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Resumo - Uma informagao importante para a analise funcional de proteinas € a sua
localizacdo subcelular, e uma das técnicas mais utilizadas para esse fim é a expressao
de uma proteina cuja localizagdo deseja-se estabelecer, simultaneamente a uma ou mais
proteinas de localizacdo conhecida fusionadas a proteinas fluorescentes marcadoras. A
expressao deste tipo de fusao traducional, em uma célula vegetal, pode ser observada por
microscopia de fluorescéncia. O objetivo do presente trabalho € implementar a utilizagao de
proteinas conhecidas como marcadoras de organelas para estudos de localizag&o subcelular
na Embrapa Milho e Sorgo. Para isso, células da epiderme de Nicotiana bentanthamiana
foram infiltradas com culturas de Agrobacterium tumefaciens GV3101 contendo um vetor
binario que continha, individualmente, cada proteina marcadora fusionada a uma proteina
fluorescente. A transformacgao transiente de Nicotiana bentanthamiana usando a estirpe
da bactéria GV3101 mostrou-se eficiente para estudos de localizacdo subcelular das
proteinas. Pelos perfis de localizagdo obtidos, considera-se que o conjunto de marcadores
de organelas utilizado neste estudo é adequado para estudos de localizagao subcelular de
proteinas de plantas.

Termos para Indexacgao: Nicotiana benthamiana, marcadores moleculares, transformacao
de plantas, genes reporteres, transformagéao transiente

Subcellular localization of proteins based on co-localization
with cellular markers®

Abstract - An important piece of information for the functional analysis of proteins is their
subcellular localization. One of the most commonly used techniques for this purpose is the
expression of a protein whose localization is to be established, simultaneously with one or
more proteins of known localization fused to fluorescent marker proteins. The expression of
this type of translational fusion in a plant cell can be observed by fluorescence microscopy.
The objective of the present work is to implement the use of proteins known as organelle
markers for subcellular localization studies at Embrapa Milho e Sorgo. For this purpose,
epidermal cells of Nicotiana benthamiana were infiltrated with cultures of Agrobacterium
tumefaciens GV3101 harboring a binary vector that contained, individually, each marker
protein fused to a fluorescent protein. The transient transformation of Nicotiana benthamiana
using the GV3101 bacterial strain proved to be efficient for subcellular localization studies of
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proteins. Based on the localization profiles obtained, it is considered that the set of organelle
markers used in this study is suitable for subcellular localization studies of plant proteins.

Index terms: Nicotiana benthamiana, molecular markers, plant transformation, reporter
gene, transient transformation

Introducao

Nicotiana benthamiana € uma das espécies de plantas modelo mais comumente
usadas para pesquisas de interagdes planta-microrganismo, bem como em outras areas da
ciéncia vegetal (Goodin et al., 2008). As folhas grandes do tabaco e sua suscetibilidade a
patogenos foram exploradas como uma forma de expressar proteinas de forma transiente,
usando virus manipulados ou por meio de infiltracdo de culturas da bactéria Agrobacterium
tumefaciens (Chapman et al., 1992; Tang et al., 1996; Van Der Hoorn et al., 2000; Wagner
et al.,, 2004; Ma et al., 2012). As células vegetais sdo sistemas altamente complexos,
que realizam numerosas fungcdes bioquimicas. Para permitir a execu¢ao coordenada e
eficiente dessas fungdes, as células dos organismos eucarioticos sdo organizadas em
subcompartimentos ou organelas, que sao delimitadas por membranas biolégicas. Sao
eles: 0 nucleo celular, as mitocdndrias, o reticulo endoplasmatico, o complexo de Golgi,
o lisossomo, o peroxissomo, os plastidios (como os cloroplastos) e o vacuolo. Nestas
organelas, ocorrem diferentes processos bioquimicos. Por exemplo, a fotossintese, que
ocorre nos cloroplastos; a sintese de lipidios e proteinas no reticulo endoplasmatico; a
modificagdo, armazenamento e transporte de proteinas e lipidios no complexo de Golgi e
a respiracéo mitocondrial. A capacidade bioquimica ou fungdo de uma organela é definida
pelas proteinas e ou enzimas que estao presentes nos diferentes compartimentos celulares
(Lunn, 2007). Portanto, uma informagao muito importante para inferéncias sobre fungao das
proteinas é exatamente a sua localizagao subcelular. Uma das técnicas mais usadas para
este fim é a expressao de uma dada proteina de interesse fusionada com uma proteina
fluorescente, utilizando um sistema de transformacgao genética transiente.

A infiltracdo de culturas de A. tumefaciens em folhas de tabaco (Xu et al., 2011)
permite uma sintese proteica consideravel em poucos dias, sendo essa uma estratégia
eficiente para estudos de localizacdo subcelular de proteinas em plantas. Esta técnica,
também denominada de Agrobacterium tumefaciens transient expression (ATTE), baseia-se
na capacidade natural destas bactérias de transferirem uma parte do seu material genético
para a planta hospedeira (Circelli et al., 2010; Wang et al., 2017).

Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi catalogar o perfil de localizagao
de marcadores de organelas ja conhecidos, bem como da proteina SbMATE, que confere
tolerancia ao aluminio em sorgo (Magalh&es et al., 2004).

Material e métodos

A linhagem Agrobacterium tumefaciens GV3101 foi transformada com o vetor
pSoup (Hellens et al., 2005) por eletroporagdo (Ward et al., 1988), plagueada em
agar com meio YEP (peptona 1%, extrato de levedura 0,5%, cloreto de sédio 0,5%)
suplementado com tetraciclina (12,5 mg. mL-1) e rifampicina (50 mg. mL-1), seguindo-
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se cultivo a 28°C por 48 horas.

Foi realizado um pré-indculo a partir de colbnias isoladas de bactérias, que
foram transferidas individualmente para erlenmeyers de 250 ml contendo 50 ml do
meio YEP suplementado com antibiéticos como descrito acima. Esses erlenmeyers
foram mantidos sob agitacdo a 150 rom/overnight a 28 °C, até que a cultura atingisse
uma densidade o6tica (optical density) OD600 de 0,5-1,0. Posteriormente, as culturas
foram transferidas para tubos de 50 mL e centrifugadas a 5000 rpm por 10 minutos
a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e as células foram lavadas por quatro vezes
em 40 mL de agua estéril gelada. Logo apds essa lavagem foi feita a ressuspensao
das células em 2 mL de meio GYT (glicerol 10%, triptona 0,25%, extrato de levedura
0,125%), seguindo-se distribuicdo em aliquotas de 50 pL, que foram congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C.

A partir do estoque de células competentes de A. tumefaciens GV3101 contendo
o plasmideo helper (pSOUP) foram feitas as transformacgdes por eletroporagcdo da
seguinte construgao:

Marcador de reticulo endoplasmatico (RE), criado combinando o peptideo

sinal de AtWAK2 a sequéncia de retengao no RE, HDEL, fusionados a

proteina ciano fluorescente (Cyan Fluorescent Protein, CFP) (Nelson et

al., 2007);

Apartirdo estoque de células competentes de Atumefaciens GV3101 foram

feitas as transformacgdes por eletroporagdo das seguintes construgoes:

Proteina WWP1 (WW domain-containing protein) de Arabidopsis thaliana,

AtWWP1, fusionada com mCherry, usada como marcador de nucleo.

Proteina FLS2 (FLAGELIN-SENSITVEZ2), fusionada a mCherry, usada

como marcador de membrana.

Proteina SbMATE fusionada com GFP (green fluorescent protein).

A partir das colbénias de GV3101 transformadas com os plasmideos de
interesse, foram feitos in6culos das mesmas em 10 mL de meio YEP acrescido
dos antibidticos rifampicina (50 mg.mL-1) e canamicina (50 mg.mL-1), seguindo-se
o cultivo overnight a 28-30°C com agitacao a 180 rpm. As colénias de GV3101 que
continham o plasmideo helper pSOUP foram crescidas como descrito anteriormente
acrescentando-se tetraciclina (12,5 mg.mL-1) ao meio. Apds o crescimento, as culturas
foram centrifugadas por 3 minutos a 5000 rpom e cada pellet foi ressuspendido em 1
mL de tampéao de infiltragdo (acetosseringona 100 yM, MES 10 mM, MgCI2 10 mM) e
centrifugado a 5.000 rpom por 3 min. Esse passo foi repetido por duas vezes. Apos a
ultima centrifugacao, os pellets foram novamente ressuspendidos em 1 mL do tampéo
de infiltragcdo e a OD600 foi ajustada para 0,5-0,6. Logo em seguida foi feita a infiltragdo
no lado abaxial das folhas de N. benthamiana com tempo de crescimento entre 4 a 5
semanas, utilizando uma seringa descartavel de 1 ml (sem agulha).

Apoés trés dias a 22 °C sob fotoperiodo 16 horas/8 horas (claro/escuro), amostras
de tecido vegetal proximas aos sitios de infiltragdo foram cortadas com auxilio de um
bisturi e visualizadas utilizando um microscépio Zeiss AxioObserver ZI Apoptome 2.0.
Os comprimentos de onda utilizados para capturar as imagens fluorescentes estéo
descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Comprimentos de onda utilizados para obtengdo de imagens

GFP 498 500-550
mCherry 543 608-680
CFP 433-445 475-503

Resultados e discussao

Localizagao subcelular

A Figura 1 mostra o perfil de fluorescéncia do marcador de membrana plasmatica,
FLS2::mCherry, destacando-se a cor vermelha no contorno da células, onde encontram-
se, em proximidade, a parede celular e a membrana plasmatica. Nesse caso, a plasmolise
celular poderia ser utilizada para retracdo da membrana plasmatica da parede celular,
individualizando o sinal proveniente de membrana plasmatica e/ou da parede celular.

