAgen para purificar

produtos de PCR do DNA plasmidial extraido de bactérias recombinantes. O
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resultado desta purificagdo é monitorizado em gel de agarose, como descrito
anteriormente. Neste caso, é necessaria uma quantificacdo mais cuidada a fim de
poder estimar a concentracdo de DNA obtida e poder reporta-la para fins de

sequenciagao.

c. Quantificacdo de acidos nucleicos

A quantidade de DNA foi detectada por espectrofotometria do UV pela
medicdo da absorvancia a 260nm. A concentracao foi calculada tendo em conta que
uma unidade de absorvancia a 260nm de DNA em dupla hélice corresponde a 50ug
de DNA por mL. A quantidade foi, em alguns casos, adicionalmente estimada por
comparacdo do sinal de fluorescéncia com o reagente Greensafe em gel de agarose,

com o sinal emitido por fragmentos de quantidades conhecidas.

iv. Condicoes gerais de uma reaccao de PCR

a. Monitorizacao das extraccoes do DNA plasmidial

Para monitorizar e analisar os fragmentos de DNA obtidos foi necessario
amplifica-los através de uma PCR com Tag DNA polimerase. Uma reacgdo standard
¢ levada a cabo num volume de 25uL com 1x de tamp&o préprio com Mg?*
adicionado, 200uM de cada dNTP, 0,2uM de cada primer e 0,5U de enzima. O
termociclador utilizado para as amplificagdes foi o UNO-Thermoblock da Biometra e
o programa utilizado para a maioria das reacgdes foi:

- desnaturacao inicial: 94°C, 2 min;

- 35 ciclos de:

desnaturacdo: 94°C, 45 sec;
emparelhamento: a Tan, 1 min, sendo T,,= Tm-2°C;
extensao: 72°C, 1 min e 30 sec

- extensao final: 72°C, 5 min.

Aguando do calculo da temperatura de emparelhamento, a temperatura de
desnaturacdo escolhida foi a menor de entre os dois primers presentes, retirando-
se a essa 2°C. A amplificacdo foi monitorizada em gel de agarose, como referido
anteriormente.

Ap0s a confirmacdo da obtengdo dos fragmentos desejados, realizou-se uma
amplificacdao por PCR em larga escala (100uL) a fim de se obter uma quantidade
significativa de produto de PCR para purificar e prosseguir com a sequenciagao. O
programa de PCR é o mesmo que foi utilizado para a monitorizagdo das extraccGes
de DNA plasmidico. Esta amplificacdo foi, também, monitorizada em gel de

agarose, como ja referido.
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b. PCR de coldnia

Este PCR tem como objectivo o screening rapido de coldnias para uma

determinada sequéncia. Realizar este PCR ap0s crescimento bacteriano em placa
permite identificar a presenca ou ndo da molécula recombinante sem ser necessario
recorrer a sua extraccao. Contudo, é um método menos fidvel e ndo quantitativo. O
programa de PCR é o mesmo que é utilizado para a monitorizacdo das extracgdes
de DNA plasmidico. Esta amplificacdo foi, também, monitorizada em gel de

agarose.

v. Sequenciacao e analise de sequéncias

Apds purificacdo do DNA amplificado e quantificacdo do mesmo, uma
aliquota de, aproximadamente, 400ng do DNA purificado é enviada para a empresa
STABVIDA a fim de sequenciar o DNA. Pela analise dos resultados, nomeadamente,
pela identificacdo dos locais de restricdo adicionados e dos locais de
emparelhamento dos primers, pode confirmar-se a clonagem ou ndo da sequéncia
alvo.

Para esta identificacdo, utilizou-se o programa Genejous versdo 4.8.5. Este
programa permite, entre outras funcionalidades, procurar sequéncias de primers
conhecidos na sequéncia alvo, assim como o alinhamento de duas sequéncias.
Permite ainda extrair uma sequéncia consensus entre duas sequéncias e realizar a

sequéncia complementar invertida da sequéncia alvo.

vi. Stocks de glicerol

Com o intuito de armazenar exemplares da clonagem realizada fez-se
crescer 2mL de cultura no meio correspondente, a 37°C e com agitacdo, durante a
noite. Retirou-se um volume de 500uL de cultura a qual se adicionaram 500uL de
glicerol 50%. Esta mistura foi submetida a um choque térmico com azoto liquido de
modo a realizar um congelamento rapido e homogéneo, sendo os exemplares

armazenados no congelador a uma temperatura de -80°C.

CLONAGEM DE EXPRESSAO EM PICHIA PASTORIS
i. Obtencdo do DNA

Realizou-se uma cultura bacteriana em meio liquido para a extraccdo do
DNA plasmidial em média escala, com o kit QIAGEN Plasmid Midi Kit® da QIAgen,

de modo a obter uma quantidade suficiente dos clones de pPICZaA com os

construtos. Recuperou-se, entdo, o DNA plasmidial em quantidades elevadas e

quantificou-se por espectrofotometria.
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ii. Transfeccao em Pichia pastoris

a. Digestao do plasmideo PICZadA

De modo a poder inserir o DNA plasmidial na levedura Pichia pastoris, é
necessario lineariza-lo. Para tal, digere-se o DNA com um enzima que o clive sé
uma vez e fora da regido do gene, preferencialmente na zona do promotor 5’AOX.
Neste caso, escolheu-se o enzima Sacl para o efeito. Sdo necessarios 3ug de clone
para transfectar uma aliquota de levedura e, assim, digere-se esse material com o

enzima, por 2 horas a 37°C.

b. Activacdo das leveduras Pichia pastoris e preparacao de

células competentes

As leveduras devem ser activadas antes de qualquer outro processo. Para
tal, espalhou-se com uma ansa esterilizada a levedura em meio YPD solidificado na
diagonal de tubos de vidro esterilizados. As leveduras das duas estirpes cresceram
a 30°C em 21 horas. Depois desse processo, as leveduras foram espalhadas em

placa de YPD e cresceram nas mesmas condi¢cdes em 16 ou 18 horas.

As células de levedura Pichia pastoris GS115 e KM71H foram tornadas
competentes e transformadas como indica o protocolo EasyComp™ Transformation
do manual do kit EasySelect™ Pichia Expression Kit da Invitrogen no qual, a uma
aliquota de 50uL de leveduras congeladas lentamente no frigorifico -80°C, se
adicionam 3ug do digerido. A transfeccao foi, depois, plaqueada em duas placas
YPBS+Zeo (100pg/mL) e ndo em apenas uma como indica o protocolo original.
Antes de definir qual a concentracdao de zeocina que iria ser utilizada ao longo do
trabalho, plaquearam-se células das duas estirpes de levedura em estudo
transfectadas com o plasmideo pPICZaA em meio YPDS com concentracbes de
antibiotico de 100 e 200 pg/mL.

iii. Analise dos transformantes

a. Extraccoes do DNA e analise por PCR

As coldnias que cresceram em placa YPDS+Zeo foram inoculadas em meio
liquido MD, ou MDH, crescendo a 30°C durante a noite e com agitagdao. O DNA total
das leveduras foi extraido como indica o protocolo Total DNA Isolation from Pichia
do manual do kit EasySelect™ Pichia Expression Kit da Invitrogen. Neste
procedimento, a lise das células é conseguida com o tampdo SCED e o enzima
Liticase (E.C. 3.2.1.58) que digere a parede celular. Apds obtengdo do DNA por
precipitacdo em etanol absoluto, o DNA é dissolvido e diluido (1/5) e realizou-se um

PCR de modo a poder verificar se se trata de uma colénia recombinante. A reacgao
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desenvolveu-se como no ponto IIla da seccao anterior, tendo utilizado os primers
do kit que amplificam locais flanqueantes do gene AOX1. A visualizacdao dos

produtos amplificados ocorreu como anteriormente descrito.

b. PCR long range

O DNA de uma estirpe utilizada, quando amplificado por PCR com os primers
5’A0X e 3'AOX, da origem a uma banda com cerca de 3300pb. Assim, e ndo tendo
sido detectada esta banda com o PCR descrito anteriormente, recorreu-se a um
enzima Tag DNA polimerase "“long range” de modo a tentar amplifica-la. A reaccao
€ levada a cabo num volume de 25uL com 1x de tampdo proprio, 200uM de cada
dNTP, 0,2uM de cada primer e 2,5U de enzima. O termociclador utilizado para as
amplificagdes é o UNO-Thermoblock da Biometra e o programa utilizado para a
maioria das reacgoes foi:

- desnaturacao inicial: 94°C, 3 min;

- 35 ciclos de:

desnaturacdo: 94°C, 45 sec;
emparelhamento: a Ta,, 1 min, sendo T,,=60°C;
extensdo: 68°C, 5min

- extensao final: 68°C, 10 min.

Esta amplificacdo foi, também, monitorizada em gel de agarose, como ja

referido.

c. Determinacdo do fendtipo Mut

Para confirmar o fendtipo das coldnias positivas repicaram-se as coldnias
para placas de MMH e MDH e fizeram-se crescer a 30°C, como indica o manual do

kit EasySelect™ Pichia Expression Kit da Invitrogen.

d. Determinacdao do numero de cdpias integradas

A determinacgdo do numero de cdpias integradas em cada colodnia é realizada
através de uma hibridacdo de um Southern Blot com uma sonda especifica marcada
com digoxigenina. Para tal, recorreu-se ao kit PCR DIG Probe Synthesis a fim de
produzir a sonda por reaccao de PCR. Para cada isoforma foi construida uma sonda
(C525, C203 e C209) e confirmada a sua sintese. De seguida realizou-se o
Southern blot com o DNA gendmico extraido das coldnias positivas, segundo
Sambrooks et al. (1989). Para tal digeriram-se quantidades aproximadamente
semelhantes de DNA de cada construgdo com o enzima de restricao Nhel.
Separaram-se os varios fragmentos por electroforese em gel de agarose 1%,
1XTAE, incluindo um marcador molecular (Lambda DNA/EcoRI+HindIII marcado

com digoxigenina) para estimar o tamanho dos fragmentos. Apos despurinacgdo leve
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(HCI 0,25N, 10min), desnaturacdo (15 e 30min) e neutralizacdo (2x 15min) do DNA
contido no gel, transferiu-se, por capilaridade e durante 18h, o DNA do gel para
uma membrana de nylon (Boehringer Mannheim), na presenca de 10xSSC. Depois
da transferéncia, o DNA foi fixado a membrana (120°C, 2h). Posteriormente, a
membrana foi sujeita a uma pré-hibridacdo num saco de plastico selado (HB1, 3h,
65°C). A hibridacao deu-se durante 18h e a 65°C com as sondas diluidas em HB1
(4ng/mL), apo6s desnaturacdo (10min, 100°C) e arrefecimento em gelo. De
seguida, a membrana foi lavada a 65°C com 2xSSC+0,1%SDS 15 e 30min e com
0,2xSSC+0,1%SDS, os mesmos tempos. Ja a temperatura ambiente, o DNA foi
bloqueado (1h, 1xTampdao Bloqueio) e foi adicionada uma diluicdo 1/20000 do
anticorpo anti-digoxigenina (30min). A membrana foi lavada para retirar o
anticorpo em excesso (3x 20min) antes da deteccao (5min). As sequéncias
desejadas foram detectadas apds incubacdo com CSPD diluido 2 em tampdo de
detecgdo e apds serem expostas 18h a um filme de raio-X. O filme foi revelado com
uma solucdo de revelacdo (Ilford), lavado com agua e a fixacdo deu-se por imersdo

de 3min num fixador (I/ford).

iv. Stocks de glicerol

Uma vez confirmada a insercdo da molécula recombinante no genoma das
leveduras e o seu fendtipo, realizaram-se stocks de glicerol a 25%, como
anteriormente, e armazenaram-se a -80°C apds choque com azoto liquido. A
viabilidade destes stocks foi confirmada pelo plaqgueamento em YPDS com zeocina
(100 pg/mL).

v. Expressao de estirpes recombinantes

Tendo confirmado, por PCR, que as coldénias recombinantes contém o
inserto, é necessario determinar as condicoes e métodos dptimos para a expressao
do gene clonado. Seguindo o protocolo Expression of recombinant Pichia strains (p.
31) do manual do kit EasySelect™ Pichia Expression Kit da Invitrogen, fizeram-se
crescer 0s stocks de glicerol em meio BMGY até uma ODgyponm de 2,
aproximadamente e diluiram-se as células em meio BMMY, no qual cresceram por
sete dias, apds indugdo da expressdo com metanol. A cada 18 e 24 horas foi
retirada uma aliquota de 1,070 mL para realizar varias analises. Apds centrifugacdo
de 1 mL de amostra tanto o sobrenadante como o precipitado sdo sujeitos a choque
térmico com azoto liquido e congelados a -80°C, para posterior analise por SDS-
PAGE. Dos restantes 70uL de amostra, 20uL foram usados para doseamento
proteico pelo método de Bradford (1976) e 50uL para medigdo da ODgg. A cada 24
horas a quantidade de metanol no meio é reposta de modo a poder prosseguir a

expressao da proteina, sendo a concentragdo final de 0,5%.
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a. Monitorizacdo do crescimento celular

O crescimento celular das culturas em analise foi monitorizado pela medigéo
da ODggonm. Tal realizou-se com o intuito de perceber se se dava o crescimento ou a
morte celular, ao longo do ensaio. As amostras, retiradas ao longo do tempo, foram

diluidas de 1/20 em meio BMMY e lidas no espectrofotdmetro a 600nm.

ii. Bioquimica

ANALISE DO ENZIMA QUITINASE

i. Quantificacdo proteica pelo método de Bradford (1976)

Esta anadlise permite quantificar a proteina presente nas amostras retiradas
ao longo do tempo (ponto v) por medicdo da absorvancia a 595 nm. A 20uL de
amostra é adicionado 1mL de reagente de Bradford previamente diluido (1/5) e
filtrado. Este reagente contém o corante Coomassie Blue que é estabilizado quando
liga a proteinas: hd uma mudancga clara na cor do corante e o seu maximo de
absorcdo varia de 465nm para 595nm. Assim, é realizada uma curva padrdo com
varias concentragdes conhecidas de uma solugdo de albumina de soro bovino
(BSA), que permite calcular a quantidade proteica de cada amostra, por

extrapolacdo.

ii. Analise proteica por SDS-PAGE

As amostras obtidas previamente no ponto v foram analisadas por SDS-

PAGE descontinuo. O tratamento das amostras foi realizado conforme indicado no
manual do kit EasySelect™ Pichia Expression Kit da Invitrogen (p. 35). O aparelho
Mini Protean da BioRad foi utilizado para montar a electroforese e todos os
procedimentos que dizem respeito a preparacao dos géis e das solugdes foram
descritos por Sambrooks et al. (1989). Tanto as amostras de sobrenadante como
de precipitados foram analisadas, mas nem todos os pontos foram sujeitos a
analise por SDS-PAGE, apenas as amostras que mostraram ter maior quantidade de
proteina pelo método de Bradford foram analisadas.

