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RESUMO

Estudo do direcionamento das proteases FtsH plastidiais as membranas dos
tilacoides

O complexo FtsH em Arabidopsis, presente nos tilacéides, é formado pelas
subunidades FtsH1/FtsH5 (tipo A) e FtsH2/FtsH8 (tipo B). Os tipos A e B apresentam
grande identidade em seus dominios maduros, porém nenhuma similaridade é
observada na regido amino-terminal do peptideo de transito. Em um experimento de
importacdo em cloroplastos isolados, FtsH2 e FtsH5 foram importadas e
subsequentemente integradas aos tilacéides através de um mecanismo de
processamento em duas etapas que resultou em um dominio lumenal amino-proximal,
uma unica ancora transmembranica e um dominio carboxi-proximal estromal. A
integracdo da FtsH2 em tilacdides isolados foi totalmente dependente do gradiente de
prétons, enquanto que a integracdo da FtsH5 foi dependente de NTPs, sugerindo que a
insercdo na membrana ocorre pelas vias TAT e Sec, respectivamente. Tal observacéo
foi corroborada por experimentos de competicédo in-organello e inibicdo por anticorpos
especificos. Os dominios amino-proximais até as ancoras transmembranicas foram
suficientes para a correta integracdo aos tilacéides. A regido madura da FtsH2
apresentou incompatibilidade com a maquinaria Sec, como demonstrado pela troca de
peptideos de transito. A incompatibilidade ndo parece ser determinada por qualquer
elemento especifico da FtsH2, uma vez que nenhum dominio isolado apresentou
incompatibilidade com a via Sec de transporte. Tal fato sugere uma incompatibilidade
estrutural que requer a FtsH2 intacta. A descoberta que as subunidades FtsH do tipo A
e B, que apresentam grande identidade e usam diferentes vias de integracdo para
formar o mesmo complexo multimérico é uma observagdo nova e interessante para o
estudo da biogénese de proteinas de membranas. O mecanismo de regulacdo que
governa a atividade do complexo FtsH em Arabidopsis é ainda desconhecido,
entretanto é proposta a existéncia de fatores adicionais. Dessa forma, a proteina
plastidial FtsH de Arabidopsis foi usada como isca em um rastreamento por duplo-
hibrido de levedura. O rastreamento resultou em 48 col6nias que ativaram 0s genes
reporteres histidina e adenina. Entre todos os cDNAs sequenciados, foi encontrado um
candidato em potencial denominado FIP (FtsH5 Interacting Protein). Experimentos GST
Pull-Down também indicam uma interacdo entre FtsH5 e FIP. O precursor FIP
radioativo foi incubado com cloroplastos de ervilha. Apos a incubacao, os cloroplastos
foram lisados e separados em estroma e tilacéides. FIP permaneceu associada
exclusivamente a fracdo membranosa dos tilacéides. A insercdo na membrana foi
verificada através da resisténcia ao tratamento com alcali e o tratamento dos tilacoides
com protease resultou em um fragmento protegido, caracteristico de proteinas inseridas
na membrana. A construgdo FtsH5::GFP transformada em Nicotiana tabacum resultou
no direcionamento do gene quimérico aos cloroplastos. Dessa forma, assim como
FtsH5, FIP € uma proteina plastidial que esta localizada na membrana dos tilacoides.
Géis nativos utilizando FIP radioativa mostram que ela estd associada a um complexo
de aproximadamente 450 kDa, que € o tamanho esperado para o complexo tilacoidal
FtsH em Arabidopsis. Como as proteinas FtsH apresentam tanto o dominio ATPase
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guanto protease, acreditamos que FIP pode de alguma forma modular a atividade do
complexo FtsH nos tilacoides.

Palavras-chave: FtsH; Arabidopsis; Cloroplasto; Tilacoide; Importagdo in-vitro
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ABSTRACT

Study of plastidial FtsH proteases targeting to thylakoid membranes

The Arabidopsis thylakoid FtsH protease complex is composed of FtsH1/FtsH5
(type A) and FtsH2/FtsH8 (type B) subunits. Type A and type B subunits display a high
degree of sequence identity throughout their mature domains, but no similarity in their
amino-terminal targeting peptide regions. In chloroplast import assays, FtsH2 and FtsH5
were imported and subsequently integrated into thylakoids by a two-step processing
mechanism that resulted in an amino-proximal lumenal domain, a single transmembrane
anchor, and a carboxyl proximal stromal domain. FtsH2 integration into washed
thylakoids was entirely dependent on the proton gradient, whereas FtsH5 integration
was dependent on NTPs, suggesting their integration by Tat and Sec pathways,
respectively. This finding was corroborated by in organello competition and by antibody
inhibition experiments. The amino proximal domains through the transmembrane
anchors were sufficient for proper integration. The mature FtsH2 protein was found to be
incompatible with the Sec machinery as determined with targeting peptide-swapping
experiments. Incompatibility does not appear to be determined by any specific element
in the FtsH2 domain as no single domain was incompatible with Sec transport. This
suggests an incompatible structure that requires the intact FtsH2. That the highly
homologous type A and type B subunits of the same multimeric complex use different
integration pathways is a striking example of the notion that membrane insertion
pathways have evolved to accommodate structural features of their respective
substrates. The regulation mechanism which governs the Arabidopsis FtsH complex’s
activity is still unknown, but it is proposed the presence of additional factors. For this
reason, the plastidial Arabidopsis FtsH5 was used as bait in a yeast two hybrid
screening. The screening resulted in 48 colonies that activated the histidine and adenine
reporter genes. Among all the sequenced cDNAs we have found a potential candidate
named FIP (FtsH5 Interacting Protein). GST Pull-Down experiments also indicate an
interaction between FtsH5 and FIP. Radiolabeled FIP was incubated with intact isolated
chloroplasts. After incubation, intact chloroplasts were lysated and separated into stroma
and thylakoids. FIP remained associated exclusively with the thylakoid membrane
fraction. The insertion into membrane was verified throughout resistance to alkali
treatment and the thylakoid protease treated fraction resulted in a protected fragment,
characteristic of membrane-inserted proteins. Agroinfiltrated Nicotiana tabacum leaves
with a FtsH5::GFP construct resulted that the chimeric gene was targeted to
chloroplasts. Thus, as FtsH5, FIP is a plastidial protein which is located into thylakoid
membrane. Blue native gels using radiolabeled FIP protein show that it runs associated
with a complex around 450 kDa, which is the expected size for the Arabidopsis FtsH
thylakoidal complex. As FtsH proteins present both ATPase and protease domains, we
believe that FIP can somehow modulates the activity of the thylakoidal FtsH complex.

Keywords: FtsH; Arabidopsis; Chloroplast; Thylakoid; In-vitro import
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1 INTRODUCAO

O transporte de proteinas € um mecanismo essencial para o funcionamento dos
seres vivos. Em eucariotos, na maior parte dos casos, 0 processo € especifico para
cada compartimento subcelular e envolve uma complexa maquinaria de importacéo,
incluindo receptores especificos, chaperonas e sequéncias de sinalizagdo distintas. O
cloroplasto € uma organela interessante para os estudos de direcionamento, pois
importa do citossol cerca de 90% da totalidade de suas proteinas. Além disso, possui
um intrincado sistema de transporte intraorganelar, sendo que um substrato traduzido
no citoplasma pode ser destinado a membrana externa, espagco de intermembranas,
membrana interna, estroma, membrana dos tilacoides e limen. Para alcancarem o
tilacoide, os substratos contam com pelo menos quatro vias distintas: A via SRP, a via
Sec, a via TAT e a via espontanea (CLINE; DABNEY-SMITH, 2008). Entre os
substratos que sao direcionados aos cloroplastos estdo as proteinas FtsH. As FtsH séo
metaloproteases dependentes de ATP que pertencem a familia AAA, sendo que, em
plantas, verificou-se que sua principal funcdo esta na degradacdo da proteina D1 do
fotossistema Il (SAKAMOTO, 2006). Foi mostrado, por nosso grupo de pesquisa, que
as FtsHs plastidiais podem ser agrupadas em trés clados distintos e que,
provavelmente, estdo associados ao mecanismo de transporte as membranas dos
tilacéides. Estas observacdes abriram novas possibilidades para a compreensdo dos
mecanismos de transporte protéico no cloroplasto, notadamente no que se refere ao
transporte a membrana dos tilacoides.

Este trabalho visou o melhor entendimento dos mecanismos de transporte e
regulacao das proteinas FtsH e pode ser dividido em trés partes. A primeira parte (itens
4.1 a 4.8) é relacionada ao estudo do direcionamento e integracdo a membrana dos
tilacoides dos substratos FtsH2 e FtsH5, componentes do complexo hetero-hexamero
FtsH nos tilacéides. O objetivo foi compreender a diferenca encontrada na sequéncia de
direcionamento de tais proteinas, uma vez que apresentam alta similaridade na
sequéncia funcional ativa e sdo integrantes do mesmo complexo.

A segunda parte (itens 4.9 a 4.11) se baseou no estudo dos pares FtsH7 e

FtsH9. Tal grupo ndo apresenta os dominios classicos necessarios para o transporte ao
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tilacéide e, além disso, ndo sdo conhecidos dados basicos como localizacdo intra-
plastidial, formagcdo de complexos e funcao.

Por fim, a terceira parte (itens 4.12 a 4.18) focou a identificacédo e caracterizacao
de fatores em potencial que estejam envolvidos na regulacdo do complexo FtsH2/5 nos
tilacoides. Apesar da topologia do complexo apresentar dados bem refinados, o
mecanismo de regulacdo do mesmo ainda é desconhecido. Pressupfe-se a existéncia
de fatores protéicos que participem do mecanismo de regulacdo da protedlise em

cloroplastos, uma vez que em E. coli o complexo FtsH estd associado a um outro
complexo de alto peso molecular (SAIKAWA; AKIYAMA; ITO, 2004).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Uma célula eucaribtica tipica pode conter até 10.000 tipos diferentes de
proteinas. A vasta maioria é sintetizada por ribossomos citossolicos, sendo que muitas
permanecem no proprio citoplasma. Entretanto, mais da metade dos diferentes tipos de
proteinas produzidas em uma célula pode ser destinada a uma membrana celular em
particular, a um compartimento aquoso além do citoplasma ou a superficie celular para
secrecdo. Por exemplo, véarios receptores hormonais protéicos devem ser transportados
para a membrana plasmatica, algumas enzimas como RNA ou DNA polimerase séo
direcionadas para o nucleo e os componentes da matriz extracelular sdo destinados a
superficie celular para secre¢cdo. Estas e todas as outras proteinas produzidas pela
célula devem alcancar seus locais adequados para o funcionamento correto da célula.