Uma das moléculas excretoras derivadas de bactérias mais ativas em células
vegetais é a flagelina (Felix et al., 1999), que induz respostas de defesa rapidas (Gémez-
Godmez; Boller, 2000) e desencadeia a ativagao de uma cascata de fosforilagdo em plantas.
Aproteina FLS2 possui trés dominios: um extracelular, um transmembrana e um intracelular,
sendo que o dominio transmembrana é responsavel pela associacdo da proteina com a
membrana plasmatica. Portanto, estudos prévios indicam a localizagao primaria da proteina
FLS2 na membrana plasmatica, consistente com os nossos resultados.

mCherry Campo Claro Sobreposicao

Figura 1: Localizacéo da proteina FLS2 fusionada a mCherry em folhas de Nicotiana benthamiana. As imagens no espectro
de fluorescéncia do tecido vegetal proximas aos sitios de infiltragdo foram visualizadas com 3 dias de transformacao
transiente.

Na Figura 2, a proteina transportadora SbMATE fusionada a proteina fluorescente
GFP, produziu perfil de fluorescéncia no contorno celular, de forma semelhante ao perfil
obtido com a proteina marcadora, FLS2. Esses resultados estdo de acordo com a localizagao
conhecida da proteina SOMATE na membrana plasmatica das células radiculares, onde
ela medeia a exsudacao de citrato ativada pelo aluminio, conferindo tolerancia ao metal
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(Magalhaes et al., 2007). Do ponto de vista formal, haveria necessidade de transformagao
simultanea (i.e. cotransformacao) de FLS2:mCherry e SbMATE::GFP, onde a sobreposicéo
das fluorescéncias vermelha e verde confirmaria a localizagdo na membrana plasmatica.
Entretanto, essa etapa nao foi aqui apresentada, uma vez que ja foi feita em outros estudos.
Mediante a fusao tradicional da proteina SOMATE com GFP e transformacdo em células
epidérmicas de cebola plasmolizadas, Magalhaes et al. (2007), descartaram uma possivel
localizagao da proteina SbMATE na parede celular, confirmando a localizagdo na membrana
plasmatica.

mCherry Campo Claro Sobreposi¢ao

Figura 2. Localizagdo subcelular da proteina SbMATE fusionada com GFP em folhas de Nicotiana benthamiana. As
imagens no espectro de fluorescéncia do tecido vegetal préximas aos sitios de infiltracdo foram visualizadas com 3 dias
de transformacéo transiente.

No caso da proteina AtWWP1, a fluorescéncia vermelha proveniente da fusdo com
mCherry foi observada em uma organela delimitada, de forma circular, no interior da célula
(Figura 3). Esse perfil € claramente proveniente do nucleo celular, de forma consistente
com a localizagao conhecida de AtWWP1. AtWWP1 é uma proteina de 463 aminoacidos
que contém dominios WW, que formam corpos nucleares imunes (NBs). Esses corpos
sao estruturas celulares importantes que atuam como mediadores chave da resisténcia
intrinseca contra muitos virus em espécies que vao desde humanos até plantas (Calil et al.,
2018).

mCherry Campo Claro Sobreposi¢ao

Figura 3. Localizagdo da proteina AtWWP1 fusionada a mCherry em folhas de Nicotiana benthamiana. As imagens
de fluorescéncia do tecido vegetal proximas aos sitios de infiltracdo foram visualizadas com 3 dias de transformacéo
transiente, confirmando a localizagdo do nucleo.

A fluorescéncia azul proveniente da proteina fluorescente CFP fusionada ao marcador
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de Reticulo Endoplasmatico (RE) foi observada no citoplasma, definindo uma estruturareticular,
inclusive circundando uma estrutura intracelular circular, que é provavelmente o nucleo celular
(Figura 4). Uma confirmagao formal disso pode ser feita mediante a cotransformacao dos
marcadores de nucleo e de RE, ou mesmo pela coloracdo com o marcador DAPI.

CFP Campo Claro Sobreposi¢ao

Figura 4. Localizagdo do marcador de Reticulo Endoplasmatico (RE) fusionado com a proteina CFP em folhas de
Nicotiana benthamiana. As imagens no espectro de fluorescéncia do tecido vegetal proximas aos sitios de infiltragéo
foram visualizadas com 3 dias de transformacao transiente, confirmando a localizagdo do emaranhado de células no
reticulo endoplasmatico. Setas brancas indicam a delimitagao do nucleo.

Quando células totalmente expandidas sao visualizadas em um plano medial, o RE
€ visto apenas na fina camada de citoplasma abaixo da membrana plasmatica e ao redor
do nucleo. O RE cortical geralmente assume uma aparéncia pontilhada resultante de seu
carater de rede, como observado acima na Figura 4. A marcagao perinuclear, no entanto,
€ mais uniforme porque o RE é continuo com o envelope nuclear. O marcador RE pode
também, portanto, revelar a morfologia dindmica do nucleo (Collings et al., 2000).

Conclusao

Foi possivel estabelecer a localizagcdo dos marcadores de organelas, de forma
consistente com a literatura, na Embrapa Milho e Sorgo. Ainda é preciso estabelecer a
metodologia para marcadores de mitocéndrias, plastidios e complexo de Golgi, de forma
a expandir esse catalogo para outras proteinas em investigagdo nos projetos de pesquisa
da unidade. Esse catalogo sera fundamental para a caracterizagdo funcional de outras
proteinas de interesse agronémico.
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