Tendo em conta que os resultados iniciais da analise da proteina em estudo
em coldnias recombinantes ndo foi o esperado nem satisfatorio, foi necessario
concentrar as amostras com um liofilizador Heto powerdry LL3000 e realizar

novamente os estudos para os sobrenadantes amostrados.

iii. Medicdo da actividade guitinolitica - p-DMAB

A actividade quitinolitica foi avaliada recorrendo a dois métodos.
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a. Teste com p-DMAB

A actividade enzimatica das amostras retiradas previamente foi testada

inicialmente por um ensaio colorimétrico (Yanai 1992; Ano 2002). A 50uL das
amostras adicionou-se 200uL de substrato (0,1% de glicolquitina) e incubou-se a
mistura a 37°C por 1 hora, de modo a que se desse a hidrdlise dos oligdmeros de
glicolquitina em N-acetilglucosamina. A reaccdo foi parada com a adicao de 400uL
de ferricianeto de potassio e, para promover a ligacdo deste agente aos oligdémeros
de N-acetilglucosamina, foi fervida a 100°C por 3 minutos. Foi entdo adicionado o
agente colorimétrico (600uL): p-dimetilaminobenzaldeido, seguindo-se nova
incubacdo a 37°C por 20 minutos, de modo a estabilizar a coloragao. A quantidade
de N-acetilglucosamina formada foi medida pela absorcao a 585nm, usando como

referéncia dgua que sofreu os mesmos procedimentos.

b. Teste com K4Fe(CN)g
Adoptando outro método (Uchibori 2000; Ano 2002), testou-se a actividade

enzimatica das amostras retiradas previamente. A 100uL das amostras adicionou-
se 300pL de substrato (0,1% de glicolquitina) e incubou-se a mistura a 40°C por 1
hora, de modo a dar-se a hidrdlise dos oligdmeros, como no método anterior. A
reacgdo foi parada com a adigdo de 600uL de ferricianeto de potassio e fervida a
100°C por 15 minutos. A extensao da reaccdo (quantidade de GIcNAc formada) foi
medida pela absorcdo a 420nm, usando como referéncia apenas agua. Foi
realizada, em paralelo, uma curva de calibracdo com concentragdes conhecidas de
N-acetil-D-glucosamina (0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5 e 4,0 mg/mL). A 400uL
de solugdes com as concentracdes escolhidas foi adicionado o ferrocianeto de
potassio e medida a Abssynm, COMo anteriormente. Sabendo que 1 Unidade
enzimatica (U) corresponde a quantidade de enzima que catalisa a libertacdo de
1umol de GInNAc do substrato por minuto a 40°C (Uchibori 2000), e que 1umol de
N-acetil-D-glucosamina corresponde a 0,55mg/mL, pode calcular-se a U por hora e,
assim, extrapolar os valores para as amostras desconhecidas. A quantidade de
enzima relativa de cada amostra (U/mg de proteina) é calculada através dos

valores obtidos de U e de concentracdo de proteina total (ponto i).

iv. Previsdao da N- e O-glicosilacao

De modo a prever os locais de N-glicosilagdo das proteinas expressas,
recorreu-se ao programa NetNGlyc 1.0 Server, que procura na sequéncia-alvo
dominios Asn-X-Ser/Thr (em que X é qualquer aminoacido). Para prever os locais
de O-glicosilagao, recorreu-se ao programa NetOGlyc 3.1 Server, que analisa os

residuos de Ser e Thr passiveis de serem O-glicosilados.
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Com o objectivo de produzir e caracterizar trés isoformas de quitinases
acidos da classe III de macieira, recorreu-se a clonagem heterdloga. Para tal
escolheu-se, como sistema de expressdao, a levedura Pichia pastoris e o vector
pPICZaA (Figura 7), a fim de introduzir as sequéncias que codificam estes enzimas
na levedura. Este vector confere resisténcia a Zeocina e possibilita a adicdo de um
sinal de secrecdao de S. cerevisiae, o factor-a, as sequéncias a expressar, sendo
esta uma clonagem traducional visto que o vector fornece os sinais para a

traducgao.

pPICZa A,B,C (3.6 kb)

c-myc epitope 6xHis @l

<8
A
Bl i UG o —N°

Figura 7 - Representag¢do esquematica do plasmideo pPICZaA utilizado neste trabalho. 5’A0X1 — promotor, a-factor — sinal de
secre¢do, c-myc — epitopo, 6xHis — cauda hexahistidinas, AOX1 TT — terminador da transcri¢do, Zeocin — resisténcia a zeocina,
pUC ori — origem de replicagdo high copy.

Tendo por base sequéncias previamente obtidas pelo grupo de trabalho
(ANEXO 4) e a sequéncia do vector escolhido (ANEXO 5), realizaram-se cinco
construgdes. As trés isoformas da proteina obtidas anteriormente pelo grupo foram
denominadas C203, C525 e C209. Destas, a primeira ndo apresenta sinal peptidico
para secrecdo nem a parte inicial da regido codificante (cerca de 200pb em falta, na
extremidade 5’) e as restantes possuem o sinal peptidico de secrecdo da macieira

(sinal nativo) e a regidao codificante completa.

Realizaram-se, entdo, as construcdes de modo a obter construtos com o
sinal de secrecao do vector, para as trés isoformas e construtos com o sinal de
secrecdo nativo, para as isoformas C209 e C525.

Para clonar com o sinal peptidico do vector, inseriu-se a sequéncia a
expressar no local de restricdo EcoRI (a verde na Figura 8). Do mesmo modo, para
clonar com o sinal peptidico nativo, inseriu-se a sequéncia a expressar no local de

restricao Xhol (a castanho na Figura 8). Isto porque, ao clonar em Xhol, o local de
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sinalizacdo para a clivagem por Kex2 é retirado (a azul na Figura 8), ndo ocorrendo o
processamento correcto da sequéncia do factor-a. O terminal 3’ foi clonado em NotI
(a vermelho na Figura 8) de modo a conseguir uma clonagem in frame das
sequéncias. Estes enzimas foram seleccionados de entre os presentes no MCS por

nado clivarem nenhuma das sequéncias-alvo.

T
931 ATTCGAARACG ATG AGA TTT CCT TCA ATT TTT ACT GCT GTT TTA TTC GCA GCA
Met Arg Phe Pro Ser Ile Phe Thr Ala Val Leu Phe Ala Ala

983 TCC TCC GCA TTA GCT GCT CCA GTC AAC ACT ACA ACA GAA GAT GAA ACG GCA
Ser Ser Ala Leu Ala Ala Pro Val Asn Thr Thr Thr Glu Asp Glu Thr Ala

w-factor signal sequence

1034 CAAR ATT CCG GCT GRA GCT GTC ATC GGT TAC TCA GAT TTA GRA GGG GAT TTC
Gln Ile Pro Ala Glu Ala Val Ile Gly Tyr Ser Asp Leu Glu Gly Asp Phe

1085 GAT GTT GCT GTT TTG CCA TTT TCC AAC AGC ACA AAT ARC GGG TTA TTIG TTT
Asp Val Ala Val Leu Pro Phe Ser Asn Ser Thr Asn Asn Gly Leu Leu Phe

0

Xho I*
L

1136 ATR AAT ACT ACT ATT GCC AGC ATT GCT GCT ARA GAA GRA GGG GTA TCT CTC
Ile Asn Thr Thr Ile Ala Ser Ile Ala Ala Lys Glu Glu Gly Val Ser Leu

ex2 signal cleavage @ Pmil Sfil BsmB | Asp718 |

1187 GAG ARA AGA GAG GCT GARA CCE GAATTCAC IGTGCCCCAG dCGGCCGTC TCGICATCC‘GT
Glu Lys Arg Glu Ala‘Glu Ala‘
te13 signal cleavage
Kpn | Xho! Sac C ot D) Xba | c-myc epitope
1244 ACICTCGAGCC GCGGCGGCC GCCAGCTTTIC TA GAA CAR AAR CTC ATC TCA GAA GAG
Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu

Figura 8 — Porcdo da sequéncia nucleotidica do plasmideo pPIZCZaA correspondente ao MCS. Locais de restricdo utilizados no trabalho:
EcoRlI (verde), Xhol (castanho) e Notl (vermelho). Local de processamento do factor-a (laranja) pelo endopeptidase Kex2 (azul).

Para tal, e antes de se introduzirem as sequéncias no vector apropriado,
adicionaram-se as sequéncias de restricdo dos enzimas Xhol ou EcoRI e Notl ao
DNA a clonar, por PCR com primers especificos com as sequéncias de restricdo na
extremidade 5’ (Figura 9). Para a isoforma C203 sd se inseriram as sequéncias de
restricdo EcoRI e Notl pois pretende-se, com esta construcdo, estudar apenas o
efeito do sinal de secrecdao do vector, tendo em conta que esta isoforma ndo tem

um sinal de secrecao nativo.

G'AATTC GCGGCC'GC G'AATTC GCGGCC'GC G'AATTC GCGGCC'GC
EcoRI NotI EcoRI Notl EcoRI NotI
Chi C209 Chi C525 Chi C203
CTCGAG GCGGCC'GC C'TCGAG GCGGCC'GC
Xhol NotI XhoI NotI

Figura 9 — Representag¢do esquematica das construcdes realizadas, com respectivos locais de restri¢cdo: Eco+Not e Xho+Not.

Uma vez inseridos os locais de restricdo nas sequéncias em estudo, ligaram-
se as construcdes ao vector pCRII (ANEXO 5B), clonaram-se em E. coli e, por

sequenciacdo, verificou-se a correcta insercdao dos locais de restricdo nas
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sequéncias das isoformas, para as varias construcdes (resultados ndo

apresentados).

As sequéncias com os locais de restricdo adicionados foram retiradas do
vector pRCII, por digestdao enzimatica, e clonadas no vector pPICZaA em E. coli,
como demonstra a Figura 10. Sendo este um vector shuttle, é passivel de ser
clonado tanto em levedura como em bactéria. Por sequenciagdo verificou-se a
correcta insercdo in frame das construcdes no vector, cujos resultados se
encontram no ANEXO 6.

Notl

la |

oot g

lcmyc epitope _xtlis L°™ ]

C
Xbal

| S—

Ao’\’/r, \/BamHl

Xhol NotI

o-factor . Chi S
_—

lcmye_cpiope_6xtis L°™ ]

3
X

Q
>
Q.
va

Bglli PUC ori /G‘lc\
Figura 10 — Ligag¢0es realizadas com o plasmideo pPICZaA para as varias construgées: EcoRI+Notl ou Xhol+Notl.

Apos analise das sequéncias obtidas, e utilizando o software Geneious 4.8.5,
concluiu-se que as sequéncias das isoformas estdo correctas, assim como os locais
de restricdo inseridos por PCR, e que as sequéncias a clonar foram inseridas in
frame.

Procedeu-se a multiplicagdo da molécula recombinante por crescimento em
meio apropriado (LBs+Zeo), seguindo-se a purificacdo do DNA plasmidial em larga
escala.

Para a transfeccdo da levedura Pichia pastoris, que ocorre através de
moléculas de DNA linear, obrigando a que o vector seja digerido com um enzima

antes de ser introduzido na levedura, escolheu-se o enzima Sacl para a digestao,
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pois cliva no promotor 5’A0X e nao cliva nenhuma das isoformas, garantindo que

toda a sequéncia a expressar ¢ integrada (Figura 11).

—— Genoma Pichia pastoris

Cassete de expressao

-—{ Cassete de expressao 1 }- -(- - m' i @, _-)_ —_—

Cassete de expressao 2

Figura 11 — Exemplo de uma transfecg¢do efectuada com a sequéncia que codifica para uma isoforma de quitinase, com o sinal de secre¢do nativo, inserida
no vector pPICZaA. A sequéncia a clonar foi inserida no genoma da levedura Pichia pastoris apés linearizagdo da molécula recombinante. E possivel a
inser¢do de multiplas copias desta molécula (cassete de expressdo).

Escolheram-se duas estirpes para a transfeccdo ja que diferentes ambientes
genéticos podem influenciar a expressdo da proteina clonada (Invitrogen 2005).
Essas estirpes foram a GS115, que é uma estirpe Mut® e a KM71H que é uma
estirpe Mut®. Antes de ser realizada a transfecgdo, foi analisada a quantidade de
antibidtico necessaria para a escolha dos transformantes. Utilizaram-se duas
concentragOes distintas de Zeocina no meio YPDS, 100pg/mL e 200ug/mL, e
inocularam-se células competentes das duas estirpes com vector nulo, mas ndo
foram observadas diferencgas significativas no crescimento celular destas. Assim,
continuou-se o estudo apenas com a primeira concentragdo de antibidtico,
100pg/mL.

Neste seguimento, tentou-se transfectar as cinco construgdes em pPICZaA
nas estirpes competentes GS115 (Mut*) e KM71H (Mut®). Os resultados obtidos nas
transfeccdes encontram-se no Quadro 8, que permitiu comparar a quantidade
aproximada de DNA plasmidico inserido na levedura e o nimero de coldnias obtido,

para cada construgdo e estirpe.
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Quadro 8 — Resultados obtidos na clonagem das cinco construcées (C525EcoNot, C5252XhoNot, C209EcoNot, C209XhoNot e
C203EcoNot) nas duas estirpes de Pichia pastoris, assim como transfectadas com o vector nulo.