O direcionamento protéico (“protein targeting” ou “protein sorting”) envolve dois
tipos de processos muito distintos. O primeiro processo geral envolve o direcionamento
de proteinas a membrana de organelas intracelulares, podendo ocorrer tanto durante
como apoés a traducdo da proteina no ribossomo. Para proteinas de membrana, o
direcionamento leva a insercdo do peptideo na bicamada lipidica e, para proteinas
sollveis, o direcionamento leva ao transporte da proteina inteira ao interior aquoso da
organela. Através deste processo, as proteinas sao destinadas ao reticulo
endoplasmatico, mitocéndria, cloroplasto, peroxissomo e nucleo (Figura 1, direita). O
segundo processo envolve as proteinas que sédo inicialmente direcionadas a membrana
do reticulo endoplasmatico, constituindo a via secretdria. Estas proteinas incluem néo
somente proteinas solluveis e de membrana (que residem no préprio reticulo
endoplasmatico), mas também proteinas que sdo secretadas da célula, enzimas e
outras proteinas residentes no complexo de Golgi, lisossomos e vacuolo (Figura 1,
esquerda).

As proteinas exportadas sao geralmente sintetizadas como precursores que
apresentam um peptideo sinal amino-terminal, que € reconhecido e decifrado por uma
maquinaria celular de transporte. Peptideos sinais consistem de pequenas sequéncias
de aminoacidos que, ap0s a entrega da proteina ao compartimento subcelular, sdo

geralmente removidos por peptidases especificas. Em geral, a pré-proteina €
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inicialmente reconhecida por fatores que a transportam a membrana alvo, onde se
associa ao complexo de transporte. Em seguida, a cadeia polipeptidica é transportada
através de um canal protéico. Na maioria dos casos o transporte é movido por um
“motor” de transporte que hidrolisa ATP. Por fim, o peptideo sinal é removido,
resultando na liberagédo da cadeia madura da proteina.

A seguir, sdo apresentados os dados mais recentes dos modelos de transporte
protéico em organismos procariotos e em cloroplastos, sendo o ultimo o principal objeto

de estudo desta tese.
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Figura 1 - Visdo geral das principais rotas de transporte protéico em células eucarioticas. Todos 0s RNAs
mensageiros codificados pelo nicleo séo traduzidos em ribossomos citossolicos. Esquerda (via
secretdria). Os ribossomos sintetizam proteinas nascentes que sé@o direcionadas para o reticulo
endoplasmatico rugoso por uma seqiéncia sinal (rosa; passos 1 e 2). Apdés o término da
traducdo, estas proteinas podem ser mover através de vesiculas de transportes para o
complexo de Golgi (passo 3). Em seguida, tais proteinas podem ser destinas a membrana
plasmatica (passo 4a), aos lisossomos (passo 4b) ou ao vacuolo (4c). Direita (via nao
secretoria). Sintese de proteinas que ndo apresentam um sinal de direcionamento ao reticulo
endoplasmatico é realizada em ribossomos livres (passo 1). Estas proteinas que ndo contém
uma sequéncia de destino sdo liberadas no citoplasma e la permanecem (passo 2). As
proteinas com uma sequéncia de direcionamento especifica de organelas (rosa) sé&o
inicialmente liberadas no citoplasma (passo 2) porém em seguida sdo importadas para
mitocdndrias, cloroplastos, peroxissomos e nucleo (passos 3 — 6). Proteinas mitocondriais e
cloroplastidiais normalmente passam através das membranas internas e internas para entrarem
na matriz ou estroma, respectivamente. Outras proteinas sdo direcionadas a outros sub-
compartimentos destas organelas, através de passos adicionais modificado de (LODISH, 2000)

2.1 Transporte em procariotos
Ao contrario do que ocorre em células eucaridticas, o transporte em células
bacterianas é limitado a poucos compartimentos, como a membrana citoplasmatica,

parede celular, periplasma e membrana externa, além da secre¢do direta no meio de
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crescimento. Em geral, as proteinas recém-sintetizadas podem ser destinadas e
translocadas através da membrana celular, via uma diversidade de rotas presentes nos
organismos procariontes. Até entdo, quatro vias distintas para a exportacdo de
proteinas, a partir do citoplasma, sdo descritas. O maior numero de proteinas é
transportado através da via de cooperagdo Sec-SRP (YAMANE; BUNAI; KAKESHITA,
2004). Por outro lado, a via TAT (Twin Arginine Translocation) (JONGBLOED et al.,
2000), os transportadores ABC (ATP-Binding Cassete) (QUENTIN; FICHANT;
DENIZOT, 1999) e a via de exportacdo pseudopilina (DUBNAU, 1997) podem ser
colocados como vias especiais, através das quais somente uma pequena parcela de
proteinas sdo transportadas. As vias Sec-SRP e TAT sdo consideradas funcionais ndo
somente na secrecao de proteinas ao meio de cultura e parede celular, mas também

para insercao protéica & membrana citoplasmatica.

2.1.1 A via Sec-SRP

O sistema SRP de destino protéico a membrana celular e a maquinaria Sec de
transporte de proteinas constituem a principal via de transporte de proteinas em
organismos procariontes. A secrecdo de proteinas através da via Sec-SRP pode ser
dividida em trés estégios funcionais: marcacgédo, transporte e dobramento/liberagdo. As
proteinas nessa via sao transportadas em uma conformacdo “desdobrada” e, apos a
translocacdo, sdo dobradas em suas conformacdes nativas. O destino das proteinas
gue utilizam a via Sec de transporte pode ser a membrana citoplasmatica, parede
celular ou 0 meio extracelular (MORI; ITO, 2001; VAN WELY et al., 2001; LI; ZHOU; LU,
2004).

2.1.1.1 Peptideos sinais

Os peptideos sinais que direcionam as proteinas a via Sec-SRP podem ser
divididos em duas classes: peptideos sinais de secrecdo (tipo Sec) e peptideos sinais
lipoprotéicos. Os peptideos do tipo Sec atuam direcionando as pré-proteinas do
citoplasma para o meio de crescimento, enquanto 0s precursores protéicos, com
peptideos sinais lipoprotéicos, sdo retidos no lado citoplasmatico da membrana. Os

peptideos sinais apresentam pelo menos trés fun¢des, que incluem prevenir a formagéo
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de cadeias nascentes mal-formadas dentro das células, reconhecimento e
direcionamento & maquinaria de secrecdo (DALBEY et al., 2000) e determinante
topoldgico para pré-proteinas na membrana (VAN ROOSMALEN et al., 2004).

Embora os diferentes peptideos sinais apresentem pequena identidade na
sequéncia de aminoacidos, trés dominios distintos podem ser identificados: uma regiao
N-terminal positivamente carregada (regido N), uma regido hidrofébica central (regido
H) e uma regido C-terminal polar (regido C). A regido N, que apresenta dois ou trés
residuos de arginina (R) ou lisina (L), determina a orientagcdo do peptideo sinal na
membrana devido a sua alta carga positiva. Residuos de prolina (P) ou glicina (G) sdo
frequentemente encontrados na metade da regido H. Acredita-se que tal estrutura adota
uma conformacéo do tipo a-hélice na membrana. A regido C comumente carrega um
sitio de clivagem SPase do tipo |, com a sequéncia consenso Ala-X-Ala ou Val-X-Ala,
nas posicoes -1 e -3 do sitio de clivagem (SIMONEN; PALVA, 1993; TJALSMA et al.,
2004).

2.1.1.2 Transporte

As proteinas a serem transportadas sado sintetizadas nos ribossomos como
proteinas precursoras, com um peptideo sinal N-terminal (do tipo Sec). Inicialmente ha
a interacdo e reconhecimento entre o peptideo sinal e o complexo SRP. O complexo
SRP (Signal Recognition Particle) atua no reconhecimento do peptideo sinal de uma
cadeia polipeptidica nascente, a partir do ribossomo. O SRP consiste de um RNA
citoplasmatico pequeno (scRNA) com 271 nucleotideos, uma Ffh (uma GTPase que é
homologa a subunidade de 54 kDa do SRP eucariético) e duas moléculas da proteina
Hbsu. Em seguida, o complexo SRP-substrato € destinado ao complexo Sec. Em geral,
as translocases Sec consistem das subunidades SecA (proteina motora), SecYEG
(poro) e SecDF. SecA é uma ATPase associada a membrana, com afinidade pelo
complexo SRP-substrato e pelas proteinas de membrana (SecYEG e SecDF),
promovendo a energia necessaria para o transporte protéico (TJALSMA et al., 2004).
Logo apos, o dominio N carregado positivamente do peptideo sinal interage com 0s
fosfolipideos da membrana carregados negativamente, levando a insercdo do dominio
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H. Ap6s o dominio H ser inserido, a primeira parte da pré-proteina € empurrada através
da membrana (VAN ROOSMALEN et al., 2004).

Durante (ou logo apés o transporte) o peptideo sinal é clivado por uma SPase,
resultando na liberacdo da proteina madura do complexo de transporte. As SPases do
tipo | removem os peptideos sinais das proteinas através da clivagem da sequéncia
Ala/Val-X-Ala. O processo se baseia na ancoragem da SPase e da regido H do
peptideo sinal na membrana, permitindo o reconhecimento da sequéncia de clivagem
correta (CARLOS et al., 2000). Apés a clivagem, AppA e TepA sdo necessarios para a
subsequente degradacédo do peptideo sinal clivado. Tal peptideo, se ndo for degradado,
promove a inibicdo de outros ciclos de transporte (BOLHUIS et al., 1999).

Por fim, chaperonas estdo envolvidas no dobramento da proteina secretada. Em
Bacillus subtilis encontram-se dois tipos de chaperonas, intracelular e extra-
citoplasmatica. As séries GroE e DnaK séo chaperonas intracelulares que promovem o
dobramento protéico, minimizam o0 agregamento e mantém as pré-proteinas em

conformacgdes competentes para o transporte (HOMUTH et al., 1997).

2.1.2 A via TAT de transporte

A via TAT (Twin-Arginine Translocation) € um mecanismo de transporte
alternativo, presente em cloroplastos e varios organismos procariontes. E importante
para uma variedade de processos bioldgicos, incluindo divisdo celular, patogenicidade,
respiracdo anaerobica e degradacdo/aquisicdo de compostos organicos e inorganicos
(OCHSNER et al., 2002; DING; CHRISTIE, 2003; IZE et al., 2003). Excetuando-se 0s
cloroplastos, a via TAT ndo é encontrada em eucariontes. Os substratos TAT e Sec
podem ser distinguidos pelas suas naturezas pré-secretdrias. Em contraste aos
substratos Sec, que sao transportados ndo dobrados através de um poro na membrana,
0s substratos TAT adquirem uma estrutura terciaria, aparentemente como um pré-
requisito para a translocacao (DELISA; TULLMAN; GEORGIOU, 2003). Os substratos
TAT devem ser transportados de maneira temporalmente controlada, de modo que os
eventos de dobramento especificos (inser¢do de cofatores, dobramento por chaperonas

ou oligomerizacao de proteinas) ocorram anteriormente ao transporte.
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2.1.2.1 Peptideos sinais

A via de transporte de determinado substrato é determinada pela sequéncia sinal
N-terminal da proteina (VON HEIJNE; STEPPUHN; HERRMANN, 1989). Neste
contexto, poderia afirmar-se que as sequéncias de direcionamento que separam as vias
de transporte sdo bem distintas. Entretanto, os sinais de destino TAT e Sec sdo muito
similares: ambos possuem residuos carregados positivamente na extremidade N-
terminal, seguidos por um alongamento hidrofébico e, frequentemente, um sitio de
clivagem (BERKS, 1996).

Trés dominios distintos (dominios N, H e C) estdo presentes nos peptideos sinais
que direcionam as proteinas na via TAT. Especificamente, as proteinas carregam
peptideos sinais com uma dupla de aminoacidos arginina na regido carregada
positivamente (os quais ddo o nome a via). Até entdo, a sequéncia conservada de
residuos era definida por SI'T R R F L K (BERKS, 1996). Acreditava-se que a dupla
arginina era indispensavel para o transporte, através de estudos em que a substituicdo
de qualquer um destes aminodacidos resultou em retardo na secrecdo. Entretanto, a
descoberta de peptideos sinais KR, nos quais um residuo de lisina substitui o primeiro
residuo da dupla invariavel de arginina, mostra que a predicdo dos peptideos sinais
para a via TAT ndo podem ser baseadas exclusivamente na presenca da dupla de
aminoacidos (JONGBLOED et al., 2002).

Em B. subtilis, de 69 proteinas com peptideos sinais do tipo RR-/KR-, 14 foram
detectadas no meio de crescimento. Destas, oito foram preditas a apresentar sinais do
tipo RR, as restantes a conter peptideos do tipo KR (JONGBLOED et al., 2002).
Surpreendentemente, das 14 proteinas com peptideos sinais RR/KR, 13 foram
independentes da via TAT, mostrando que a maquinaria TAT nao reconhece seus
dominios RR/KR. No momento, somente duas proteinas —RR apresentam secre¢ao
dependente de TAT (JONGBLOED et al., 2004). Portanto, o critério de predicdo de

verdadeiros peptideos sinais RR/KR necessita ser refinado.

2.1.2.2 Transporte
A atividade da maquinaria TAT, para transporte através da membrana interna de

E. coli, requer a presenca de trés proteinas de membrana: TatA, TatB e TatC (ALAMI et
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al., 2003; MALDONADO et al., 2011). O substrato é inicialmente ligado ao complexo
TatBC, em um passo independente de energia (PORCELLI et al., 2002). Experimentos
de foto-afinidade sugerem que TatC se liga a sequéncia consenso do peptideo sinal,
sendo, portanto, o primeiro local de reconhecimento dos peptideos TAT (ALAMI et al.,
2003).

Em seguida, o complexo TatBC-substrato associa com TatA (ALAMI et al., 2003).
Essa associacdo persiste até o substrato ser transportado através da membrana
(MORI; CLINE, 2002). Apos, o peptideo sinal do substrato é clivado pela peptidase
LepB, uma enzima que é também utilizada em processos da via Sec. A atividade de
LepB é localizada no lado periplasmatico da membrana. Visto que o local de clivagem é
imediatamente adjacente ao dominio da proteina madura, pode-se inferir que a
remocédo do peptideo sinal ocorre tardiamente no ciclo de transporte, somente apos o
dominio maduro ter alcancado o lado periplasmatico da membrana (BERKS;
SARGENT; PALMER, 2000). Em contrapartida, na via Sec, o peptideo sinal é clivado
antes do transporte da proteina madura.

Devido aos substratos TAT apresentarem até 70 A de diametro, a movimentag&o
dos substratos através da membrana requer um canal consideravelmente largo. E
proposto que este canal seja formado primariamente por TatA, devido a este
componente atuar subsequente ao reconhecimento por TatBC. Em estudos de
microscopia eletrénica, TatA parece apresentar uma cavidade de 70 A de diametro,
uma vez que o complexo TatBC ndo apresentam caracteristicas comparaveis a
estruturas de canais (SARGENT et al., 2001).

O mecanismo de transporte TAT é especialmente intrigante, visto que € o Unico
mecanismo geral de translocagcédo que transporta proteinas montadas através de forcas
ibnicas. Como seria possivel o sistema TAT transportar proteinas sem deixar a
membrana permeavel a prétons (e outros ions) e como a energia do gradiente
eletroquimico é transferida para efetuar o transporte unidirecional, ainda sdo questdes

pouco esclarecidas.
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2.1.3 Transportadores ABC

Os transportadores ABC (ATP-Binding Cassette), presentes em eucariontes e
procariontes, constituem uma ampla superfamilia de permeases gue exportam ou
importam varios tipos de moléculas (ions, aminoacidos, peptideos, antibibticos,
polissacarideos, proteinas, entre outros) através de membranas bioldgicas, com relativa
especificidade por um determinado substrato (FATH; KOLTER, 1993). Algumas
proteinas secretadas e peptideos antimicrobianos, que sdo incompativeis com as vias
Sec-SRP ou TAT, podem ser exportados pelos transportadores ABC, facilitando assim

a secrecao.

2.1.3.1 Peptideos sinais

Os peptideos sinais que direcionam a secrec¢do de antibidticos ou feroménios no
meio sdo comumente chamados de peptideos lideres, com regido N-terminal clivavel.
Estes peptideos lideres consistem somente dos dominios N- e C-, estando
completamente ausente o dominio hidrofébico H (TJALSMA et al., 2004). Peptideos
lideres lantibioticos apresentam de 23 a 30 residuos de aminoacidos de comprimento.
Especificamente, os peptideos lideres apresentam uma importante funcdo na
modificacdo pos-traducional dos lantibiéticos (MCAULIFFE; ROSS; HILL, 2001).

2.1.3.2 Transporte

Assim como o sistema Sec-SRP, todos os transportadores ABC necessitam de
energia para facilitar o transporte, utilizando a hidrélise de ATP como fonte de energia.
Um exportador tipico consiste de dois dominios hidrofébicos, localizados na face
citoplasmatica da membrana, promovendo a hidrolise de ATP para processar o
transporte (QUENTIN; FICHANT; DENIZOT, 1999). Em B. subtillis h4 dois sistemas
principais de transporte: SpaT e SunT. O sistema SpaT foi descrito para atuar em uma
etapa de transporte da via biossintética da subtilina (KLEIN et al., 1992). O sistema
SunT foi primeiramente descrito como transportador da sublancina 168. Os
transportadores contém uma dupla fungdo apresentando, além da atividade
transportadora, atividade proteolitica. Os mecanismos moleculares de translocag¢édo dos

transportadores do tipo ABC ainda estdo pouco esclarecidos.
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2.2 Transporte para o cloroplasto

Os cloroplastos realizam uma variedade de fungbes bioquimicas dentro das
células vegetais, embora tais organelas sejam mais conhecidas como o local da
fotossintese. O cloroplasto possui um sistema de membrana que representa o modelo
procariotico (tilacoides), eucariotico (membrana externa do envelope) e estruturas
mistas (membrana interna do envelope). Consequentemente, entre 0s mecanismos de
transporte de proteinas presentes, podem ser encontradas vias de exportacdo
procaridtica e de importacdo eucaridtica. Embora possuam seu proprio genoma, 0S
plastidios codificam somente uma pequena porcédo de proteinas. A grande maioria é
codificada pelo nucleo, traduzida no citoplasma e encaminhada a diferentes destinos
dentro do cloroplasto, por vias de transporte especificas.

O primeiro passo para o transporte de proteinas ao cloroplasto é comum a todas
as rotas de transporte, envolvendo a sintese das moléculas precursoras no citoplasma
e posterior transporte através da membrana do cloroplasto. Com exce¢do de poucos
exemplos descritos (MIRAS et al., 2002; NADA; SOLL, 2004), todas as proteinas
codificadas pelo nucleo (e importadas para o cloroplasto) sdo sintetizadas como
moléculas precursoras que apresentam peptideos de transito na regido N-terminal,
sendo responsaveis por direcionar os precursores através das duas membranas do
envelope plastidial. Embora tais peptideos apresentem variagbes consideraveis no
tamanho e sequéncia de aminoéacidos, eles podem compartilhar algumas caracteristicas
gerais como um alto contetdo de residuos hidroxilados, auséncia de residuos &cidos e,
em geral, uma natureza hidrofilica (VON HEIINE; STEPPUHN; HERRMANN, 1989).