~ Quantidade pDNA Namero de
Construcao N . P
inserido colonias
C525EcoNot 2,7 Ug 4
C525XhoNot 2,0 ug 2
n
- C209EcoNot 3,3 Hg 6
8 C209XhoNot 2,0 ug 5
C203EcoNot 1,64 ug 3
pPICZaA 3,3 Hg 21
C525EcoNot 2,7 Ug 7
C525XhoNot 2,0 ug 7
I
o C209EcoNot 3,3 Hg 2
E C209XhoNot 40 ng 7
C203EcoNot 1,64 ug 14
pPICZaA 0,4 ug 40

Pela analise do quadro ndo existe uma relagdo entre a quantidade de DNA
inserido e o nUmero de coldnias obtido. Ndo ha uma diferenga significativa entre o
numero de colénias obtidas para as duas estirpes transfectadas com o mesmo
construto, em ambos os casos o numero de coldnia foi bastante menor do que o
gue seria de esperar (Invitrogen 2005). Para a construgcdo C5252EcoNot, uma
transfeccdo com a mesma quantidade de DNA origina mais coldnias na estirpe
KM71H do que na estirpe GS115. O mesmo acontece para as construcdes
C525XhoNot e C203EcoNot mas nota-se o oposto para a construgdo C209EcoNot.
Contudo, é de notar que a transfeccdo com o vector nulo origina um nimero muito
elevado de coldnias, quando comparado com as transfeccdes com as construgoes.
Tal pode dever-se ao tamanho das construgdes inseridas ja que quanto maior a
molécula recombinante, menor o sucesso da transfeccdo. Assim, conseguiram-se

transfectar as cinco construcdes nas duas estirpes escolhidas com sucesso. A Figura

12 mostra, como exemplo, o procedimento para a construcao C525XhoNot na
estirpe GS115.

Figura 12 - Construgdo C525XhoNot.

YPDS+Zeo.
42

A) Clonagem pCRIlI em E. coli, placa LB+Kan.
B) Clonagem pPICZaA em E. coli, placa
LBi;+Zeo. C) Coldnia 4 positiva da construgdo:
C€525XhoNot-PIC_4. D) Clonagem
C525XhoNot-PIC_4 em P. pastoris, estirpe
GS115, placa YPDS+Zeo. E) Stock da coldonia
resultante da clonagem C525XhoNot-PIC_4
em P. pastoris, estirpe GS115, placa
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De seguida, as coldnias recombinantes obtidas foram sujeitas a um
screening por PCR com primers especificos para confirmar a insercdao do plasmideo
com a construcdo. Para tal, fizeram-se crescer as coléonias em meio MD (para
estirpes GS115) e MDH (para estirpes KM71H) liquidos e extraiu-se o DNA em
pequena escala. Por analise de PCR com primers especificos para o vector, foi
possivel detectar a presenca da construcao no genoma da levedura. Uma vez que
os primers utilizados amplificam o gene AOX1, tanto o gene nativo como a
sequéncia inserida pelo plasmideo (que flanqueia a construcdo) sao amplificados.
Assim, obtém-se duas bandas: uma correspondente ao gene AOXI1 da Pichia
pastoris e outra ao vector recombinante. A banda que diz respeito ao AOX1
enddgeno tem tamanhos diferentes nas duas estirpes utilizadas. No caso da estirpe
GS115, o tamanho do produto de PCR é 2200pb mas para a estirpe KM71H, tendo
em conta que esta estirpe apresenta a insercao do gene ARG4 no gene AOXI, o
tamanho da banda sera 3600pb. Neste caso, tentou identificar-se a banda com uma
Tag DNA polimerase “long range”. E a existéncia da segunda banda que prova a
insercao do plasmideo na levedura e o seu tamanho varia com o construto ligado,

como se mostra no Quadro 9.

Quadro 9 — Tamanhos dos fragmentos amplificados pelos primers especificos do MCS do vector pPICZaA, para as quatro
construgoes.

Construcédo Tamanho da Tamanho no vector
sequéncia recombinante*
C525XhoNot 923pb 1440pb
C525EcoNot 854pb 1392pb
C209EcoNot 839pb 1377pb
C203EcoNot 656pb 1194pb

*Estes valores foram calculados tendo em conta que o tamanho do produto de PCR com os primers 5’ e
3’AOX do plasmideo pPICZaA é 588pb e que, aquando da insercdo nos locais de restrigdo das
construgles, se perdem alguns nucledtidos da sequéncia a amplificar. Assim, o tamanho do fragmento,
para as construcdes EcoNot e XhoNot, é 538pb e 517pb, respectivamente, sendo que a porcdo que se

perde corresponde a 50pb e 74pb, respectivamente.

Os resultados das reaccoes de PCR revelaram que todas as transfeccdes
deram origem a coldnias positivas a excepcdo do clone C209XhoNot, em ambas as
estirpes de levedura. Apesar de a sequéncia a inserir ter sido sequenciada e
apresentar-se correcta, as colénias que se formam ndo sdo transformantes pois o
DNA extraido destas ndo da origem a uma banda com o tamanho esperado, quando
amplificado com primers do vector. Assim sendo, nao se seguiram os estudos para
esta construgao.

Os resultados obtidos nem sempre seguiram o esperado. As bandas
amplificadas correspondentes ao gene AOX1 enddégeno nem sempre foram
identificadas, o que pode dever-se a constrangimentos na reaccao de PCR. A

tentativa de identificar a banda de 3600pb referente ao AOX enddgeno das estirpes
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KM71H com a Tag DNA polimerase "“long range” resultou positivamente para a
estirpe WT. De modo a identificar correctamente a banda referente ao vector
recombinante, realizou-se em paralelo uma reaccdo de PCR com o pDNA extraido
de E. coli, que contém os insertos clonados em pPICZaA. A Figura 13 mostra as
bandas amplificadas com os primers do vector pPICZaA (5'A0X e 3'AOX) e os
resultados foram listados no Quadro 10.

Quadro 10 — Resultados obtidos para o screening das colonias obtidas, tendo como controlo positivo o pDNA extraido de E.
coli com as construgoes.

B Bandas

Construcgao Estirpe :
AOX1 endogeno pPICZaA
KM71H N&o 1440pb
C525XhoNot .., N0 1440pb
KM71H N&o 1392pb
C525EcoNot ., N30 1392pb
KM71H N&o 1377pb
C209EcoNot .. 2200pb 1377pb
KM71H N&o 1194pb
C203EcoNot .., ¢ N&o 1194pb

Figura 13 — Gel de agarose 1,2%. Resultados das transfeccées das duas estirpes de Pichia pastoris com as quatro construgdes. Amplificagdo por
PCR com primers do vector (5’AOX e 3’A0X) do DNA genémico extraido. Marcador lambda DNA/EcoRI+Hindlll (pogos 1 e 16); KM71H e GS115
WT (2 e 3), +C525XhoNot (4 e 5), +C525EcoNot (7 e 8), +C209EcoNot (10 e 11) e +C203EcoNot (13 e 14); assim como pDNA extraido de E. coli
transformada com as mesmas construgdes (controlo positivo — pogos 6, 9, 12 e 15).

Como se pode observar na Figura 13, a banda referente a transfeccdo de
GS115 com a construcdo C525XhoNot ndo foi amplificada, apesar de ter sido
anteriormente detectada noutro gel. E também observavel que na transfeccdo com
a construgdo C209EcoNot em GS115 a banda do gene AOX1 enddgeno foi
amplificada. As bandas amplificadas com os primers do vector sdo as bandas
esperadas. Ou seja, nas transfecgbes com a construcdo C525XhoNot, quer em
KM71H quer em GS115 (ndo apresentado), obteve-se uma banda com cerca de

1440pb, que corresponde ao esperado (Quadro 9 € Figura 8). O mesmo acontece para

44



Resultados e Discussao

as outras transfecgdes: C525EcoNot, 1392pb; C209EcoNot, 1377pb; C203EcoNot,
1194pb.

Apos confirmar a correcta insercdo da molécula recombinante nas duas
estirpes de levedura foi necessario confirmar-se o fendtipo das transformantes.
Para tal, repicaram-se as colénias positivas em placas MDH e MMH para comparar
as diferencas no crescimento. A Figura 14 € 0 Quadro 11 mostram o crescimento destas

estirpes, evidenciando o seu diferente comportamento.

Figura 14 — Placas MDH e MMH referentes ao estudo de confirmagdo do fendtipo: com as quatro recombinantes (C5252EcoNot,
C5252XhoNot, C209EcoNot e C203EcoNot), com plasmideo vazio e as duas estirpes WT de levedura.

Comprovado o fenoétipo das transformantes, realizaram-se stocks de glicerol
das coldnias positivas e testou-se a viabilidade destes por crescimento em meio

YPDS com Zeocina, como nha Figura 12E, 0s resultados se encontram no Quadro 11.

Quadro 11 - Resultados obtidos nos ensaios de confirmagao de fenétipo e de viabilidade dos stocks de glicerol.

Construcao Estirpe Crescimento MDH Crescimento MMH Viabilidade stock
cs25xhoNot  C115 o o Confirmads
C525EcoNot SS;E' +++ +_+ 22:2;2232
:
C203EcoNot SS;E III +-_::+ Eg::::::g:

E de notar que todas as construgdes em GS115, incluindo a construcdo com
o vector nulo e a estirpe WT, tiveram um crescimento comparavel nos dois meios.
Assim, tratam-se de coldnias que crescem em meio com dextrose da mesma forma
que em meio com metanol, ou seja, estirpes com fendtipo Mut*, como seria de
esperar. Por outro lado, todas as construgbes em KM71H, incluindo a construcao
com o vector nulo, e a estirpe WT cresceram mais em meio com dextrose,

comparativamente ao meio com metanol. Assim, tratam-se de coldnias que
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crescem menos em meio metandlico, ou seja, estirpes com fenétipo Mut®, como
seria de esperar. Estes resultados evidenciam que as leveduras Mut* crescem mais
em metanol do que as leveduras Mut®, ou seja, a estirpe GS115 cresce mais em
meio MMH do que a estirpe KM71H, sendo que em meio MDH o seu crescimento é
comparavel.

Relativamente ao teste de viabilidade dos stocks de (glicerol, todas as
coldnias repicadas das varias construcdes nas duas estirpes cresceram em meio
YPDS+Zeo, o que mostra que as coldnias estao viaveis. A extraccao de DNA destas
colénias demonstrou, também, que se tratam de cdpias positivas das construcdes

(resultados ndao apresentados).

Como esta clonagem envolve a insercao de DNA linear no DNA gendmico da
levedura, ha uma elevada probabilidade de inserir mais do que uma cépia do DNA
digerido, podendo obter-se coldnias positivas com varias copias inseridas, como
mostra atras a Figura 11. Assim, procurou identificar-se quantas cépias do
constructo apresenta cada transformante, através da realizagdo de um Southern
blot. Para esta analise, o DNA foi clivado com o enzima Nhel que corta fora da
cassete de expressdo. Utilizou-se o DNA gendmico purificado das estirpes
transfectadas com as quatro construgdes, com plasmideo nu e sem plasmideo (WT)
e ainda o pDNA extraido de E. coli e digerido com Sacl.

Para a hibridacdo, tentou-se construir sondas que permitam distinguir as
varias construgdes. Assim, e recorrendo a programas informaticos, desenharam-se
primers que emparelham com uma zona especifica de cada construgdo: o final da
sequéncia sinalizadora e o inicio da sequéncia da proteina. Estes primers
especificos, em conjunto com o primer 5’AOX, permitem construir uma sonda
marcada com digoxigenina, por PCR. De seguida hibridou-se o Southern blot com
as sondas construidas, detectando-se com o anticorpo anti-DIG, usando CSPD

como substracto, como mostra a Figura 15.
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i a . - eath
Figura 15 - Resultados do Southern blot realizado com as construgdes inseridas na estirpe KM71H: WT (pogo 1), +pPICZaA (pogo
2), +C525XhoNot (pogo 5), +C525EcoNot (pogo 6), +C209EcoNot (poco 7) e +C203EcoNot (pogo 8), digeridos com Nhel. Marcador
lambda com digoxigenina (pogo 4) e pPICZaA+C525EcoNot extraido de E. Coli, digerido com Sacl (pogo 3).

Em analise dot spot (resultados ndo apresentados), verificou-se que as
diferentes sondas hibridaram com todas as construgdes pPICZaA-gene de quitinase,
ndo s6 com a propria que lhe deu origem, pelo que se revelou desnecessaria a
utilizacdo de uma sonda especifica para cada construgdo. Este facto pode resultar
da presenga da mesma sequéncia sinalizadora nas diferentes construgdes.

Os resultados obtidos (Figura 15) sugerem que sé houve introducdo de uma
copia da construcdo com o gene do quitinase em cada clone, na medida em que
nao apareceu sinal no WT e no recombinante com vector nulo e apareceu uma
banda em todas as outras construgdes. Se as sondas hibridarem com os genes de
quitinases enddgenos, facto que ndo pode ser excluido, ou com o gene AOX1
endogeno, facto que também ndo pode ser excluido, seria de esperar que
aparecesse sinal nas duas primeiras amostras. Assim considerou-se que a
hibridagao foi especifica para o fragmento “"AOX1-gene de quitinase introduzido”.
No entanto, estes resultados sdo ainda preliminares tornando-se necessario repetir

esta analise com maior quantidade de DNA e noutras condigoes.

Para apurar os métodos e as condigdes Optimos para a expressdo do gene
do quitinase introduzido, fizeram-se crescer as coldnias recombinantes positivas de
cada construgdo em meio BMMY activando a expressdo da proteina pela adigdo de
metanol, a cada 24 horas. Os resultados da quantificacdo das proteinas totais em

solugdo e das ODggonm das aliquotas, tanto do precipitado (interior celular) como o
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sobrenadante (secretoma da levedura), que foram retiradas periodicamente

durante 7 dias, encontram-se listados no Anexo 7, Quadro 17.

ApoOs o doseamento proteico, seleccionaram-se, em cada série temporal, as
amostras a analisar por SDS-PAGE e para a medicdo da actividade quitinolitica.
Esta escolha recai sobre as amostras que tém mais quantidade de proteina total,
pois pensa-se ser nestas que os transformantes mais expressam a proteina
clonada. Assim, seleccionaram-se as amostras referentes aos picos de proteina
total (negrito) e as que os flanqueiam, como mostra o Quadro 12.

Quadro 12 - Valores de concentragio de proteina em mg/mL das amostras seleccionadas para as quatro construgdes nas duas estirpes (GS115 e KM71H) e
para as estirpes WT e transfectadas com vector nulo.

Cons- Estirpe Horas [proteina] Cons- Estirpe Horas [proteina]
trucao seleccionadas mg/mL trucao seleccionadas mg/mL

24 0,278 100 0,408

48 0,359 - 139 0,401

GS115 72 0,379 2 GS115 163 0,472

96 0,460 o 187 0,659

- 120 0,491 w 24 0,606

S 114 0,299 1 30 0,636

120 0,328 9 KM71H 57 0,368

KM71H 138 0,218 100 0,326

144 0,271 139 0,123

162 0,313 48 0,308

54 0,299 72 0,222

81 0,514 - GS115 96 0,319

GS115 124 0,474 2 120 0,184

148 0,441 0 24 2,053

< 172 0,502 w 42 1,751

N 24 1,078 a 48 1,555

M 42 1,016 o KM71H 66 1,112

3 48 0,971 72 0,980

KM71H 66 1,202 90 0,750

72 1,286 96 0,588

90 1,447 24 0,230

96 1,529 - 48 0,322

24 0,029 2 GS115 72 0,420

- 48 0,182 o 96 0,349

5 GS115 72 0,328 w 120 0,322

S 96 0,302 § 24 0,812

5% 120 0,367 48 0,789

. 80 0,239 “ KM71H 72 0,565

1n 114 0,308 96 0,482
“ KM71H 120 0,330
138 0,292

Com os dados recolhidos tragcaram-se, ainda, dois graficos para cada estirpe,
gue mostram como o crescimento celular e a quantidade de proteina variam com o

tempo, Figuras 10 e 11.
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Concentracao proteica KM71H 17 7 Concentragao proteica GS115
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Figura 16 — Variagao da concentragao proteica ao longo do tempo para as amostras seleccionadas das quatro construgGes nas
duas estirpes (GS115 e KM71H) e para as estirpes WT e transfectadas com vector nulo.
2 Crescimento KM71H Crescimento GS115
18 - GS+WT
—fl— GS+pPICZaA
15 - GS+C525XN
40— GS+C525EN
13 - =¥ GS+C209EN
) GS+C203EN
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—— KM+pPICZaA o) 8 - -
KM+C525XN
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KM+C203EN 3 _/
= Pof
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Figura 17 — Variagao do crescimento celular ao longo do tempo para as amostras seleccionadas das quatro constru¢des nas duas
estirpes (GS115 e KM71H) e para as estirpes WT e transfectadas com vector nulo.

E de notar que as transformacdes em GS115 apresentam todas uma
concentracao proteica comparavel, o que pode dever-se e estd de acordo com o
crescimento semelhante que todas mostraram (Figura 16 e 17). Por outro lado, no
caso das transformacdes com KM71H, os resultados sdo mais dispares, havendo
casos em que, apesar de um crescimento baixo, a concentragao proteica é elevada
(C209EcoNot e pPICZaA), casos em que o crescimento € elevado e a concentragdo
proteica é baixa (C525EcoNot), casos em que tanto o crescimento como a
concentracao proteica sao baixos (C525XhoNot e WT) e ainda casos em que ambos
0s parametros sdo elevados (C203EcoNot). Tal

pode mostrar-se importante

aguando da analise da actividade quitinolitica de cada transformante.
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Realizaram-se, entdo, ensaios com o intuito de determinar a quantidade de
enzima com actividade quitinolitica presente nas amostras recolhidas e
seleccionadas. Numa primeira abordagem, adoptou-se um método colorimético com
p-DMAB, mas este ndo se mostrou robusto ja que evidenciava excessiva coloracdo
nos controlos negativos, que dificultava a leitura espectrofotométrica. Assim,
alterou-se o método de determinagdo da actividade quitinolitica com K;Fe(CN)g,
como descrito na seccdo Materiais e Métodos. Os resultados obtidos para os
sobrenadantes recolhidos nos momentos seleccionados encontram-se no Anexo 7
de forma detalhada e o Quadro 13 mostra a actividade quitinolitica calculada para
cada amostra seleccionada. Os ensaios enzimaticos realizados com os precipitados
(resultados ndo apresentados) sugeriram actividades quitinoliticas, das diferentes
construgbes, proximas dos valores obtidos para as estirpes WT, apontando para o

correcto processamento das sequéncias introduzidas.

Quadro 13 - Valores de actividade enzimatica em U e U/mg de proteina total das amostras seleccionadas para as quatro constru¢des nas duas estirpes (GS115 e
KM71H) e para as estirpes WT e transfectadas com vector nulo. A negrito evidenciam-se os valores mais elevados para cada isoforma.

Cons- . Horas Cons- . Horas

trucao Sl seleccionadas = U/mg trucao Joulizl seleccionadas = ¥/mg

24 0,030 0,107 100 0,038 0,094

48 0,031 0,085 - GS115 139 0,038 0,095

GS115 72 0,030 0,080 ] 163 0,041 0,086

96 0,030 0,066 % 187 0,048 0,073

- 120 0,032 0,066 w 24 0,035 0,058

3 114 0,029 0,096 2 30 0,039 0,062

120 0,028 0,085 3 KM71H 57 0,045 0,122

KM71H 138 0,034 0,157 100 0,049 0,150

144 0,032 0,120 139 0,045 0,366

162 0,028 0,090 48 0,042 0,137

54 0,036 0,120 GS115 72 0,041 0,184

81 0,035 0,069 - 96 0,045 0,140

GS115 124 0,036 0,075 2 120 0,043 0,233

148 0,035 0,079 ) 24 0,031 0,061

"é 172 0,036 0,071 w 42 0,033 0,022

5 24 0,035 0,032 8 48 0,033 0,020

= 42 0,035 0,034 LN) KM71H 66 0,037 0,024

o 48 0,034 0,035 72 0,043 0,027

KM71H 66 0,035 0,029 90 0,033 0,022

72 0,034 0,027 96 0,038 0,025

90 0,035 0,024 24 0,031 0,133

96 0,036 0,024 - 48 0,031 0,095

24 0,032 1,100 2 GS115 72 0,031 0,074

nn 48 0,036 0,195 ) 96 0,034 0,096

2 GS115 72 0,034 0,103 W 120 0,027 0,085

o 96 0,035 0,117 P 24 0,029 0,036

§ 120 0,034 0,093 S KM71H 48 0,031 0,039

2 80 0,033 0,139 72 0,031 0,055

1n 114 0,032 0,104 96 0,034 0,070
“ KM71H 120 0,032 0,098
138 0,032 0,109

A expressao de todas as isoformas de quitinase foi conseguida, apesar de a
actividade enzimatica parecer ser baixa para algumas recombinantes. No entanto, é

de salientar que estes sdao ainda resultados preliminares, foram ja parcialmente
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reconfirmados, mas é necessario efectuar mais ensaios de inducdo para maior
robustez dos valores.

Pelos resultados do Quadro 13, a proteina recombinante derivada da
construcdo C525XhoNot foi expressa em maior quantidade (1,10U/mg de proteina
total) e as restantes expressas em quantidades mais baixas: C209EcoNot
(0,23U/mg de proteina total), C525EcoNot (0,37U/mg de proteina total) e
C203EcoNot (0,13U/mg de proteina total). Com os dados anteriores tragou-se um
grafico para cada estirpe que mostra como a actividade enzimatica por mg de

proteina total varia com o tempo, Figuras 18 e 19.

0,4 - Actividade Quitinolitica 0,366
KM71H

—— KM71H+WT
—@— KM71H+pPIC
KM71H+C525XN
—&— KM71H+C525EN
—#—KM71H+C209EN
KM71H+C203EN

Actividade U/mg
o
N

0,0 T T T 1

0 50 100 150 200
Tempo (horas)

Figura 18 — Variagao da actividade quitinolitica ao longo do tempo para as amostras seleccionadas das quatro construgdes na
estirpe KM71H e para a estirpe WT e transfectada com vector nulo.

Pela anadlise da Figura 18, a recombinante C525EcoNot é a que mais
actividade quitinolitica apresenta, quando comparada com a levedura WT, seguida
da recombinante C525XhoNot. A recombinante C209EcoNot apresenta uma
actividade reduzida e comparavel com a da transfeccdo com o vector nulo, assim

como a recombinante C203EcoNot que apods as 50 horas aumenta um pouco.
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Figura 19 - A) Variagdo da actividade quitinolitica ao longo do tempo para as amostras seleccionadas das quatro construcées na
estirpe GS115 e para a estirpe WT e transfectada com vector nulo. B) Pormenor do grafico de A) entre as 48 e as 139 horas.

Analisando a Figura 19, a recombinante que maior actividade quitinolitica
apresenta é a C525XhoNot, quando comparado com a actividade enzimatica
apresentada pelas estirpes WT e transfectada com o vector nulo. A recombinante
gue mais actividade enzimatica apresenta a seguir a C525XhoNot é a C209EcoNot,
sendo que as recombinantes C525EcoNot e C203EcoNot tém uma actividade

enzimatica baixa, quando comparada com a estirpe WT.

O Quadro 14 resume o0s resultados obtidos no Quadro 13 e nas Figura 18 € 19,
para as recombinantes com maior actividade enzimatica no ponto em que essa
actividade é maxima. A actividade quitinolitica que as estirpes controlo apresentam
deve-se exclusivamente ao(s) quitinase(s) enddgeno(s) que a levedura Pichia
pastoris tem, devendo-se as actividades medidas nos extractos das restantes
construgbes ndo apenas aos quitinases recombinantes mas também a actividade
do(s) quitinase(s) enddgeno(s).

Quadro 14 — Valores de actividade quitinolitica em U/mg de proteina total para as amostras que apresentam maior actividade e
controlos respectivos.

Estirpe Construcdao Horas,iou/ma U/Mmg

WT 24 0,107
pPICZaA 54 0,120

GS115 C525XhoNot 24 1,100
C209EcoNot 120 0,233
C203EcoNot 24 0,133

WT 138 0,157

KM71H pPICZaA 48 0,035
C525EcoNot 139 0,366

E de notar (Quadro 14) que a actividade quitinolitica méxima do sobrenadante
de cada recombinante é superior a das estirpes controlo (GS115 e KM71H, WT e
transfectadas com pPICZaA nulo), excepto para a recombinante C203EcoNot, que

apresenta uma actividade enzimatica semelhante a do controlo transformado com o
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vector nulo. Este resultado surge de forma algo esperada pois a construcao C203
nao compreende a regido codificante completa de um gene de quitinase, apesar de
compreender a regidao do centro activo do enzima, faltando-lhe cerca de 200pb na
extremidade 5'.

Outro factor interessante é a alteracdo na expressdao de quitinases
enddgenos quando a levedura é transfectada com o vector nulo. Para a estirpe
GS115, esta alteracdo é quase ndo significativa mas, para a estirpe KM71H, nota-se
uma reducdo drastica na expressao de quitinases enddgenos, devido talvez ao facto
de a insercdo ter ocorrido num local do DNA da levedura essencial a expressao
deste enzima. Seleccionaram-se os melhores momentos para cada isoforma para
repetir os ensaios de inducao para posterior purificacdo da proteina.

Noutros trabalhos ja realizados, a expressdo de quitinases de Beauveria
bassiana, na estirpe GS115, mostrou uma actividade maxima as 48 horas de
1U/mL, aproximadamente (Fan 2007). Tentando converter os resultados obtidos
em unidades comparaveis (Quadro 15) verifica-se que a actividade enzimatica das

proteinas recombinantes expressas neste trabalho é baixa.

Quadro 15 — Valores de U/mL de sobrenadante e mg de GInNAc/mL de sobrenadante para as amostras que apresentam maior
actividade e controlos respectivos.

Estirpe Construcdao Horas,i,, U/mL mg(GInNAc)/mL

WT 24 0,298 0,164
pPICZaA 54 0,360 0,198

GS115 C525XhoNot 24 0,322 0,177
C209EcoNot 120 0,429 0,236
C203EcoNot 24 0,306 0,168

WT 138 0,342 0,188

KM71H pPICZaA 48 0,337 0,185
C525EcoNot 139 0,448 0,246

A baixa expressdo destas proteinas recombinantes pode dever-se a varios
factores, entre os quais a insercao de apenas 1 cdpia de DNA recombinante em
cada estirpe (Figura 15). Se a insercdo de mais copias tivesse ocorrido, seria de
esperar um aumento da expressao dos quitinases. O local em que a cdpia € inserida
também pode interferir com a melhor ou pior expressao da proteina. Apesar de a
integracao ser especifica, se a molécula recombinante for inserida, por algum erro,
num local vital ao desenvolvimento da levedura, pode ndo se dar a expressao
conveniente.

Por outro lado, e apesar de se ter realizado o estudo em estirpes com
genotipos diferentes, as estirpes escolhidas podem nado ser as mais indicadas para
expressar as proteinas em causa, podendo haver outras que melhor expressem
estas proteinas. Das duas estirpes utilizadas, a que parece expressar melhor a
proteina é a GS115 ja que trés das quatro proteinas recombinantes expressas
apresentam maior actividade enzimatica quando clonadas nesta estirpe e apenas

uma quando clonada na estirpe KM71H.

53



Resultados e Discussao

As condigOes de crescimento podem, também, ter afectado, de algum modo,
a expressdo das proteinas, apesar de terem resultado como as mais indicadas para

a expressao, neste caso.

Os diferentes sinais de secrecdo inseridos nas proteinas podem ajudar a
perceber as diferencas na expressao das mesmas. Apesar de o factor-a de S.
cerevisae ja ter demonstrado inUmeros sucessos, ndo parece ter proporcionado
uma melhor expressao neste caso. Ou seja, a isoforma C525 quando expressa com
o sinal nativo de secrecdao é a que mostra maior actividade, quando clonada em
GS115.

Infelizmente ndo é ainda possivel inferir sobre se a isoforma C525 expressa
uma proteina com maior actividade quitinolitica do que a isoforma C209, pois ndo
s6 ndo foi possivel obter colénias recombinantes da construcdo da isoforma C209
com o sinal nativo de secrecdao, o que permitiria perceber se a maior expressao se
deve exclusivamente ao sinal de secrecdo ou também a isoforma, como a analise
da actividade do sobrenadante esta directamente dependente do transformante.
Sera necessario purificar a proteina (trabalho ja em curso) para, entdo, poder
avaliar o poder quitinolitico de cada isoforma. Apesar disso, comparando as
proteinas recombinantes com o factor-a, nota-se que a que parece ter maior U/mg
de proteina total é a isoforma C525, sugerindo que é esta a isoforma com maior

potencial quitinolitico.