O transporte através do envelope da membrana do cloroplasto é mediado por
complexos de translocacdo de proteinas denominados TOC (Translocon at the Outer
envelope membrane of Chloroplasts) para a membrana externa e TIC (Translocon at
the Inner envelope membrane of Chloroplasts) para a membrana interna. ApGs
atravessar as duas membranas do cloroplasto ha o processamento do peptideo de
transito por uma peptidase presente no estroma (SPP - Stromal Processing Peptidase).
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2.2.1 Quatro vias independentes de transporte presentes na membrana do tilacéide

O transporte de proteinas a ou através da membrana do tilacoide se da através
de quatro vias independentes de transporte, denominadas via de transporte Sec, via
SRP, via TAT e espontanea. Cada uma opera com um mecanismo Unico e Sao
especificas para um conjunto de proteinas do tilacoide, como detalhadas a seguir

(Figura 2).
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Figura 2 - Modelo dos mecanismos de importacdo de proteinas ao cloroplasto. Os componentes dos
complexos TIC e TOC (Translocon at the Outer/Inner envelope membrane of Chloroplasts)
estdo representados de acordo com seus pesos moleculares. Sinais de importacdo para o
estroma sdo mostrados como circulos abertos; Peptideos sinais de importacao ao tilacoide
sdo representados como circulos preenchidos. Da mesma forma, as peptidases do estroma e
tilacoide sdo representadas como serras brancas e cinzas, respectivamente. Para cada via, as
respectivas fontes de energia estdo indicadas (14-3-3: 14-3-3 protein, cpFtsY: chloroplast SRP
receptor FtsY, cpn60: chaperonin 60, cpSRP: chloroplast signal recognition particle, cyt-/ims-
/s-HSP70: cytosolic-/intermembrane space-/stromal-heatshock protein 70 kDa, SPP: Stromal
Processing Peptidase, TAT: Twin Arginine Translocation, TPP: Thylakoidal Processing
Peptidase) modificado de (GUTENSOHN et al., 2006)
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2.2.2 Avia SRP

A via SRP (Signal Recognition Particle) é utilizada para direcionar um conjunto
de proteinas hidrofébicas a membrana do tilacoide, constituindo a principal via de
integracdo protéica a membrana do tilacéide. Em eucariontes, procariontes e archaea,
uma via SRP relacionada promove o transporte e inser¢do na membrana de proteinas
co-traduzidas. Em plantas, a via SRP é melhor conhecida no processo pdés-traducional
de direcionamento e inser¢do na membrana, processo realizado pelas LHCPs (Light-
Harvesting Chlorophyll-binding Proteins) codificadas pelo nucleo (SCHUNEMANN,
2004; RICHTER; BALS; SCHUNEMANN, 2010).

De maneira geral, a proteina cpSRP54 (homéloga a subunidade SRP54 de
mamiferos e bactérias) junto com cpSRP43 (uma proteina exclusiva da via pos-
traducional de plantas) formam o complexo cpSRP que, ao contrario dos outros
complexos SRPs conhecidos, ndo apresenta moléculas de RNA em sua constituicéo.
Esse complexo se liga a LHCP, formando um “complexo de transito”. O processo
também necessita de GTP, cpFtsY e Alb3. cpFtsY é um receptor e forma um complexo
com cpSRP e Alb3 (MOORE et al., 2003). A interagdo de cpSRP com cpFtsY parece
promover a ligacdo de GTP as GTPases cpSRP54 e cpFtsY, que direcionam o
complexo a Alb3 na membrana do tilacéide (YANG et al., 2011). Alb3 é homodloga a
proteina bacteriana YidC e & mitocondrial Oxal, que sdo necessarias para a insercao
de proteinas na membrana plasmatica ou membrana interna da mitocondria,
respectivamente. A proteina cpSRP43 ndo apresenta fungcdo no direcionamento de
Alb3, mas pode estar envolvida na regulacdo do ciclo das GTPases (MOORE et al.,
2003). Alguns candidatos a serem transportados por tal via incluem as proteinas D2,
CP43, PSI-A e CFolll, que se mostraram interagir com Alb3 em sistemas de duplo-
hibrido de levedura (PASCH; NICKELSEN; SCHUNEMANN, 2005).

2.2.3 A via Sec

A segunda principal via de transporte de proteinas, presente no tilacoide, é a via
Sec. Esta via € muito similar a via Sec encontrada em bactérias, que é responsavel pela
exportacdo de proteinas através da membrana plasmatica para o periplasma ou meio

externo. Em bactérias, o complexo Sec é formado pela subunidade SecA e o canal de
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translocagdo SecYE. SecA é uma ATPase que atua como um “motor”, “empurrando” as
proteinas precursoras pelo canal (DALBEY; CHEN, 2004). Para o complexo
cloroplastidial, foram identificadas as cpSecY (LAIDLER et al.,, 1995), cpSecE
(SCHUENEMANN et al., 1999) e cpSecA (NAKAI et al., 1994). Anticorpos anti-cpSecY
inibem o transporte dependente de cpSecA, sugerindo que cpSecA e cpSecY trabalhem
em conjunto, como em bactérias.

O complexo SecYE transporta substratos em estado ndo-montados, sendo a
energia para o transporte originada de hidrélise de ATP. Quando destinada ao tilacéide,
a EGFP (enhanced green fluorescent protein) é transportada eficientemente pela via
TAT, enquanto o transporte mediado pela via Sec é ineficiente (MARQUES et al., 2004).
O rapido dobramento da EGFP no estroma parece impedir o transporte pela via Sec,
confirmando a necessidade do estado ndo-montado. Além disso, o sistema ndo requer
um gradiente de prétons através da membrana do tilacéide, embora um potencial de
membrana tenha um efeito estimulatério em alguns casos (MANT et al., 1995).
Substratos comuns da via Sec sao a plastocianina, subunidade PsaF do fotossistema |
e uma proteina de 33 kDa envolvida no sistema do oxigénio (HULFORD et al., 1994;
ROBINSON et al., 1994; KARNAUCHOV; HERRMANN; KLOSGEN, 1997). Acredita-se
gue os cloroplastos possuem um segundo sistema Sec de transporte, presente no
envelope (SKALITZKY et al., 2011).

2.2.4 Avia TAT

A via de transporte TAT (Twin Arginine Translocation) tem seu nome derivado de
uma dupla invariavel de aminoéacidos arginina (RR), presentes na regidao N-terminal do
peptideo sinal. Com excecdo de dois substratos atipicos (uma Unica proteina de
membrana e a proteina Rieske FeS (SUMMER et al., 2000; MOLIK et al., 2001), todos
0s substratos especificos da via TAT apresentam o dominio RR, que ¢é essencial para o
correto direcionamento. A substituicdo de qualquer arginina da dupla, até mesmo por
lisina, acarreta no completo bloqueio do transporte pela via TAT. Nesse caso, 0
substrato é corretamente importado ao cloroplasto, porém permanece no estroma
(CHADDOCK et al., 1995).
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Estudos em cloroplastos mostraram que quase todos o0s substratos da via TAT
apresentam peptideos sinais compostos por trés dominios distintos: um dominio N-
terminal carregado, um dominio central hidrofébico e um dominio C-terminal polar, com
um grupo Ala-Xaa-Ala, que indica o local de clivagem a peptidase TPP (Thylakoidal
Processing Peptidase) (SHACKLETON; ROBINSON, 1991). Uma das principais
caracteristicas deste sistema esta no tipo de energia utilizada. O transporte ndo é
mediado pela hidrélise de ATP, mas sim por um gradiente de pH trans-membranico
(CLINE; ETTINGER; THEG, 1992). Outra caracteristica importante € a capacidade de
transportar proteinas completamente dobradas (ou dominio protéicos) através da
membrana do tilacéide (MARQUES et al., 2004).

Até o momento, trés proteinas (Tha4, Hcf106 e cpTatC) foram identificadas como
constituintes do sistema TAT em plantas (SETTLES et al., 1997; WALKER et al., 1999).
Um estudo de importagdo de proteinas in-vitro revelou que, em tilacéides isolados, as
subunidades TAT estdo presentes em dois complexos distintos: complexo cpTatC-
Hcfl06 e o complexo Tha4. Os substratos se ligam preferencialmente ao complexo
cpTatC-Hcf106 que funciona como um receptor. A interagdo e a presenca de um
gradiente de pH proporcionam o0 recrutamento do complexo Tha4, formando o
complexo de translocacédo (CLINE; MORI, 2001; MORI; CLINE, 2002). Dados recentes
indicam que o transporte de proteinas pela via TAT envolve uma intima associacao do
peptideo sinal com o receptor (GERARD; CLINE, 2007), sendo que mdultiplos
precursores se ligam ao receptor TAT (MA; CLINE, 2010).

2.2.5 A via espontanea

Até entdo, foram descritas as vias de direcionamento de proteinas do tilacéide,
envolvendo interagcbes com magquinais de transporte protéicas. O quarto grupo parece
ser diferente. As proteinas pertencentes a este grupo sao todas proteinas integrais de
membrana, sendo as principais caracteristicas ndo necessitar qualquer maquinaria
protéica de transporte conhecida e nem energia para a inser¢cdo na membrana do
tilacoide. Esta € uma via incomum e Unica a cloroplastos. A auséncia de qualquer

necessidade energética ou fatores de direcionamento sugere a possibilidade de um
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mecanismo espontaneo de inser¢cdo (SCHLEIFF; KLOSGEN, 2001; CLINE; DABNEY-
SMITH, 2008).

Como exemplos de proteinas que se inserem “espontaneamente” podem ser as
subunidades W e X do Fotossistema Il (PsbW e PsbX), PsaK do Fotossistema | e a
subunidade SecE (cpSecE) (GUTENSOHN et al., 2006). Os dois primeiros
compartilham uma pré-sequéncia bipartida, porém sdo inseridas na membrana do
tilacoide na auséncia de SRP, NTPs ou maquinaria Sec. Além do mais, protedlise do
tilacéide ou inativacdo de Alb3 néo influencia a inser¢cdo (WOOLHEAD et al., 2001).