Por Gltimo, um factor que poderia influenciar a baixa expressdo da proteina
¢é a diferenca de glicosilagdo entre a levedura e o hospedeiro natural. Os padroes de
glicosilagdo das quatro recombinantes foram analisados quanto aos dominios Asn-
X-Ser/Thr (NetNGlyc 1.0 Server) e ndo foram detectados quaisquer aminoacidos
passiveis de sofrer N-glicosilacdo. Relativamente a O-glicosilacdo, e como mostra o
Anexo 7, quando analisado o contelddo em Ser e Thr (NetOGlyc 3.1 Server),
encontraram-se residuos passiveis de serem O-glicosilados. Uma falha neste
processo pode impedir o correcto folding das proteinas em questdo e originar uma
actividade enzimatica baixa. E ainda de referir que a glicosilacdo na levedura ndo
tem que ocorrer nos mesmos locais do hospedeiro natural, o que pode levar a
diferencas de expressdo, e que sequéncias ndo glicosiladas no hospedeiro original

podem ser glicosiladas na levedura.

No entanto, outros trabalhos apontam também para baixas actividades de
genes de quitinases em expressdo heteréloga. A expressdo de um gene de
quitinase de Oryza sativa L., na estirpe GS115, mostrou uma concentragdo de
enzima maxima as 36 horas de 4ug/mL (Truong 2003), valores ainda mais baixos

do que os obtidos neste trabalho (Quadro 15).
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A analise por SDS-PAGE realizou-se em condigGes desnaturantes, e com géis
de 5%T (concentracdo) e 12%T (resolvente), corados com nitrato de prata. As
amostras utilizadas foram os sobrenadantes dos pontos escolhidos para analise. Os
resultados obtidos nao foram satisfatérios jd que ndo ocorreu a identificacdo de
nenhuma banda passivel de corresponder a proteina em estudo, com cerca de
31,6kDa. Assim, tentaram analisar-se os precipitados, também referentes aos
pontos escolhidos, mas mais uma vez ndo se obtiveram resultados satisfatérios.
Pensou-se que este facto poderia estar relacionado com baixa concentracdo da
proteina no meio e procedeu-se a uma liofilizacdo das amostras e a novo SDS-PAGE
mas nao se obtiveram resultados, mais uma vez. Provavelmente, a quantidade de
amostra liofilizada (500uL) ndo foi suficiente. Optou-se por crescer a cultura em
larga escala e purificar primeiro a proteina, com recurso ao kit ProBond™
Purification System da Invitrogen (trabalho em curso), para depois realizar nova
analise SDS-PAGE.

Assim, em conclusdo, os transformantes que melhor expressaram a proteina
introduzida sdao o que transporta a construgdo C525EcoNot na estirpe KM71H, o que
transporta a C525XhoNot e o que transporta a C209EcoNot ambas na estirpe

GS115, e destas o que se revela melhor é a recombinante C525XhoNot (Figura 20).

1,2 - . . e s
, Actividade Enzimatica
24; 1,100
1,0 -
—— KM71H+C525EN
0,8 i GS115+C525XN
GS115+C209EN
-1+
£ 06 -
o]
0,4 - 139; 0,366
120; 0,233
02 - L
y < v
0,0 T T 1
0 50 Tempo (horas) 100 150

Figura 20 — Variagao da actividade enzimatica ao longo do tempo para as construgbes seleccionadas das duas estirpes GS115 e
KM71H.

E necessario ter em conta que estes resultados sdo apenas preliminares e
que é necessario realizar replicados destas determinagdes experimentais.

As construcdes escolhidas serdao usadas para a producdao em larga escala das
isoformas de quitinase correspondentes, para depois proceder a purificacdo das
proteinas e avaliagdo do potencial antifingico que possam ter, em relagdo a fungos

fitopatogénicos de macieira e pereira.
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Conclusao e Perspectivas

Este trabalho visou a clonagem de sequéncias que codificam quitinases
acidos de classe III de macieira ‘Royal Gala’, e a expressdo das proteinas
correspondentes, em Pichia pastoris.

Para tal, clonaram-se trés genes que codificam os quitinases (C525, C209 e
C203), com sequéncias secretoras diferentes (num total de cinco construcdes
distintas), em duas estirpes de Pichia pastoris (GS115 e KM71H), e avaliou-se a
actividade quitinolitica das culturas contendo estas isoformas. Clonaram-se com
sucesso quatro das cinco construgdes preparadas, a C525, C209 e C203 com o sinal
de secrecdao a-factor de S. cerevisiae e a isoforma C525 com o sinal nativo de
secrecdo, nas duas estirpes. Nao foi possivel clonar a isoforma C209 com o sinal
nativo de secregcdo, apesar de a transfeccdo de ambas as estirpes de levedura ter
dado origem a coldnias. Uma analise de Southern sugere a presenca de apenas

uma coépia de cada construcdo recombinante correspondente.

Fazendo uso das diferentes sensibilidades ao metanol que as duas estirpes
apresentam, induziu-se a expressdo das proteinas clonadas e realizaram-se testes
enzimaticos com o intuito de perceber quais as construgdes que permitiram registar
maior actividade quitinolitica nas respectivas culturas.

Verificou-se que culturas com os genes C525 ou C209 introduzidos
apresentaram maior actividade enzimatica, quando comparadas com as estirpes
correspondentes WT e transfectada com o vector nulo, evidenciando a expressao
das proteinas heterdlogas. Escolheram-se as trés construgodes cujos transformantes
apresentaram maior actividade quitinolitica, em relacdo a proteina total expressa.
Sao elas as isoformas C525 com o sinal de secrecao nativo e C209 com o sinal de
secrecdo g-factor, clonadas na estirpe GS115 (1,100U/mg de proteina as 24h e
0,233U/mg de proteina as 120h, respectivamente), e a isoforma C525 com o ag-
factor, clonada na estirpe KM71H (0,366U/mg de proteina as 139h). Estes valores
sdo intermédios em relacdo a valores encontrados na literatura para expressdo
heterdloga de quitinases em Pichia pastoris. Das trés construgdes, a primeira foi a
que expressou melhor e mais rapidamente a proteina.

Estes resultados sugerem, assim, que a clonagem heterdloga em Pichia
pastoris € um método adequado para expressar estas proteinas. N3o obstante, a
analise de SDS-PAGE dos precipitados e dos secretomas respeitantes aos diferentes
momentos ndo se revelou conclusiva, provavelmente devido a baixa concentragdo

proteica das amostras.

O projecto em que se insere este trabalho visa a avaliagdo do potencial
antifungico dos quitinases expressos. Os transformantes das trés construgdes

seleccionadas, e as condigdes de crescimento optimizadas, serdao utilizados em
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culturas de larga escala para produzir e purificar grandes quantidades das proteinas
correspondentes. Estas proteinas puras serdao caracterizadas (por SDS-PAGE e teste
enzimatico) e seguidamente testar-se-a o seu poder antifingico em macieira e
pereira, ou seja, determinar-se-a& qual apresenta maior actividade quitinolitica em

relacdo a quitina de fungos fitopatogénicos destas duas fruteiras.
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ANEXOS

ANEXO 1: Composicao dos Meios de Cultura

Todos os reagentes que compdem os meios foram dissolvidos em agua
destilada e autoclavados a 120°C, 1,4 bar, por 20 minutos, salvo quando indicagao
do contrario. Os antibidticos foram adicionados apds arrefecimento até 50°C,
aproximadamente. Os meios de cultura utilizados foram:

e LB (Luria-Bertani) com canamicina (50 pg/mL):

Para 1000mL - liguido
Triptona - 1%
Extracto de levedura - 0,5%
Cloreto de sédio - 1%
Agua destilada
AcertaropHa 7,0
Para LB sdlido
Canamicina 50mg/mL

10g

59

10g
950mL

15g de agar
1000pL

o LBowsar (Luria-Bertani Low Salt) com zeocina (25 pg/mL):

Para 1000mL - liquido
Triptona - 1%
Extracto de levedura - 0,5%
Cloreto de sddio - 0,5%
Agua destilada
AcertaropHa 7,5
Para LB, sdlido
Zeocina 100mg/mL

e LBemp (adaptado de Luria-Bertani):

Para 100mL - liguido
PEG 3350 - 20%
DMSO- 10%
Cloreto de magnésio - 50mM
LB Caldo - 0,5x
Agua destilada

e SOC:
Para 1000mL - liguido

Triptona - 2%
Extracto de levedura - 0,5%
Cloreto de sodio
Cloreto de potassio
Cloreto de magnésio
Sulfato de magnésio
Agua destilada
AcertaropH a 7,0
Glucose 1M
Para SOB

e YPD com zeocina (100 pg/mL):
Para 1000mL - liguido

Triptona - 2%
Extracto de levedura - 1%
Agua destilada
Dextrose 10x - 2%
Para YPD solido
Zeocina 100mg/mL

15g d

e agar

250pL

20g

10mL
1,01g
50mL
40mL

20g

59

0,58¢g

0,199

2,03g

3,969

2,469

950mL

20mL

Nao adicionar glucose

20g
10g

900mL
100mL, apds autoclavar

20g

de agar

1mL



e YPDS com zeocina (100 ug/mL):
Para 1000mL - liquido
Triptona - 2%
Extracto de levedura - 1%
Sorbitol - 1M
Agua destilada
Dextrose 10x - 2%
Para YPD solido
Zeocina 100mg/mL

ANEXOS

20g

10g

182,29

900mL

100mL, apos autoclavar
20g de agar

1mL

e MD e MDH (Meio Minimo com Dextrose + Histidina):
Para 1000mL - liguido: Autoclavar a agua destilada e adicionar os reagentes

aos 60°C
YNB - 1,34%
Biotina - 4x107°%
Dextrose - 2%
Agua destilada
Para MDH
Para meio sélido

100mL YNB 10x

2mL Biotina 500x

100mL Dextrose 10x

800mL

10mL Histidina 100x

15g de agar a agua a autoclavar

e MM e MMH (Meio Minimo com Metanol + Histidina):
Para 1000mL - liguido: Autoclavar a agua destilada e adicionar os reagentes

aos 60°C
YNB - 1,34%
Biotina — 4x10°%
Metanol - 0,5%
Agua destilada
Para MMH
Para meio soélido

100mL YNB 10x

2mL Biotina 500x

100mL Metanol 10x

800mL

10mL Histidina 100x

15g de agar a agua a autoclavar

¢ BMGY e BMMY (Meio Tamponado Complexo com Glicerol/Metanol):
Para 1000mL - liguido: Autoclavar o extracto de levedura e a peptona
dissolvidos em agua e adicionar os reagentes aos 60°C

YNB - 1,34%

Biotina - 4x107°%

Extracto de levedura - 1%
Peptona - 2%

Fosfato potassio pH 6 — 100mM
Agua destilada

Para BMGY

Para BMMY

2mL Biotina 500x

10g

20g

100mL de um tampao 1M

700mL

100mL Glicerol 10x - 1% glicerol
100mL Metanol10x - 0,5% metanol
100mL YNB 10x



ANEXO 2: Composicao de Solucdoes e Tampoes
Todas as solucdes e tampodes foram preparados segundo Sambrooks et al.

(1989), excepto quando indicado em contrario.

Quadro 16 — Composicdo e concentragées das solugdes utilizadas ao longo do trabalho.

ANEXOS

Solucao Composicao Concentracao final Utilidade
Tampao TAE 1x Tris-Acetato 40mM
(tampao Tris-acetato) EDTA 1mM
- S— . Analise por
Tampao de aplicacao Tris pH 7,5 0,1M
electroforese em
Glicerol 2%
gel de agarose
EDTA 0,1M
Azul bromofenol 20%
Etanol 70% Etanol 70%
Agua destilada 30%
Acetato de Soédio Acetato Sddio hidratado 4,97M

3M, pH5,2 Agua destilada Acertar volume N
Acido acético glacial Acertar pH Pre.ci-pitafao ¢
Acetato de Amoénio Acetato de amonio 7,5M purificagao de
7,5M Agua destilada Acertar volume DA
Fenol: Cloroférmio: Fenol 25%
Alcool isoamilico Cloroférmio 24%
Conservada a 4°C, toéxico Alcool isoamilico 1%
dNTPs, pH 7 Adenina
Guanina
Citosina 100mM Reacgao de PCR
Timina
Conservada a -20°C
Agarose 2% Agarose (Invitrogen) 2%
TAE 50x 2%
Greensafe 0,025puL/mL
Géis conservados a 4°C Agua destilada Acertar volume Géis para
Agarose 1,2% Agarose (Invitrogen) 1,2% electroforese
TAE 50x 2%
Greensafe 0,025pL/mL
Géis conservados a 4°C Agua destilada Acertar volume
Canamicina* Canamicina 50mg/mL Selecgao de
Conservada a -20°C Agua destilada Acertar volume microrganismos
Zeocina* Zeocina 100mg/ml
Conservada a -20°C Agua destilada Acertar volume
X-gal* X-gal 50 mg/mL *solugdes
N,N - Dimetilformamida 2 mL filtradas para

Conservada a -20°C

esterilizacao

Vi
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SDS 10% SDS 10% )
, ) Varios fins
Agua destilada Acertar volume
Solugao I Glucose 50mM
pH 8,0 Tis-HCI 25mM
Conservada a 4°C EDTA 10mM
Solucgao II NaOH 0,2N .
Extracao de DNA
Preparada na hora SDS 1% )
, . plasmidico em
Agua destilada Acertar volume
- S— pequena escala
Solugao III Acetato de potassio 5M
Conservada a 4°C Acido acético glacial 3M

Agua destilada

Acertar volume

YNB 10x* YNB sem sulfato de aménia 13,4%

nem aminoacidos

Sulfato de amoénia 100g-1L

Agua destilada Acertar volume
Biotina 500x* Biotina 0,02%

Agua destilada Acertar volume
Histidina 100x* Histidina 0,4%

Agua destilada Acertar volume
Dextrose 10x Dextrose 20%

Agua destilada

Acertar volume

Metanol 10x*

Metanol

Agua destilada

5%

Acertar volume

Glicerol 10x

Glicerol

Agua destilada

10%

Acertar volume

Preparagao de
meios para
crescimento de

leveduras

*solugdes
filtradas para

esterilizagcao

Tampao Fosfato de K,HPO4 iM
Potassio KH,PO, iM
1M, pH6,0 Agua destilada Acertar volume
Solugao SCED Sorbitol 1M
pH 7,5 Citrato 10mM
EDTA 10mM
Preparada no momento DTT 10mM
Segundo manual do kit Agua destilada Acertar volume Extracao de DNA
SDS 1% SDS 1% gendmico de
Agua destilada Acertar volume levedura em
Acetato de potassio Acetato de potdassio 5M pequena escala
pH 8,9 Agua destilada Acertar volume
Tampao TE Tris-HCI (Acros) 10mM
pH 7,4 EDTA (Sigma) 1mM

(tampao Tris-EDTA)

Agua destilada

Acertar volume
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Tampao de breaking Fosfato de Sddio 50mM
pH 7,4 PMSF 1mM Preparacao dos
EDTA 1mM pellets para SDS-
Glicerol 5% PAGE
Segundo manual do kit Agua destilada Acertar volume
Tampao SDS-PAGE 4x Tris HCI pH 6,8 200mM
DTT 400mM B
Preparagao das
SDS 8%
amostras para
Azul de bromofenol 0,4%
- o SDS-PAGE
Tampao de aplicacao Glicerol 40%
Agua destilada Acertar volume
Tampao Tris-glicina Tris 250mM N
Tampao de
5x Glicina 250mM
corrida de SDS-
SDS 0,1%
- , PAGE
Tampao de electroforese Agua destilada Acertar volume
Tampao Tris Tris-base 1,5M
1,5M, pH 8,8 Agua destilada Acertar volume N
- Preparagao dos
Tampao Tris Tris-HCL 1M )
, geéis para SDS-
1M, pH 6,8 Agua destilada Acertar volume
7% PAGE
PSA Persulfato de amoénio 10%
Agua destilada Acertar volume
Nitrato de prata Nitrato de prata 0,1%
Agua destilada Acertar volume
Etanol:Ac. Acético:H,0 Etanol 30% Coloragao e
Acido acético 10% revelagao dos
Agua destilada 60% géis de SDS-
Solugao de Revelagao Na,COs 2,5% PAGE
Formaldeido 0,02%
Agua destilada Acertar volume
Despurinante HCI 0,25M
Agua destilada Acertar volume
Tampao Desnaturagao NaCl 1,5M
NaOH 0,5M
Agua destilada Acertar volume
Tampao Neutralizagao Tris.HCI iM
Southern blot
pH 7,5 NaCl 1,5M
Agua destilada Acertar volume
SSC NaCl 0,3mM
20x, pH 7,0 Citrato sddio 0,03mM
NaOH Acertar pH

Agua destilada

Acertar volume
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Tampao HB1 DH 10x
SSC 3x
SDS 0,1%
Salmon sperm 100pg/mL
Tampao Bloqueio Reagente de Blocking 10%
Tampao acido maleico 1x
Tampéao acido maleico Acido maleico 1M
10x, pH 7,5 NaCl 1,5M Southernblot
, (cont.)
Agua destilada Acertar volume
Tampao Lavagem Tampao acido maleico 1x
Tween 20 0,3%
Agua destilada Acertar volume
Tampao Detecgao Tris.base 100mM
pH 9,5 NaCl 100mM
Agua destilada Acertar volume
BSA Albumina de soro de bovino 1,4 mg/mL Quantificacao
Agua destilada Acertar volume proteica
Solugao substrato Glicolquitina 0,1%
Acetato de sodio, pH 4 50mM
Ferricianeto de potassio Ferricianeto de potassio 0,1%
Carbonato de sddio 0,5M Activid,ade
enzimatica

p-Dimetilamino-
-benzaldeido

Agua destilada

Acido acético glacial
Acido cloridrico
p-DMAB

Acertar volume
Acertar volume
0,1%

1%
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ANEXO 3: Padrao de Separacao das Bandas apds Electroforese
dos Marcadores Utilizados

GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder
0’GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder,
ready-to-use
= bpng/05Spg % b
Lambda DNA/EcoRI+Hindlll Marker, 3 P
bp ng/0Spg %
— 21226* 2188 43.8
1000 450 9.0
5148 531 106 0 45
/o3 513 103 & A I — =
— 4268 4.0 88 > — 700 450 9.0 Ll — 500
— 3520* 36.4 7.3 é — 600 450 9.0 el — 700
- £ 500 1150 230 [Ee=l— 600
5 B — 400 400 80
2 _ 2027 209 42 g —300 200 50 [Renl 5%
£ — fo4 196 39 = " i
& _ {584 163 33 o 200 D 80 me
8 — 1375 142 28 L _ 100 400 80
@ k= ’ DR — )
Y _ 043 8 =
o — ST
2 = — B
g ~564 58 1.2 0.5 pigfane, 8 cm length g,
& 1XTBE, 5 Viem, 1 h 2
0.5 yg/hne, 8 cm length o2, g
1X TAE, 7 Viem, 45 min g
Range 2 =kl
13 fragments (n bp): 21226%, 5148, 4973, 4268, £
3530%, 2027, 1904, 1584, 1375, 947, 831, 564, 125 0.5 plane, 20 cm length gel,
(it comprises 0.3%). 1XTAE, 8 \Vem,3 h
SIZE (bp) ng/BAND
10000 100
7500 75
6000 60
5000 50
4000 40
3000 30
2500 25
2000 20
1400 14
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ANEXO 4: Sequéncias Isoladas de DNA Genémico

e Sequéncia de DNA da isoforma C203

CCAGAAATCAAGTCATGCCAAGCCAAGGGGATTAAAGTCATACTCTCCAGAGGAGGAGCTTCTGGGAGCT
ACTCTCTAGCTTCAGCTGATGATGCAAGGCAAGTTGCAACTGACTTGTGGAACAACTTCTTGGGAGGGCA
TTCCTCGTCAAGGCCGTTGGGAGCTGCAGTATTGGATGGAATTGACTTTGATATTGAAGGAGGGACTGAC
CAACATTGGGATGACCTTGCTAAGTACCTATCTGGATATAGCAAGAGAGGCAAGAAAGTCTACTTGACCG
CTGCCCCACAATGTCCCTTTCCTGATGCTTGGATTGGAAATGCACTTAAGACAGGCCTCTTTGACAATGT
TTGGGTTCAGTTCTACAACAACCCTCCCTGTCAGTACACTTCCGGCGACGTGGCCAATCTAGAGGACGCT
TGGAAGCAGTGGACTTCAGCCATCCCTGCACATAAGATTTTCTTGGGGTTGCCTGCTGCTCCTCAGGCTG
CCGGTAGCGGTTTTATTCCTGCTTCTGATCTCAACTCACAAGTCCTTCCGGCTATTAAAAATTCGGCTAA
GTATGGAGGTGTCATGCTTTGGTCCAAATATTATGATGATCTTGATGGATACAGCTCCTCCATCAAGAGT
CATGTCTA

e Sequéncia de DNA da isoforma C209

ATGGCTTCAAAGTCCACAATGTCCCTAGCATTGCTCTCTTTAGTGACACTAGTTCTGGCTTTGGGGGCTA
ATGCCGGTGGAATAGCTATATATTGGGGTCAAAATGGGAATGAAGGCACGTTAGCGGAAACTTGTGCTAC
AGGGAATTACCAATATGTAAACGTAGCTTTTCTCACCACCTTCGGCAATGGCCAAACCCCCGCCATCAAC
CTAGCCGGTCACTGTGTCCCAACGACCGATGAATGCACCAAGTTGAGCCCAGAGATCAGGTCATGCCAAG
CCAAGGGGATTAAGGTCATACTTTCCATTGGAGGAGCTTCTGGGAGCTACTCTCTAACTTCAGCAGCTGA
TGCAAGGCAAGTTGCAACTTACTTGTGGAACAACTTCTTGGGAGGGCATTCGTCGTCGAGGCCATTGGGA
GCTGCAGTATTGGATGGAATTGACTTTGATATTGAGGGAGGGACTGACCAATATTGGGATGACCTTGCTA
GGTACCTATCTGGATATAGCAAGAGAGGCAAGAAAGTTTACTTGACTGCTGCCCCACAATGTCCCTTTCC
TGATGCTTGGATTGGAAATGCACTTAAGACAGGCCTCTTTGACAATGTTTGGGTTCAGTTCTACAACAAC
CCTCCCTGTCAGTACACTTCCGGCGACGTGGCCAATCTGGAGGACGCTTGGAAGCAGTGGACTTCAGCCA
TCCCTGCACATAAGATTTTCTTGGGGTTGCCTGCTGCTCCTCAGGCTGCCGGTAGCGGTTTTATTCCTGC
TTCTGATCTCAACTCACAAGTCCTTTCGGCTATTAAAAGCTCGGCTAAGTATGGAGGTGTCATGCTTTGG
TCCAAGTATTATGATGATCTTGATGGATACAGCTCCTCCATCAAGAGTCATGTCTAA

e Sequéncia de DNA da isoforma C525

ATGGCTTCAAAGTCCACAGCAACGTTCCTAGCATTGCTCTCTTTAGTGACACTAGTTCTGGCTCTCGGGG
CTAATGCCGGTGGAATCGCAATATATTGGGGTCAGAATGGTAATGAAGGCACATTAGCAGAAACATGTGC
TTCAGGGAATTACCAATTTGTAAACGTAGCTTTTCTCACCACCTTCGGCAACGGCCAAACGCCTGCAATC
AACCTAGCCGGTCACTGTGACCCAACGACAGAAGAATGCACCAAATTGAGCCCAGAAATCAAGTCATGCC
AAGCCAAGGGGATTAAAGTCATACTCTCCATAGGAGGAGCTTCTGGGAGCTACTCTCTAACTTCAGCTGA
TGATGCAAGGCAAGTTGCAACTTACCTGTGGAATAATTTCTTGGGAGGGCAATCGTCGTCGAGGCCATTG
GGAGCTGCCGTTTTGGATGGAATTGATTTTGACATCGAGGGAGGGACTGACCAACATTGGGATGACCTAG
CAAGGTACCTCTCTGGATATAGCAAGAGAGGCAAGAAAGTTTACTTGACTGCTGCCCCACAATGTCCCTT
TCCTGATGCTTATGTTGGAAATGCACTTAAGACGGGCCTCTTTGACAATGTTTGGGTTCAGTTCTACAAC
AACCCTCCCTGCCAGTACGCTTCTGGGGATGTGACCAACCTTGAAGACGCCTGGAAGCAGTGGACTTCAG
CCATCCCTGCAGATAAGATTTTCTTGGGATTGCCTGCTGCACCTCAAGCTGCTGGTAGCGGGTTTATTCC
TGCTACTGATCTTAGCTCACAAGTTCTTCCGGCTATTAAAAGTTCGGCTAAGTATGGAGGCGTCATGCTT
TGGTCCAAGTATTATGATGATCTTGATGGATACAGCTCCTCCATCAAGAATGATGTCTAG
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ANEXO b5: Sequéncia nucleotidica parcial dos vectores

utilizados
A) pPICZaA
5" end of AQXT mRMNA 5" ACKT priming site
| T
B11 AACCTTTTTT TTTATCATCA TTATTASCTT ACTTTCATAR TTGCGACTGGE TTCCARTTGA
=1
871 CARGCTTTTG ATTTTARCGA CTTTTARACGA CAACTTGAGR AGATCARARAR ACRACTAATT
T
b31 ATTCGARACG ATG AGA TTT CCT TCA ATT TTT ACT GCT GTT TTA TTC GCA GCA
Met Arg Fhe Fro S5er Ile Fhe Thr Ala WVal Leu Fhe Ala Ala
D83 TCC ToC GCA TTA GCT GOT CCA GTC ARC ACT ACK ACA GAR GAT GRA RACG GCAR
Ser Ser Ala Leu Ala Ala Pro Val BAsn Thr Thr Thr Glu Asp Glu Thr Ala
a-lachor sigRal sequence
1034 CAR ATT CCG GCT GRA GCT GTC ATC GGT TAC TCA GAT TTA GAR GGG GAT TTC
Gln Ile Fro Ala Glu Ala Val Ile Gly Tyr Ser Asp Leu Glu Gly Asp Fhe
1085 GAT GTT GCT GTT TTG CcCA TTT TCC ARC AGC ACK BRAT BAC GGG TTA TTG TTT
Agp Val Ala Wal Leuw Fro Phe Ser Asn Ser Thr Asn Rsn Gly Leu Leu Fhe
Jﬂ?f'l*
1136 ATA AAT ACT ACT ATT GOU AGC ATT GOT GOT AAR GRA GAR GGG GTA TOT CTC
Ile Asn Thr Thr Ile ARla Ser Ile Ala Ala Lys Glu Glu Gly val Ser Leu
S T EcoR|  Pmil Sl BsmB | AspT18 |
L1187 GAG ARR AGHR GAG GCT GAA Gcﬂ GAATTCAC GTGGCCCAG CCGGCCGTC TCGGATCGGET
Glu Ly=s Arg Glu J‘J-_laili‘rlu P.'_al
Ste13 signal cleavage
Kprll!_.lk'hul Sau:l'll i‘:lurl ml:-&l ; e epitoge
1244 ACCTCGRGCD GOGGLGGECC GUCAGCTTTC TA GAA CAR ARAR CTC ATC TCA GRA GAG
Glu Gln Lys Leu Ile Ser Glu Glu
palyhislidine tag
- 1 I ]
1299 GAT CTG AART AGC GCC GTC GAC CAT CAT CAT CAT CAT CAT TGAR GTTTGTAGCC
Asp Leu Asn Ser Ala Val Asp His His His His His His =+»
1351 TTAGACATGA CTGTTCCTCA GTTCAAGTTG GGCACTTACG AGARGACCGG TCTTGCTAGA
3" AQXT priming site
I 1
1411 TTCTAATCAR GAGGATGETCA GARTGCCATT TECCTGRGAS ATGCARAGGCTT CATTTTTGEAT
3 polyadenylation site
]
1471 ACTTTTTTAT TTGTAARCCTA TATAGTATAG GATTTTITTT GTCATTTTSET TTCTTCTCGET

Xii
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B) pCRII

lacdo ATG
W13 Reverse Primer | Sph Promoter ¥
CaG GAS ACA GCT ATG AQCATG ATT ACG CCA AGC TIAT TTA GGT GAC ACT ATA GAA
GTC CTT TGT CGA TAC THGTAC TAA TGE GGET TCOG A TA AAT CCA CTG TGA TAT OTT

Nzl Hind 11 Kprm | Sa.:lzl Ellarrrl-ll Spe |
1

| 1 |
TAC TCA AGC TAT GCA TCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA GTA ACG GCC
ATG AGT TCG ATA CGT AGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT CAT TGC CGG

BstX | EcoRI EcoR | EcoR
| | | J
GCC AGT GTG CTG GAA TTC GGC TT PCR Product o GOC Gaa TTC TGS AGA TAT
CGEG TCA CAC GAC CTT AAG CCG A B T T CGG CTT AAG ACG TCT ATA
Bstx | Aot | Mho Nsil Xbal Apal

J 1 | [ | —_—
CCA TOA CAC TGS CGG COG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG COC AAT TOG|CCC TAT
GGET AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGE |GGG ATA