2.3 Proteases FtsH

As proteases FtsH (Filamentous temperature sensitive H — também conhecidas
como HflB) foram descritas orginalmente em E. coli como uma proteina essencial
(TOMOYASU et al., 1993), com papel na degradacdo de varias proteinas de vida curta
(TOMOYASU et al., 1995; AKIYAMA et al.,, 1996). As FtsHs possuem no mesmo
polipeptideo os dominios de ATPase e protease, formando um complexo homo-
oligomérico. Os homoélogos de FtsH tém sido alvo de estudo em mitocdndrias de
levedura, que apresentam trés homologos (Ytal0-12p) presentes na membrana interna
(LANGER, 2000). Baseado em analises cristalogréficas de raio-X, o dominio ATP&sico
das FtsH de E. coli constituem um anel hexamérico que contém residuos aromaticos
conservados, voltados para a estrutura em anel, sendo que a energia de quebra do
ATP €& usada para translocacdo dos substratos e carregamento até a camara
proteolitica (KRZYWDA et al., 2002; BIENIOSSEK; NIEDERHAUSER; BAUMANN,
2009). As FtsH plastidiais sdo quase idénticas as de E. coli, 0 que implica uma estrutura
hexamérica similar.

A FtsH de E. coli apresenta dois dominios transmembréanicos na regido N-
terminal que a ancora na membrana plasmatica, sendo que o dominio protedsico na
regido C-terminal esta exposto ao citoplasma (ITO; AKIYAMA, 2005). A FtsH esta
associada a um complexo grande através da interagdo com outras proteinas de
membrana, como a HfIKC (SAIKAWA; AKIYAMA; ITO, 2004). Em cloroplastos, ha um
unico dominio transmembréanico que ancora ha membrana dos tilacéides, sendo que o
dominio catalitico esta exposto ao estroma (RODRIGUES; SILVA-FILHO; CLINE,
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2011). Em mitocéndrias, ha dois tipos de proteinas, uma com um Unico dominio
transmembréanico (Ytallp) e outras com dois (YtalOp e Ytal2p). Estas duas proteinas
apresentam diferentes topologias com respeito a membrana mitocondrial interna. O
dominio proteédsico esta exposto tanto ao espacgo de intermembranas (i-AAA) quanto a
matriz (m-AAA), sendo que as duas proteinas m-AAA formam um complexo grande com
outros componentes chamados proibitinas (TATSUTA; LANGER, 2009).

2.3.1 Familia génica

A multiplicacdo dos genes codificantes das FtsH é correlacionado com a
evolucdo da fotossintese, sendo muito maior em organismos fotossintéticos que em
bactérias ndo fotossintéticos e mitocéndrias de eucariotos (MANN et al., 2000). Quatro
isdmeros foram identificados em Synechocystis sp. A inativacdo de dois dos isdmeros é
letal. A perda de um dos isdmeros restantes leva a uma dramatica sensibilidade a
exposicdo a luz intensa e deficiéncia no aparato fotossintético nos tilacoides,
particularmente no PSII (SILVA et al., 2003). A FtsH parece ser a principal protease
envolvida na reparagdo do ciclo do PSII, particularmente na reparacéo da proteina D1
(NIXON et al., 2010). Em Arabidopsis h4 12 genes FtsH (FtsH 1-12). Além disso, quatro
outros genes aparentemente codificam proteinas homélogas a FtsH, porém nao
apresentam o motivo de ligagao ao zinco, o que possivelmente as tornam inativas para
protedlise (SOKOLENKO et al.,, 2002). Dos 12 genes FtsH, 3 sdo destinados as
mitocondrias (FtsH3, 4 e 10), 8 aos cloroplastos (FtsH1, 2, 5,6, 7, 8,9 e 12) e a FtsH11
apresenta duplo-direcionamento para mitocondrias e cloroplastos (SAKAMOTO et al.,
2003; URANTOWKA et al., 2005).

Assim como em Synechocystis, as FtsH em cloroplastos aparentemente
apresentam um papel na degradacdo da proteina D1 danificada e outras proteinas no
PSIl. Foi mostrado que em tilacéides, isolados de espinafre, expostos a luz intensa, a
proteina D1 é degradada em dois passos distintos, através da geracdo de produtos
intermediarios e subsequente degradacdo (LINDAHL et al., 2000). Foi mostrado
também que a protease FtsH1 recombinante, expressa por E. coli, pode atuar nessa
etapa. Além disso, a expressdo da FtsH é reduzida drasticamente em resposta ao virus
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do mosaico do tabaco, indicando que as FtsH em cloroplastos apresentam multiplas

fungdes celulares.

2.3.2 Expressédo e analise genética

As FtsHs em cloroplastos estdo entre as proteases melhores caracterizadas, em
termos genéticos. Alguns genes mutados de FtsHs apresentam um fendtipo tipico de
variegacdo nas folhas, bem conhecido em Arabidopsis (SAKAMOTO, 2003). Os
mutantes sdo chamados de varl e var2, correspondendo aos locos que codificam as
FtsH5 e FtsH2, respectivamente. Os mutantes para outras FtsHs plastidiais, com FtsH1,
6 e 8 ndo resultam em fenotipos visiveis (SAKAMOTO et al., 2003). A perda de uma
FtsH pode nado causar letalidade devido a intercambialidade funcional entre os
homdlogos de FtsH.
FtsH2 é a proteina FtsH mais abundante nos cloroplastos, seguida pela FtsH5 e por fim,
com valores muito menores, FtsH8 e FtsH1. A expressdo génica dos isdmeros FtsH
indica que algumas FtsH plastidiais, como a FtsH8, respondem a luz intensa
(SINVANY-VILLALOBO et al., 2004). Entretanto, no geral, a quantidade de proteina
FtsH nado responde a condi¢des de estresse (SINVANY-VILLALOBO et al., 2004).

As proteases FtsH2 e FtsH5 formam, nos tilacoides, um complexo entre 400 a
450 kDa (SAKAMOTO et al., 2003). Estudos de protedmica revelaram que, além das
subunidades FtsH2 e FtsH5, o complexo FtsH dos tilacoides € composto também,
respectivamente, pelos genes duplicados FtsH1 e FtsH8 (YU; PARK; RODERMEL,
2004). Dessa forma, o complexo é constituido por dois tipos de subunidades: FtsH1 e
FtsH5 (tipo A) e FtsH2 e FtsH8 (tipo B). Os fendtipos varl e var2 podem ser resgatados
através da superexpressdo da FtsH1 e FtsH8, respectivamente (YU; PARK;
RODERMEL, 2004; 2005). Dessa forma, somente um de cada isdbmero € necessario
para a correta funcdo do complexo FtsH tilacoidal (ZALTSMAN; ORI; ADAM, 2005) e o
tipo B, apesar de necessario para a montagem do complexo, a atividade proteasica é
completamente desnecessaria (ZHANG et al., 2010).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Isolamento de plasmideos
3.1.1 Mini-preparacdo de DNA plasmidial de E. coli (Utilizando Kit QIAGEN)

Em todos os procedimentos onde se necessitou de um DNA apresentando maior
grau de pureza, utilizou-se o QIAGEN Plasmid Mini Kit. Para tal, inoculou-se uma
col6nia de E. coli em 5ml de meio LB liquido, com antibiético apropriado. Deixou-se por
16 horas a 37 °C, sob agitacao de 250rpm. Transferiu-se parte da cultura para um tubo
Eppendorf de 1,5ml. Centrifugou-se por 2 minutos a 13.000 rpm e descartou-se o meio
de cultura. Repetiu-se essa Ultima etapa por duas vezes. Ressuspendeu-se 0
precipitado celular em 300ul de solugdo P1 (Tris-HClI 50mM pH 8,0; EDTA 10mM,;
RNase 100ug/ml). Adicionou-se 300ul de solucdo P2 (NaOH 200mM; SDS 1%) e
incubou-se a temperatura ambiente por 5 minutos. Foram adicionados 3000/ de
solucdo P3 (acetato de potassio 3 M; pH 5,5) e centrifugou-se por 15 minutos a
13.000rpm. Aplicou-se o sobrenadante sobre a coluna QIAGEN-tip 20, previamente
equilibrada com 1 ml de tampao QBT (750 mM NaCl; 50mM MOPS pH 7,0; 15% etanol;
0,15% Triton X-100). Lavou-se a coluna com 2 ml de tampéo QC (1,0M NaCl; 50mM
MOPS pH7,0, 15% etanol). Eluiu-se o DNA pela adicao de 0,8ml da solucdo QF (1,25 M
NaCl; 50mM Tris-HCI; pH 8,5; 15% etanol). Ao eluido adicionou-se 0,5 volume de
isopropanol e centrifugou-se a 13.000rpm por 30 minutos. Descartou-se o sobrenadante
e adicionou-se 0,1ml de etanol 70%. Centrifugou-se a 13.000rpm por 5 minutos.
Descartou-se o sobrenadante, deixou-se o DNA precipitado secar e ressuspendeu-se o
mesmo em um volume apropriado de TE (Tris 10mM; EDTA 1mM).

3.1.2 Mini-preparacao de DNA plasmidial de Escherichia coli

Colocou-se uma col6nia de E. coli em 5ml de meio LB liquido, contendo
antibidtico apropriado. Incubou-se a 37°C, sob agitacdo de 250rpm, por 16 horas.
Transferiu-se parte da cultura para um tubo Eppendorf de 1,5ml. Centrifugou-se por 2
minutos a 13.000rpm e descartou-se 0 meio de cultura. Repetiu-se essa Ultima etapa
por duas vezes. Ressuspendeu-se o precipitado celular em 175ul de solugao P1 (Tris-
HCI 50mM pH 8,0; EDTA 10mM; RNase 100ug/ml). Adicionaram-se 20ul de solucéo de
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lisozima (10mg/ml) e deixou-se por 10 minutos a temperatura ambiente. Incubou-se a
73°C por 15 minutos. Centrifugou-se por 15 minutos a 13.000rpm. Transferiu-se o
sobrenadante para outro tubo Eppendorf de 1,5ml. Adicionou-se 1/10 do volume de
acetato de sédio 3M e 2,5 volumes de etanol absoluto. Deixou-se a -20°C por 1 hora.
Centrifugou-se por 15 minutos a 13.000rpm. Descartou-se o sobrenadante, deixou-se

secar e ressuspendeu-se com um volume adequado de TE.