T7 Promoier M13 Forward {-20) Primer
AGT GAG TCG TAT TACAAT TCA [CTG GCC GTC GTT TTA GQQAA CGT CGT GAC TGGE GAA AAC
\ TCA CTC AGC ATA AT|GTTA AGT |GAC COG CAG CAA AAT GTT GCA GCA CTG ACC CTT TTG /

Comments for pCR®II
3971 nucleotides

xiii



ANEXOS

ANEXO 6: Sequéncias de DNA dos Fragmentos introduzidos em
Pichia pastoris

e Sequéncia de DNA da isoforma C203EcoNot-PIC
! g w 3 4 a0 o m & w
CTAATTATTC GAAACGATGA GATTTCCTTC AATTTTTACT GCTGTTTTAT TCGCAGCATC CTCCGCATTA GCTIGCTCCAG TCAACACTAC
IUIU 11|0 12:0 ISIU vlw 15|0 IGIU I?IU ISIU
AACAGAAGAT GAAACGGECAC AAATTCCGGC TGAAGCTGTC ATCGGTTACT CAGATTTAGA AGGGGATTTC GATGTTGCTG TTTTGCCATT
1?0 2EIIU 21|El 22:0 2:?[! 2‘}0 2.‘)IU EE:U ZFIU
TTCCAACAGD ACAAATAACG GGTTATTGTT TATAAATACT ACTATTGCCA GUATTGCTGEGC TAAAGAAGAA GGGGTATCTC TCGAGAAAAG
28|U QQIU SUIU 31|U 32:0 3?0 310 35:0 SGIU
AGAGGCTGAA ATTCC CAGAAATCAA GTCATGCCAA GCCAAGGGGA TTAAAGTCAT ACTCTCCAGA GGAGGAGCTT CTGGGAGCTA
SFIU SSIU SQIU 40|U 41|U 42:0 43|U 410 4?0
CTCTCTAGCT TCAGCTGATG ATGCAAGGCA AGTTGCAACT GACTTGTGGA ACAACTTCTT GGGAGGGCAT TCCTCOGTCAR GGCCGTTIGGE
4(?0 4?IU 48|U 4QIU 5UIU 51|U 51:0 53|U 5‘?0
AGCTGCAGTA TTGGATGGAA TTIGACTTTGA TATTGAAGGA GGGACTGACC AACATTGGGA TGACCTTGCT AAGTACCTAT CTGGATATAG
55|U 56|U 5?IU 58|U 5Q|U SUIU SWIU 61:0 8?0
CAAGAGAGGC AAGARAGTCT ACTTGACCGC TGCCCCACAA TGTCCCTTTC CTGATGCTTG GATTGGAAAT GCACTTAAGA CAGGCCTICTT
8110 BSIU BSIU B?IU BSIO BQIU ?OIU ?1IU ?ZI‘U
TEACAATGTT TGGETTCAGT TCTACAACAA CCCTCCCTGT CAGTACACTT CCGECGACGET GGUCAATCTA GAGGACGCTT GGAAGCAGTG
??U ?‘Iw ?5:0 ?ﬁlﬂ ??IU ?SIU ?QIU SUIU 81|U
GACTTCAGCC ATCCCTGECAC ATAAGATTTT CTTGGGEGTTG CCTGECTGCTC CTCAGGCTGC CGETAGCGGET TTTATTCCTG CTTCTGATCT
82:0 8?0 810 85:0 SSIU SFIU SSIU SQIU QUIU
CAACTCACAA GTCCTTCCGGE CTATTAAAARAR TTCGGCTAAG TATGGAGETGE TCATGCTTTG GTCCAAATAT TATGATGATC TTGATGGATA
91|U QZI‘U QSIU 910 95|U QSIU QTIU QSIU QQIU
CAGCTCCTCC ATCAAGAGTC ATGTCGCGGL CGUCAGCTTT CTAGAACAAR AACTCATCTC AGAAGAGGAT CTGAATAGCG CCGTCGACCA
1.UIUU 1 .qw 1 .UIQU 1 .UISD 1.0|39
TCATCATCAT CATCATTGAG TTTGTAGCCT TAGACATGAC TGETTCCTCA

I1 IIU
CAAAAAMAMCARM

1 1I 1}
AACAGAAGAT

210
ACAAATAACG

Sequéncia de DNA da isoforma C209EcoNot-PIC

a0
!
CTAATTATTC

120
1
GAMACGGCAC

210

GGTTATTGTT

i
GAMACGATGA

1?0
AAATTCCGEEC

2?0
TATAAATACT

)
GATTTCCTTC

m
TEAAGCTGTC

=0
ACTATTGCCA

7
AATTTTTACT

15:0
ATCGEETTACT

250
GCATTGCOTG C

1]
GCTGTTTTA%

1ﬁ|0
CAGATTTAGA

260

70
!
TCGECAGCATC

1?IU
AGGEEATTTC

270
GGEGEGTATCTS

an
1
CTCCGCATTA

18|U
GATGTTGCTE

ZSIU
TCGAGALAAG

an
GCTGCTCCAé

1QIU
TTTTECCATT

200
AGAGGCTGAL

1UIU
TCAACACTAC

QDIU
TTCCAACAGT

SDIU
GCTGAATTCG

31|U 31:0 3?0 3?0 35:0 3ﬁ|0 S?IU SSIU 39|U 40|U
o TATATATTGG GGTCAAAATG GGAATGAAGGE CACGTTAGCG GAAACTTGTG CTACAGGGAA TTACCAATAT GTAAACGTAG CTTTTCTCAC
41|U 42:0 43|U 4‘-;60 4{5:0 45:0 4?IU 48|U 4QIU SUIU
CACCTTOGEGEC AATGGCCAAL CCCCCECCAT CAACCTAGCC GGETCACTGETE TCCCAACGAC CEATGAATGC ACCAAGTTGA GCCCAGAGAT CAGGTCATGC
51|U 52:0 5?0 5?0 55:0 SBIU 5?:0 58|U SQIU BUIU
CAAGCCOAAGG GGATTAAGGT CATACTTTCC ATTGGAGGAG CTTCTGGGAG CTACTCTCTA ACTTCAGCAG CTGATGCAAG GCAAGTTGCA ACTTACTTGT
6810 620 @30 640 850 6a0 a70 [t:0) :1:0) 700

|
GEAACAACTT

CTTGGGAGGé

CATTCGCCG&

v
CEAGGCCATT

GGGAGCTGCi

|
GTATTGGEATG

'
GAATTGEACTT

i
TGATATTGAG

i
GEAGGEACTE

]
ACCAATATTG

?1IU ?QIU ??U ?CIOO ?5:0 ?ﬁID ??IU ?SIU ?QIU SDIU
GEATGACCTT GCTAGGTACC TATCTGGATA TAGCAAGAGA GECAAGAAAG TTTACTTGAC TGCTGCCCCA CAATGTCCCT TTCCTGATGC. TTGGATTGGA
81|U 82|U 8?0 8?0 85:0 SGID SFIU SSIU SQIU QDIU
AATGCACTTA AGACAGGCCT CTTTGACAAT GTTTGEGETTC AGTTCTACAA CAACCCOTCCC TETCAGTACA CTTCCGGCGA CGTGECCAAT CTGGAGGACGE
91|U QQIU Q?U 9?0 95:0 QGID Q?IU QSIU QQIU 1.DIUU
CTTGGAAGCA GTEGACTTCA GCCATCCCTGE CACATAAGAT TTTCTTGGGGE TTGCCTGCTG CTCCTCAGGD TECCGGETAGC GETTTTATTC CTGCTTCTGA
1,010 1,020 1,030 1,040 1,060 1,080 1,070 1,080 1,000

TCTCAACTCA CAAGTCCTTC CGGCTATTAA AAGCTCGECT AAGTATGGAG GTGTCATGCT TTGETCCAAG TATTATGATE ATCTTGATGE

1 .IIUU
ATACAGCTCC

1.110
!

1.120
1

14%

1.140
'

H@

H@

H@

H@

TCCATCAAGA GTCATGTCGE GGCCOGCCAGC TTTCTAGAAC AAMAACTCAT CTCAGAAGAG GATCTGAATA GCGCCOGTOGA
 C208Net-R-Prmer ]

1.210

1.220

1.230

1.240

1.248

GAGTTTGTAG COTTAGACAT GACTGTTCCT CAGTTCAAGT TEEGCA

1, 1IQU
COCATCATCAT

Xiv

1 .EIUU
CATCATCATT



1 10
ACATTATTCG

120
AATTCCGGCT

230
CTATTGCCAG

2
CCACAATGTC

20
AAACGATGAG

1?0
GAAGCTGTCA

20
CATTGCTGCT

35|U
CCTAGCATTG

ATTTCCTTCA

TCEGETTACTE

AAAGAAGAAG

CTCTCTTTAG

a0

140

250

360

AGATTTAGAA

GGGTATCTCT

TGACACTAGT

40
ATTTTTACTG CTGTTTTATT

150

260

amn

GGEEGATTTCE

CRAGCEECCE

TCTGGCTTTE

a0

160

7

380

CGCAGCATCC

ATGTTGCTGT

CCAGTGTGAT

GGEGCTAATG

&0

170

280

380

TCCGCATTAG

TTTGCCATTT

GEATATCTGE

CCGETEGAAT

Sequéncia de DNA da isoforma C209XhoNot-PIC

70

180

200

400

CTGCTCCAGT

TCCAACAGCA

AGAATTCGEC

AGCTATATAT

an

140

300

CAACACTACA

CAAATAACGE

TTAAGCTCGA

ANEXOS

a0

200

3

ACAGAAGATG

GTTATTGTTT

GAAAAGAATC

100

210

30

110

AAACGGCACA

ATAAATACTA

3?0
GCTTCARAGT

H0

TGEGGTCAAL

420

ATGGGAATGE

430

440

AGGCACGTTA

45:0
GUGGEAAACTT

46|U
GTGCTACAGG

GAATTACCAL

470

TATGTAAACG

480

TAGCTTTTCT

480

CACCACCTTC

500

GECAATGGCE

510

ArACCCCCEE

520

CATCAACCTA

530

GCCGGTCACT

540

550

GTGTCCCAAL

5BIU
GACCGATGAL

5?IU
TGECACCAAGT

TeAGCCCAGE

580

GATCAGGTCA

500

TGCCAAGCCA

600

AGGGGATTAL

G610

GETCATACTT

620

TCCATTGGAS

630

GAGCTTCTGE

G40

GAGCTACTCT

G50

GE0

CTAACTTCAG

ﬁ?IU
CAGCTGATGC

GSIU
AAGGCAAGTT

GCAACTTACT

Ga0

TGTGGAACAL

700

CTTCTTGGGA

710

GGECATTCGT

720

CETCGAGGCE

730

ATTGGGAGCT

T40

GCAGTATTGE

750

ATGGAATTGA

TE0

770

CTTTGATATT

?SIU
GAGGGAGGGA

?QIU
CTGACCAATA

TTGGGATGAC

200

CTTGCTAGGT

210

ACCTATCTGE

220

ATATAGCAACG

230

AGAGGCAAGA

240

AAGTTTACTT

250

GACTGCTGCE

260

CCACAATGTC

a7

280

COTTTCCTGA

SQIU
TGCTTGGEATT

a00

@10

a20

230

GGAAATGCAC TTAAGACAGE CCTCTTTGAC

AATGTTTGGE

40

a50

980

a7

280

aan

TTCAGTTCTA

caacancccT CCCTGTCAGT

ACACTTCCGE CGACGTGGCC AATCTGGAGH

1.000 1010 1.020 1.030 1.040 1.050 1.080 1.070 1.080 1.080 1,100
ACGCTTGGEAL GCAGTGGACT TCAGCCATCC CTGCACATAA GATTTTCTTG GGGTTGCCTGE CTGCTCCTCA GGCTGCCGET AGCGGTTTTA TTCOCTGCTTC TGATCTCAAC

1110 1120 1.130 1,140 1,150 1,180 1.170 1.180 1,180 1.200 1.210
TCACAAGTCC TTCCGGCTAT TAAARAGCTCG GCTAAGTATG GAGGTGTCAT GCTTTGGTCC AAGTATTATG ATGATCTTGEA TGGATACAGC TCCTCCATCA AGAGTCATGT

1,22 1,230 1,240 1,250 1,260 1,270 1,280 1,280 1,300 1,310
CGCBECCGEOE AGCTTTCTAG AACAAAAACT CATCTCAGAA GAGGATCTGA ATAGCGCCGT CGACCATCAT CATCATACGA TCATTGAGTT TGTAGCCTTA GACATGACTG