3.2 Quantificagcdo da concentragédo de DNA

Uma aliquota do DNA foi retirada, diluida e foi feita uma leitura no comprimento
de onda 260nm em espectrofotbmetro que permitiu calcular a concentracdo de &cidos
nucléicos na amostra. No caso de DNA dupla-fita, uma DO (densidade 6ptica) igual a 1

corresponde a aproximadamente 50ug/ml.

3.3 Digestdes enzimaticas do DNA

As digestdes foram realizadas utilizando 1/10 do volume de tampao adequado e
no minimo 1 unidade de enzima por ug de DNA. O volume final da reacdo (20 a 50ul)
variou de acordo com a quantidade de DNA utilizada. As amostras foram deixadas por
no minimo 2 horas a temperatura adequada (em geral 37°C). Ao final de tal periodo,
uma aliquota foi extraida para aplicacdo em gel de agarose e submetida a uma corrida
eletroforética, para verificacdo da completa digestdo. Ao final, as digestdes foram
colocadas sob temperaturas elevadas, segundo as especificagbes do fabricante, para

desnaturacdo das enzimas utilizadas.

3.4 Eletroforese em gel de agarose

As corridas eletroforéticas foram realizadas em gel de agarose 1%, em tampao
1X TBE (5x TBE: 54 g de Tris base, 27,59 de &cido boérico, 20ml de EDTA 0,5 M pH 8,0
e agua destilada para completar 1000 ml), contendo 0,5ug/ml de brometo de etideo. Foi
adicionado as amostras 20% do volume de tampédo de carregamento (0,25% azul de
bromofenol, 0,25% xileno cianol e 15% ficol tipo 400-DL).

O gel de agarose (ainda liquido) foi colocado em uma bandeja apropriada para
insercdo de pentes, possibilitando a formacdo de canaletas, onde as amostras sao
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aplicadas. Apos solidificacdo, o gel de agarose ficou disposto em uma cuba de acrilico,
e esta foi preenchida com tampao 1X TBE, ligado a um gerador que polariza a cuba.
Devido ao DNA possuir carga elétrica negativa, migra entre os poros do gel em dire¢édo
ao polo positivo da cuba. Tal fendbmeno permite a formagdo de bandas separadas de
acordo com o tamanho molecular do fragmento de DNA. O tamanho de tais fragmentos
foi inferido através da comparacao com a migracdo de fragmentos de marcador de peso
molecular (1kb DNA ladder plus — GIBCO), também aplicado no gel. Ao final, as
eletroforeses foram fotografadas ao lado de uma régua para referéncia.

3.5 Purificagéo de fragmentos de DNA a partir de gel de agarose

Foi utilizado o kit MinElute Gel Extraction (QIAGEN). Os fragmentos do gel (de
até 4kb) foram recortados e pesados. Foram adicionados 3 volumes do tampdo QG
para 1 volume de gel (100mg ~ 100ul). Incubou-se a 50°C por 10 minutos até completa
dissolugéo. Adicionou-se 1 volume de isopropanol. Posicionou-se uma coluna MinElute
sobre um tubo coletor de 2ml. Adicionou-se a amostra sobre a coluna e centrifugou-se
por 1 minuto. Descartou-se o liquido e adicionou-se 500ul de tampé&o QG, centrifugando
por 1 minuto. Adicionou-se 750ul de tampdo PE e centrifugou-se por 1 minuto.
Descartou-se o liquido e centrifugou-se por 1 minuto adicional. Adicionou-se um volume
adequado de tampao EB (10 mM Tris-Cl, pH 8,5) sobre o centro da coluna MinElute, a
qual foi colocada sobre um tubo Eppendorf de 1,5ml. O conjunto foi centrifugado por 1

minuto.

3.6 Clonagens

As clonagens foram realizadas de acordo com os procedimentos béasicos
descritos em (SAMBROOK; RUSSELL, 2001), com excecdo da clonagem no vetor
pK7FWG2, a qual foi feita utilizando o sistema Gateway de recombinacao (Invitrogen).
As trocas de sequéncias entre FtsH2 e FtsH5 foram realizadas de acordo com o método
“splicing” (Horton et al., 1989), i.e. primeiramente amplificando as regidbes N- e C-
terminais apropriadas, purificando os produtos de PCR e entdo amplificando o produto
quimérico usando os primers externos. As construgfes para transcricdo/traducao in-

vitro foram todas clonadas no vetor pGEM-4Z (Promega). Para os experimentos de
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rastreamento em sistema duplo-hibrido de levedura, foi utilizado o vetor pGBKT7
(Clontech). As construcdes para fusdo com a GST e cauda de histidina foram clonadas,
respectivamente, nos vetores pDEST15 (Initrogen) e pET28b (Novagen). A fusdo com o
gene reporter GFP foi feita utilizando o vetor pK7FWG2 (KARIMI; INZE; DEPICKER,
2002) para a proteina FIP. As proteinas FtsH7 e FtsH9 foram inicialmente clonadas no
vetor pUCAP-GFP, um vetor pUCAP apresentando o cassete de expressao do vetor
pCK-GFP3 (MENAND et al., 1998) e entdo transferidas para o vetor de expressdo em
plantas pBinPLUS (VAN ENGELEN et al., 1995). Todos os clones resultantes foram
sequenciados em ambas as fitas.

3.7 Preparacdo de células eletrocompetentes de Escherichia coli

Estriou-se, com uma alca de platina, uma suspensao bacteriana de E. coli, cepa
DH10B, em uma placa contendo meio LB (10g/l Triptona; 5g/l Extrato de levedura; 109/l
NacCl). A placa foi incubada durante 16 horas, a 37°C. Transferiu-se uma coldnia para
5ml de meio LB liquido e incubou-se durante 16 horas, a 37°C, sob agitacao de 300rpm.
Transferiu-se 1ml da suspensao bacteriana para 500ml de meio LB, deixou-se a 37°C,
sob agitacdo de 300rpm até a leitura da absorbancia atingir o ponto ideal (Asoo €ntre 0,5
e 0,8). Colocou-se a cultura no gelo durante 15 minutos. Centrifugou-se a 6.000rpm
durante 15 minutos, a 4°C. Removeu-se 0 sobrenadante e as células foram
ressuspendidas em 500 ml de agua estéril a 4°C. Centrifugou-se novamente a 6.000
rom durante 15 minutos, a 4°C. Descartou-se o sobrenadante e as células foram
ressuspendidas em 250ml de agua estéril a 4°C. Centrifugou-se mais uma vez a
6.000rpm durante 15 minutos, a 4°C. Descartou-se 0 sobrenadante e, desta vez, as
células foram ressuspendidas delicadamente em 10ml de glicerol 10% a 4°C.
Centrifugou-se a 6.000rpm durante 15 minutos, a 4°C. Nesta Ultima etapa, as células
foram ressuspendidas em um volume final de 2ml de glicerol 10% a 4°C. Foram feitas

aliquotas de 40 ul, as quais foram estocadas a -80°C.

3.8 Eletroporacéo de Escherichia coli
Antes da transformacgéo, todas as reacdes de recombinacdo foram dialisadas
(para retirar o sal excessivo). Para tal, adicionou-se todo o volume da ligacdo a uma
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membrana (Millipore 0,025 um, Type VS), a qual foi deixada em contato com agua
destilada estéril, por 30 minutos. Adicionou-se um volume adequado da mistura de
ligacao, ja dialisada, a 40ul do estoque de células competentes de E. coli, misturou-se
delicadamente e deixou-se no gelo por 1 minuto. Colocou-se a mistura em uma cubeta
de eletroporacéo previamente resfriada no gelo. Submeteu-se o conjunto a um pulso de
1,8kV/25uF (eletroporador Gene Pulse, BioRad). Adicionou-se, imediatamente apos a
eletroporacéo, 500ul de meio LB liquido e ressuspendeu-se delicadamente as células.
Transferiu-se o conjunto para um tubo de ensaio, incubando-se durante 1 hora a 37°C,
sob agitacdo de 200rpm. Plaqueou-se 250ul em meio LB sélido, contendo antibiéticos

apropriados, e deixou-se a 37°C durante 16-20 horas.

3.9 Preparo de células competentes de Agrobacterium tumefaciens

Estriou-se, com uma alga de platina, uma suspensdo bacteriana de
Agrobacterium tumefasciens, cepa GV3101 (pMP90), em uma placa contendo meio
MAS solido (200 ml meio 5x A; 10 ml sacarose 20%; 2ml MgSO4 20%; 0,5 ml tiamina
10mg/ml; agar 12 g/l. Meio 5x A: 69 g/l K; HPO4.3H,0; 22,5 g/l KoH,POy; 5 gl
(NH4)2S0Oy4; 2,5 g/l citrato de sédio). Incubou-se a 28°C durante 72 horas. Transferiu-se
uma col6nia para 50ml de meio LB 2X (20 g/l Triptona; 10 g/l Extrato de levedura; 20 g/l
NacCl), incubando-se a 28°C por 16 horas, sob agitagdo de 150 rpm. Dividiu-se o volume
em 20 tubos Eppendorf de 1,5 ml. Centrifugou-se a 12.000rpm, por 1 minuto.
Ressuspendeu-se delicadamente as células em 0,5ml de HEPES 1mM, mantido a 4°C.
Centrifugou-se a 12.000rpm, por 1 minuto. Repetiu-se esta Ultima etapa por duas
vezes. Ressuspendeu-se delicadamente as células em 0,5ml de glicerol 10%, mantido
a 4°C. Centrifugou-se por 1 minuto, a 12.000rpm. Ressuspendeu-se delicadamente as
células em 20ul de glicerol 10% e juntou-se o conteudo de dois tubos em um,

totalizando 40ul. As aliquotas foram estocadas a -80°C.

3.10 Eletroporacédo de Agrobacterium tumefaciens
Adicionou-se 1ug de DNA plasmidial a 40ul do estoque de células competentes
de A. tumefaciens, misturou-se delicadamente e incubou-se no gelo por 2 minutos.

Transferiu-se a suspensao para uma cubeta de eletroporagéo, a qual foi mantida no
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gelo. Posicionou-se a cubeta no eletroporador e aplicou-se um pulso de 1,8kV/2,5uF.
Adicionou-se, imediatamente apds a eletroporacdo, 1ml de meio LB 2X liquido e
ressuspendeu-se delicadamente as células. Transferiu-se o conjunto para um tubo de
ensaio, incubando-se durante 6 horas a 28°C, sob agitacdo de 100rpm. Plaqueou-se
100ul da suspensdo bacteriana em meio MAS sdlido, contendo os antibidticos

apropriados. Incubou-se a 28 °C durante 72 horas.
3.11 Transformacéo estavel de Nicotiana tabacum

3.11.1 Obtencéo de plantas de Nicotiana tabacum em condic¢des estéreis

Sementes de Nicotiana tabacum Petit Havana SR-1 foram tratadas com uma
solucdo de hipoclorito de sédio (NaOCl) 4 — 6 % (Vetec), com algumas gotas de
detergente comum, por 20 minutos, lavadas 5 vezes em agua destilada autoclavada e,
posteriormente, distribuidas em placas contendo meio MS sdélido (Murashige e Skoog,
1962). As placas foram colocadas em condi¢cdes adequadas de luminosidade (16 horas
luz / 8 horas escuro) e temperatura (28°C) até a germinacdo em incubadora 437 CDG
(FANEM). Posteriormente, as plantulas foram transferidas para caixas Magenta, com o

mesmo meio de cultura, em condi¢des estéreis.

3.11.2 Obtencao dos segmentos foliares

Para obtencdo das plantas transgénicas foram utilizados fragmentos foliares
extraidos de plantas com seis semanas de idade, crescidas em condi¢fes estéreis
como descrito acima. Uma folha de cada vez foi cortada com bisturi sobre um papel de
filtro estéril, embebido em agua.

3.11.3 Infecgéo dos segmentos foliares

Pelo método de transformacdo via Agrobacterium tumefaciens, os segmentos
foliares cortados foram imediatamente transferidos para placas de Petri com a sua face
abaxial em contato com o seguinte meio de incubacéo (20 ml de MS liquido, 0,2 ml de
suspensdo bacteriana). As placas foram seladas com Parafilm®. Ap6s incubacédo a 28°C
por dois dias, na auséncia de luz, os segmentos foliares foram transferidos para placas
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de Petri, contendo meio de indug&o de calos M300 (meio MS solido contendo 200mg/ml
de canamicina, 0,1ug/ml de NAA, 1ug/ml de BAP e 250ug/ml de cefotaxima) em
condi¢cbes adequadas de luminosidade (16 horas luz / 8 horas escuro) e temperatura
(28°C).

3.11.4 Obtengéo de brotos transgénicos

Os pequenos calos formados foram, entédo, separados dos segmentos foliares e
distribuidos individualmente sobre uma placa contendo o meio de inducdo de calos e
deixados por aproximadamente 15 dias em condi¢bes adequadas de luminosidade (16
horas luz / 8 horas escuro) e temperatura (28 °C). ApOs esse periodo, foram
transferidos para potes maiores contendo meio de inducdo da parte aérea (meio MS
solido contendo 200mg/ml de canamicina e 1ug/ml BAP). Ap6s a identificacdo dos
brotos (maiores que 0,7cm), que foram surgindo a partir dos calos resistentes, eles
foram excisados na base, procurando excluir tecidos do calo. Individualmente, os brotos
foram transferidos para potes Magenta contendo meio de enraizamento sélido (meio
MS), acrescido de canamicina (200ug/ml). Os brotos foram mantidos nesse meio até o

desenvolvimento completo das raizes.

3.11.5 Transferéncia para a terra

Apds o desenvolvimento das raizes, as plantas (10 a 15cm de altura) foram
delicadamente retiradas dos potes Magenta, e o excesso de meio de cultura foi
removido com agua. As plantas foram entédo transplantadas para sacos plastico preto
(de aproximadamente 25cm de altura) contendo a mistura solo: vermiculita. A parte
aérea da planta foi coberta com um saco de plastico transparente umedecido, para
evitar ressecamento. Apdés uma semana em casa de vegetagdo, 0 saco plastico
transparente foi retirado. A planta cresceu na casa de vegetacdo até atingir uma altura
de 30cm, neste momento, entdo, a planta pode ser transferida para um vaso maior
contendo solo adubado. Deste modo, a planta se desenvolve normalmente na casa de

vegetacao.
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3.12 Transformacéo transiente de Nicotiana tabacum

Uma cultura de A. tumefaciens contendo o plasmideo de interesse foi
ressuspendida em MgCl, 10 mM, em volume suficiente para permitir uma densidade
Optica final de 0,2, medida a 550 nm. A suspensdo bacteriana foi adicionada
acetoseringona na concentracdo final de 150 pM, mantendo por trés horas a
temperatura ambiente. Em seguida, foi realizada a infiltragdo em folhas de plantas de N.
tabacum com aproximadamente 40 dias de idade. Para tal, foram feitas pequenas
ranhuras na face abaxial das folhas e, com a ajuda de uma seringa de plastico sem
agulha, a suspenséo bacteriana foi infiltrada. As plantas foram mantidas a 25 °C, sob
regime de 16 h de luz e 8 h de escuro e a fluorescéncia da GFP foi visualizada apo6s 72

horas em microscopio confocal de fluorescéncia.

3.13 Preparo de protoplastos

As folhas infiltradas foram destacadas e imersas, em placa de Petri, em uma
solucdo enzimética 1 x (para 100 mL de solucdo estoque 5 x: 0,2 g de macerozima, 0,5
g de driselase, 1 g de celulase Onuzuka) diluida em meio para protoplasto (para 1 L:
4,3 g de meio MS; 0,5 g MES; 20 g de sacarose; 80 g de manitol; KOH até pH 5,6). As
folhas foram mantidas embebidas a 30 °C, durante 6 h, periodo suficiente para sua
digestdo total. Ndo houve necessidade de filtrar o material. Em pequenas aliquotas da
solucdo, contendo as folhas digeridas, os protoplastos puderem ser visualizados

diretamente ao microscoépio confocal.

3.14 Transformacao de Arabidopsis thaliana

3.14.1 Cultivo das plantas de Arabidopsis thaliana

Plantas de Arabidopsis thaliana ec6tipo Col-0 foram semeadas em potes de 9 cm
de diametro contendo uma mistura de solo/vermiculita (1:1) previamente esterilizada em
autoclave. Foram dispostas aproximadamente 5 plantas por pote. Apds a semeacéo, 0s
potes foram dispostos em bandejas de plastico e cobertos com filme plastico. As
plantas foram mantidas em camara de germinacéo (modelo Conviron AT26) sob regime

de 16 horas de luz e 8 h escuro, a 22 °C e 70% de umidade. Ap6s 2 semanas, a
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cobertura plastica foi removida. Quando necessario, para obter maior nimero de botées
florais, as inflorescéncias foram cortadas para remover a dominancia apical e estimular

a formacgéo de multiplos botdes florais.

3.14.2 Transformagéao de Arabidopsis thaliana

Uma cultura de Agrobacterium tumefaciens com a construgdo de interesse foi
ressuspendida em meio de infiltracdo (5% de sacarose; 0,05% Silwet L-77) a uma
concentracdo de 0,8 (OD 550 nm). A parte aérea das plantas pré-cultivadas de
Arabidopsis foram imersas na solugdo por 2 minutos, sendo 0s vasos dispostos em
bandejas, cobertos com filme plastico (para mantar a alta umidade) e incubados por 2
dias em camara de crescimento. Apds, o filme plastico removido e aguardou-se até a

formagao das sementes.

3.14.3 Selecgao das plantas transformadas

Para a selecdo dos transformantes, as sementes de Arabidopsis foram
esterilizadas através da incubacdo em solucao de hipoclorito de sddio (1,8%) contendo
algumas gotas de detergente, por 10 minutos. A seguir as sementes foram lavadas em
agua estéril e plagueadas em meio MS (contendo metade da quantidade de sais MS;
50 mg/l canamicina). As placas foram deixadas na geladeira por 2 dias e depois
transferidas para camara de germinacao. As plantas transgénicas que cresceram em

meio seletivo foram entéo transferidas para o solo.

3.15 Mini-extragcdo de DNA gendmico de planta

Coletou-se um pequeno pedaco de folha jovem de N. tabacum. Macerou-se a
folha com um pequeno bastédo plastico em um tubo de 1,5ml do tipo Eppendorf com
400ul de tampéo 1 (Tris-HCI 200mM; NaCl 250mM; EDTA 25mM; SDS 0,5%).
Centrifugou-se por 1 minuto a 13.000rpm. Transferiu-se 300ul do sobrenadante para
um tubo novo do tipo Eppendorf de 1,5ml. Adicionou-se 300ul de isopropanol e deixou-
se por 5 minutos. Em seguida centrifugou-se por 5 minutos a 13.000rpm. Descartou-se
0 sobrenadante e secou-se o precipitado por 30 minutos. Adicionou-se 100ul de agua

estéril e aguardou-se dissolver sem agitacao.
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3.16 Extracao de RNA total

Para extracdo do RNA total, 0,25g de material (macerado em nitrogénio liquido)
foi misturado em vortex por 2 min com 1mL de Trizol (Invitrogen). Logo apds, foi
adicionado 260 pL de cloroférmio e levado a centrifugacdo a 12.000xg por 15 min a
4°C. Posteriormente, o sobrenadante foi transferido para um tubo novo onde foram
acrescentados 650 L de isopropanol, incubando por 10 min a temperatura ambiente e
novamente centrifugado a 12.000xg por 10 min a 4°C. O pellet foi lavado com 1 mL de
etanol 75%, o sobrenadante foi descartado e, apés o tubo estar seco, o pellet foi
ressuspendido em volume adequado de agua tratada com DEPC, quantificado em
espectrofotdbmetro e armazenado a -80°C.