1.3|28
TTCCTC

1 10
GACACTTGAG

11|U
CCOAGTCAACA

210
CATTTTOCAL

41|U
TACCAATTTG

AGATCARA

120
CTACAACAGA

CAGCACAAAT

42|U
TAMACGTAGC

x
ACAACTAATT

1?0
AGATGAAACG

230
|
AACGGGTTAT

3?0
CTAATGCCGGE

4?0
TTTTCTCACC

@
ATTCGALLCG

1
GCACAAATTC

20
TETTTATAALL

e
TEEAATCGCA

.
ATGAGATTTC

15:0
CeECTEAAGC

25:0
TACTACTATT

35:0
ATATATTGGGE

o
CTTCAATTTT

1ﬁ|0
TETCATCGEET

210
GCCAGCATTE

SBIU
GTCAGAATGGE

Sequéncia de DNA da isoforma C525EcoNot-PIC

70
TACTGCTGTT

1?IU
TACTCAGATT

2?IU
CTGCTAAAGA

SFIU
TAATGAAGGED

80
TTATTCGCAG

18|U
TAGAAGGGGA

28|U
AGAAGEEETA

SSIU
ACATTAGCAG

a0
CATCCTCOGE

1QIU
TTTCEATETT

2m0
TOTOTOGAGA

SQIU
ALACATGTGEC

1UIU
ATTAGCTGCT

200
GUTGTTTTGC

SUIU
AAAGAGAGGC

4‘?0
TTCAGGGAAT

o
ACCTTCEECA

45:0
ACGGCCAAMC

46|U
GCCTGCAATC

4?IU
AACCTAGCCG

48|U
GTCACTGTGA

4QIU
COCAACGACA

5U|U
GAAGAATGCA

51|U
CCAAATTGAG

52|U
CCCAGAAATC

5?0
AAMGTCATGCC

50
AAGCCAAGGE

55:0
GATTGAAGTC

5ﬁ|0
ATACTCTCCA

5?IU
TAGGAGGAGC

58|U
TTCTEEEAGT

59|U
TACTCTCTAA

GUIU
CTTCAGCTGA

81|U
TEATGCALAGE

GQIU
CAAGTTGCAL

G?D
CTTACCTGETG

o0
GAATAATTTC

65:0
TTEEEAGGEEC

GBIU
AATCGTCGETC

ﬁ?IU
GAGGCCATTG

GSIU
GEAGCTECCE

GQIU
TTTTGEATGE

?UIU
AATTGATTTT

71|U
GACATCGAGG

720
GAGGGACTGA

??D
CCAACATTGG

"
GATGACCTAG

?5:0
CAAMGGTACCT

?BIU
CTCTGEEATAT

??IU
AGCAAGAGAG

?SIU
GCAAGAAAGT

?QIU
TTACTTGACT

SUIU
GCTGCCCCAC

81|U
AATGTCCCTT

820
TCCTGATGCT

230

240

85:0
GACGGECCTC

SBIU
TTTEACAATE

SFIU
TTTGEGEETTCA

SSIU
GTTCTACAAC

SQIU
ALCCCTCCCT

QUIU
GCCAGTACGC

91|U
TTCTEGEGEEAT

QQIU
GTGACCAACC

Q?D
TTEAAGACGC

e
CTEEALGCAG

95:0
TEEACTTCAG

QBIU
CCATCCCTEC

Q?IU
AGATAAGATT

QSIU
TTCTTGEEAT

QQIU
TECCTECTED

1.UIUU
ACCTCAAGCT

1010 1,020 1,030 1,040 1,050 1,080 1,070 1,080

! 1,000 1,100
AGTATGEAGE

CETCATGCTT TEGTCCAAGT

1110 1,120 1,130 1,140 1,150 1,180

1.170
ATTATGATGA TCTTGATGGA TACAGCTCCT CCATCAAGAA TGATGTCGCE GUCGCCAGCT

TTCTAGAACA

1,180 1,180 1,200

TCAGAAGAGE ATCTGAATAG

1210 1,221 1,230 1,240 1,250 1,260

1,270 1,280 1,285
CGCCGTOGAC CATCATCATC ATCATCATTE AGTTTGTAGC CTTAGACATG ACTGTTCCTC

AGTTCAAGTT GGGUACTACE AGAAG

XV



an

1 0
; CTAATTATTC GAAACGATGA

10 a0
CAAARAAACAR GATTTCCTTE
11:0
GALACGGCAC

150

130 110 ]
C ATCGGTTACT

AAATTCCGGE TGAAGCTGT

230
TATAAATACT

240 250
ACTATTGCCA GCATTECTGC

260
TAAAGAAGAA

y
CACTAGTTCT

35|U SBIU
GECTCTCGGE GUTAATGCCG

S?IU
GTGEAATCGC

a0
AATTTTTACT

&0
GCTETTTTAT

1ﬁ|0
CAGATTTAGA

1?IU
AGGEEATTTC

27
GEEETATCTC

280
TCGAGAAAAG

SSID
AATATATTGG

SQIU
GETCAGAATG

Sequéncia de DNA da isoforma C525XhoNot-PIC

T 20
TCGCAGCATC CTCCGCATTA

18|U 19|U
GATGTTGCTE TTTTECCATT

200 200

AATGGCTTCA AAGTCCACAG

4‘?0 41IU
GTAATGAAGG CACATTAGCA

ANEXOS

QP 1UIU
GUTGCOTCCAGE TCAACACTAC

200 210
TTCCAACAGCE ACAAATAACG

SIIU 31:0
CAACGTTICCT AGCATTGCTC

110
AACAGAAGAT

22

GGTTATTGTT

31?0
TCTTTAGTGA

42IU 43|0
GAAACATGTG CTTCAGGGAA

iy
TTACCAATTT

45:0
GTARACGTAG

4&?0 4?:0
CTTTTCTCAC CACCTTCGGC

48IU
AACGGCCALA

4QIU
CECCTECAAT

SUIU
CAACCTAGCC

51|U 52:0
GETCACTGTE ACCCAACGAC

5?0 510
AGAAGAATGE ACCAAATTGA

55|U
GUCCAGAAAT

SﬁIU
CAAGTCATGC

5?IU SSIU
CAAGCCAAGE GEATTAAAGT

SQIU
CATACTCTCC

ﬁUIU
ATAGGAGGAG

i} 1IU
CTTCTGGEAGR

ﬁll‘U ﬁSIU
CTACTCTCTA ACTTCAGCTG

ﬁ‘llO ﬁf:U
ATGATGCAAG GUAAGTTGCA

ﬁﬁIU
ACTTACCTGT

G?IU
GEAATAATTT

GSIU EQIU
CTTGGEGEAGGE CAATCGTCGT

?DIU
CHAGGCCATT

?1|0
GEEAGETGECC

720
GTTTTGGATE

??U T‘?O
GAATTGATTT THACATCGAG

?SIU ?BID
GEAGGGACTGE ACCAACATTG

??IU
GEATGACCTA

?SIU
GCAAGGTACC

?QIU SUIU
TCTCTGGEATA TAGCAAGAGA

SIIU
GECAAGAALG

820
TTTACTTGAC

SZJIU
TGCTGCCCCA

8‘?0 35:0
CAATGTCCCT TTCOTGATGC

SBIU SFID
TTATGTTGGA AATGCACTTA

SSIU
AGACGGGCCT

80 ano aln 620
CTTTGACAAT GTTTGGEGTTC AGTTCTACAA CAACCCTCCC

230 a40
TECCAGTACGE CTTCTGGGEGEA

820 280
TETGACCAAC CTTGAAGACG

T &0
CCTGGAAGCA GTGGACTTCA

aen
GCCATCCCTG

1,000 1.010 1,020

1,030

1.040

1,060

1,060

1,070

1,080

1,000

1.100

CAGATAAGAT TTTCTTGGGA TTGCCTGCTG CACCTCAAGE TGCTGGTAGE GGGTTTATTEY CTGCTACTGA TCTTAGCTCA CAAGTTCTTC CGGCTATTAL AAGTTCGGCT

1,110 1,120 1,130

1,140

1,150

1,180

1,170

1,180

1,180

1,200

1.210

AAGTATGGAG GCGTCATGCT TTGGTCCAAG TATTATGATG ATCTTGATGEG ATACAGCTCC TCCATCAAGAE ATGATGTCGC GGCCGCCAGE TTTCTAGAAC AAAAACTCAT

1,22 1,230 1,240

1,250

1,260

1,270

1,280

1,200

1,300

131

CTCAGAAGAG GATCTGAATA GCGCCGTCGA CCATCATCAT CATCATCATT GAGTTTGTAG COTTAGACAT GACTGTTCCT CAGTTCAAGT TGGGCACTAC &



ANEXOS

ANEXO 7: Resultados obtidos

I. Quantificacdo proteica pelo método de Bradford (1976) e
crescimento celular
A quantificacdo proteica obteve-se pela leitura da absorvéncia a 595nm de

amostras com uma concentracdao de BSA conhecida tracando-se uma curva de
calibragdo. A concentragdo de proteina nas amostras desconhecidas foi calculada
pela manipulacdo da equagdo da linha de tendéncia ([proteinal(mg.mL™?!) =

Ab5595"m_b/m) e recorrendo aos valores de Abssgs,m destas (Quadro 17). O

crescimento celular obteve-se por leitura directa da absorvancia a 600nm.

Quadro 17 — Valores de absorvancia a 595nm e 600nm das amostras em estudo para as quatro construgées nas duas estirpes (GS115 e
KM71H) e para as estirpes WT e transfectadas com vector nulo. Concentragdo proteica total para as mesmas amostras, em mg/mL.

Cons- . Abs [proteina] OD Cons- . Abs [proteina] oD
- Estirpe Horas ~__ Estirpe Horas

trucao sosnm  Mg/ML  600nm trucao se5nm Mg/ mL 600nm

24 0,643 0,278 1,500 24 0,662 0,154 4,42

48 0,693 0,359 1,140 30 0,714 0,223 5,60

GS115 72 0,705 0,379 3,000 57 0,790 0,323 7,62

96 0,755 0,460 0,280 GS115 100 0,855 0,408 8,00

120 0,774 0,491 0 139 0,849 0,401 9,06

0 0,747 0,142 0,476 = 163 0,903 0,472 10,22

- 66 0,772 0,173 0,538 % 187 1,045 0,659 10,18

s 72 0,804 0,213 0,501 g 0 0,520 0,005 11,04

80 0,788 0,193 0,558 n 6 0,573 0,074 12,44

7y 114 0,873 0,299 0,547 N 24 0,981 0,606 12,70

120 0,896 0,328 0,551 (S 30 1,004 0,636 13,38

138 0,808 0,218 0,581 KM71H 57 0,798 0,368 14,88

144 0,850 0,271 0,602 100 0,766 0,326 14,14

162 0,884 0,313 0,637 139 0,610 0,123 12,30

168 0,811 0,222 0,436 163 0,669 0,199 13,34

24 0,840 0,389 4,140 187 0,589 0,095 12,16

30 0,623 0,103 6,180 0 0,519 0,004 1,314

48 0,699 0,203 6,520 24 0,675 0,207 4,70

54 0,772 0,299 7,800 48 0,752 0,308 7,28

GSI15 g1 00935 0514 8660 GSI115 25 0686 0222 7,58

124 0,905 0,474 7,220 9% 0,761 0,319 7,46

148 0,880 0,441 7,640 ° 120 0,657 0,184 5,02

< 172 0,926 0,502 8,380 z 0 0,709 0,322 0,307

s 0 0,819 0,537 0,409 ukj 18 0,784 0,469 0,396

= 18 1,005 0,902 0,501 o 24 0,800 2,053 0,407

o 24 1,095 1,078 0,575 8 42 1,326 1,751 0,469

42 1,063 1,016 0,612 0 7y 48 1,383 1,555 0,488

KM71H 48 1,040 0,971 0,661 66 1,318 1,112 0,501

66 1,158 1,202 0,659 72 1,356 0,980 0,482

72 1,201 1,286 0,665 90 1,316 0,750 0,373

90 1,283 1,447 0,676 9% 1,323 0,588 0,304

96 1,325 1,529 0,681 120 1,268 1,418 0,147

120 1,271 1,424 0,647 24 0,687 0,230 7,560

24 0,490 0,029 2,260 48 0,760 0,322 9,200

48 0,584 0,182 4,160 2 GS115 72 0,837 0,420 9,520

GS115 72 0,674 0,328 5,140 z 96 0,781 0,349 9,100

96 0,658 0,302 2,700 8 120 0,760 0,322 9,820

- 120 0,698 0,367 1,500 o 0 1,138 0,802 17,840

e 0 0,808 0,218 0,473 < 24 1,146 0,812 20,840

S 66 0,801 0,209 0,544 0 KM71H 48 1,128 0,789 16,040

3 72 0,856 0,278 0,541 72 0,951 0,565 16,200

in 80 0,825 0,239 0,553 9% 0,886 0,482 15,980

3 KM71H 114 0,880 0,308 0,530

120 0,897 0,330 0,577
138 0,867 0,292 0,589
144 0,848 0,268 0,407
162 0,866 0,291 0,593
168 0,905 0,340 0,573
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ANEXOS

II. Determinacao da actividade quitinolitica

Os resultados demonstrados abaixo dizem respeito apenas aos pontos
seleccionados no Quadro 12 (pico de concentracdo proteica e pontos que o
flanqueiam).

A actividade quitinolitica que cada amostra apresenta foi determinada
através de um teste enzimatico, ja anteriormente descrito. As médias das trés
absorvancias a 420nm medidas para os pontos escolhidos encontram-se no Quadro
18.

Quadro 18 — Média das trés absorvancias medidas a 420nm das amostras seleccionadas para as quatro construgées nas
duas estirpes (GS115 e KM71H) e para as estirpes WT e transfectadas com vector nulo.

Cons- Estirpe Horas Abs Cons- Estirpe Horas Abs

trucao P seleccionadas 420nm trucao p seleccionadas  420nm

24 0,188 100 0,298

48 0,207 139 0,307

GS115 72 0,206 2 GS1L5 163 0,301

96 0,205 o 187 0,278

- 120 0,256 | 24 0,335

S 114 0,163 9 30 0,436

120 0,142 i KM71H 57 0,579

KM71H 138 0,302 100 0,682

144 0,257 139 0,577

162 0,150 48 0,510

54 0,349 72 0,474

81 0,332 - G115 96 0,575

GS115 124 0,338 ] 120 0,528

148 0,317 o 24 0,208

g 172 0,338 W a2 0,282

N 24 0,322 P 48 0,265

N 42 0,314 S KM71H 66 0,363

S 48 0,290 72 0,522

KM71H 66 0,329 90 0,265

72 0,300 96 0,390

90 0,332 24 0,208

96 0,348 - 48 0,209

24 0,250 2 GS115 72 0,219

- 48 0,338 o 96 0,288

e GS115 72 0,294 @ 120 0,125

° 96 0,329 § 24 0,170

> 120 0,297 48 0,210

o 80 0,277 “ KM71H 72 0,218

i 114 0,246 96 0,291
© KM71H 120 0,251
138 0,241
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III. O-glicosilagao

ANEXOS

O padrdo de O-glicosilacao das proteinas expressas foi determinado com o

software NetOGlyc 3.1 Server que procura residuos de serina e treonina passiveis

de serem glicosilados. Obtiveram-se os resultados das Figura 21e 22.

MetOGlycz 3.1% predicted O-glycosylation sites in

CEAZEcoMot

Fotential
Threshold

O-glycosylation potential

] ‘HH ‘ ‘ H

T T T
a 58 1aa 158 f=351¢]
Sequence position
MetlOGlyc 2.1 predicted O-glycosylation sites in C28%EcoMot
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Figura 21 - Output do software NetOGlyc 3.1 Server que detecta os residuos de Ser e Thr passiveis de serem O-glicosilados para

as proteinas recombinantes A) C203EcoNot e B) C209EcoNot.
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MetOGlycz 3.1:% predicted O-glycosylation sites

in C525EcoMo+t
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Met0Glyc 2.1: predicted O-glycosylation sites

in C5253XhoMot
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Figura 22 - Output do software NetOGlyc 3.1 Server que detecta os residuos de Ser e Thr passiveis de serem O-glicosilados para

as proteinas recombinantes A) C525EcoNot e B) C525XhoNot.
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