3.17 Quantificagdo da concentragdo de RNA

Uma aliquota do RNA foi retirada, diluida e a concentracdo da mesma foi medida
da seguinte maneira: foram feitas leituras nos comprimentos de onda 260nm (que
permitiu calcular a concentracdo de &cidos nucléicos) e 280nm (para avaliar a
qualidade) em espectrofotdmetro. No caso do RNA, uma DO (densidade éptica) igual a

1 corresponde a aproximadamente 40ug/ml.

3.18 Tratamento dos RNAs com a enzima DNAse

A uma aliquota de 20ug de RNA foram adicionados 5ul de DNAse 1U/pl livre de
RNAse (Promega), 5ul de tampao 10x concentrado (Promega), 2,5ul de DTT 100mM e
0,5ul de RNAse OUT (40U/ul - Invitrogen), completando o volume para 50ul com agua
tratada com DEPC. Em seguida, essa mistura foi colocada a 37°C por 1 hora. Uma
aliquota de 2l retirada e acrescida de 8ul de agua. A partir desses 10ul, 1pl foi utilizado
como molde em uma PCR em tempo real, com iniciadores especificos para o gene da
B-actina. Tal procedimento permite checar a eficiéncia do tratamento. Depois de
confirmada a auséncia total de DNA genbémico, cada amostra foi submetida a limpeza,
utilizando fenol/cloroférmio e precipitadas utilizando 0,1V de acetato de sodio 3M e 2V
de etanol absoluto. As amostras foram centrifugadas a 14.000g, durante 15 minutos. O
precipitado foi ressuspendido em 12ul de agua tratada com DEPC.
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3.19 Sintese de cDNA

As amostras de RNA foram convertidas a cDNA, por tratamento enzimatico com
transcriptase reversa (Superscript Il - 200U/ul, Invitrogen). Foram misturados em um
tubo de 1,5ml: 20ug de RNA (tratado com DNAse), 1,5ul de oligonucleotideo dTV
(100pmoles/ul), 5ul de First Strand Buffer (5X - Gibco BRL), 2,5ul de DTT (100mM),
0,5ul de RNAse OUT (40U/ul - Invitrogen) e 2,5ul de dNTPs (10mM cada). Cada
amostra foi incubada a 42°C por 5 minutos. Adicionou-se, em seguida, 1yl de
Superscript Il (200U/ul - Invitrogen), permanecendo a 42°C por 1 hora. Ao cDNA ja
sintetizado foram acrescentados 45ul de agua Milli-Q autoclavada, resultando em um
volume final de 70 pl de cDNA.

3.20 Analises in-silico

As sequéncias das FtsHs de Arabidopsis foram obtidas no banco de dados TAIR
(www.arabidopsis.org). As regides de processamento para a peptidase estromal foram
preditas utilizando CloroP (www.cbs.dtu.dk/services/ChloroP) e o0s dominios
transmembréanicos por TMPred (www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html). As
predicbes para localizagdo intracelular foram realizadas utilizando o programa
WOoLFPSORT (http://wolfpsort.org/). Os alinhamentos binarios foram obtidos usando
SIM e LALNVIEW (www.expasy.ch/tools/sim-prot.html). Os alinhamentos multiplos
foram realizados utilizando ClustalWw2 (www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw?2/).

3.21 Transcrigéo in-vitro

Os precursores radioativos foram produzidos por transcricdo com a polimerase
SP6 (Promega). Para a transcrigcdao adicionou-se na seguinte ordem os reagentes, para
o volume final de 100 pl: 55 ul de &gua, 20 ul de tampédo 5X (Promega), 5 ul dTT (100
mM), 4 ul RNasin (Promega), 5 ul NTPs (10 mM), 4 ul DNA (1 mg/ml), 5 ul CAP
(Promega) e 2 ul SP6 Polimerase. Incubou-se a mistura a 40 °C por 60 minutos. Apos,
o volume foi ajustado para 200 ul e extraido com fenol/cloroférmio. Apos a limpeza,
adicionou-se 135 ml de NH4Ac, 850 ml de etanol 100% e incubou-se a -20 °C por pelo

menos 16 horas. A seguir centrifugou-se a 13.000 rpm por 1 hora a 4 °C e, apés secar
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o precipitado, ressuspendeu-se em 35 ml de tampdéo (26 ul de agua, 5 ul DTT (100 mM)
e 4 ul RNasin).

3.22 Preparacao do gérmen de trigo

Colocou-se gérmen de trigo (Sigma) em cadinho grande (15 cm) e gentilmente
macerou-se até os graos reduzirem para ¥4 do tamanho original. A seguir, extraiu-se o
gérmen de trigo com uma mistura cloroférmio-ciclohexano (15:1), utilizando uma taxa
de 15 ml de solvente/g de gérmen de trigo. Dessa forma, dispensou-se 30 g de
macerado em 450 ml de solvente e, ap0s descansar, a camada superior foi transferida
para um funil, sendo o solvente removido por aspiracao apos 2-3 minutos. O gérmen de
trigo foi deixado secar durante a noite, a temperatura ambiente, em uma placa de Petri.
Todo o procedimento a seguir foi realizado a 0-4 °C. Cinco gramas de gérmen de trigo
seco foi colocado em um cadinho (8 cm) previamente resfriado a 0 °C. Em seguida,
adicionou-se uma massa igual de “beads” de vidro e 5 ml de tamp&o de maceramento
(10 mM HEPES, pH 7.6, 1 mM Mg(OAc)2, 2 mM CacCl,, 50 mM KCI, 1 mM DTT)/g de
gérmen de trigo. Macerou-se por 5 minutos e, apos obter um po fino, transferiu-se para
um tubo de centrifuga estéril, centrifugando a 23.000xg por 10 minutos. Transferiu-se o
sobrenadante para um novo tubo estéril, adicionou-se 0.01 volume de tampao 100X (1
M HEPES, pH 7.6, 100 mM Mg(OAc),) e centrifugou-se a 23.000xg por 10 minutos.
Removeu-se o0 sobrenadante e aplicou-se em uma coluna Sephadex G-25 (2,5 x 40 cm)
equilibrada com 2 volumes de tampéo de coluna (20 mM HEPES, pH 7.6, 40 mM KOAc,
3 mM Mg(OAc),, 1 mM DTT). A amostra se dividiu em uma banda escura de movimento
rapido e uma banda amarela de movimento lento. Coletou-se frag6es de 3 ml assim que
a banda escura emergiu. Mediu-se em espectrofotdmetro A,s € descartaram-se as
fracOes que obtiveram valores menores que 75 e ajustou-se a concentracao do restante
para 75. As amostras foram aliquotadas e congeladas rapidamente em banho de

acetona/gelo seco, armazenando-se a -80 °C.

3.23 Traducgao in-vitro
Os precursores foram traduzidos utilizando gérmen de trigo preparado em nosso

laboratério, em presenca de leucina *[H]. Para tal, adicionou-se na seguinte ordem, em
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uma reacgdo de 100 ul: 60 ul de gérmen de trigo, 10 ul de pré-mix (0,25 M ATP (pH 7,5),
0,1 M GTP (pH 7,5), 2 mM mix de amino acidos (- leucina, pH 7,5), 0,2 M fosfocreatina,
0,2 M DTT, 10 mg/ml creatina fosfoquinase), 10 ml de sais (6 mM espermidina, 1,2 M
KOACc), 1 ul RNAsin (Promega), 9 ul de leucina tritiada 5 mCi/ml) e 10 ul de RNA).
Incubou-se a 25 °C por 60 minutos, diluiu-se com um volume de leucina 60mM (nao
radioativa) em tampé&o de importacéo 2X (I1B; 1X = 50mM HEPES/KOH, pH 8,0, 0,33M
sorbitol) imediatamente antes do uso.

3.24 Isolamento de cloroplastos intactos

Para isolamento de cloroplastos intactos primeiramente preparou-se o gradiente
de Percoll misturando 17,5 ml de tamp&o de homogeneizacdo 2X (GR; 1X = 50 mM
HEPES/KOH, pH 7,5, 0,33 M sorbitol, 1 mM MgCl; 1 mM MnCl; 2 mM EDTA, 5 mM Na-
ascorbato, 0.1% BSA) com 17,5 ml de Percoll e 1 mg de glutationa, centrifugando o
conjunto por 40 minutos a 20.000 rpm. Plantas de ervilhas anas (Pisum sativum cv.
Laxton’s Progress 9) foram crescidas em vermiculita por 9-11 dias, a 20 °C, sob 150 [1E
de luz fluorescente, com fotoperiodo de 12h dia/12h noite. No dia de coleta, as plantas
foram removidas da sala de crescimento e deixadas por, pelo menos, 1 hora sob luz
baixa antes de serem coletadas, a fim de reduzir o conteldo de amido. A seguir,
coletou-se a porcado aérea (50 g de tecido) das plantas e picotou-se em pedagos
menores com uma tesoura, adicionando 200 ml de tampdo GR gelado. Homogeneizou-
se utilizando um “polytron” com ciclos de 3-5 segundos em velocidade média. Filtrou-se
o homogeneizado através de 1 camada de “miracloth”, apertando para aumentar o
rendimento. O filtrado foi centrifugado a 2.000xg por 3 minutos em uma centrifuga de
rotor livre. Descartou-se 0 sobrenadante e ressuspendeu-se o “pellet” em 5 ml de
tampado GR, aplicando a seguir em 35 ml do gradiente de Percoll previamente
preparado. Centrifugou-se a 2.000xg por 15 minutos. Cloroplastos rompidos
correspondem a banda superior, enquanto os cloroplastos intactos se localizam na
banda inferior. A banda inferior foi removida, diluida 3 vezes com tampéo IB e
submetida a centrifugacdo a 1.500xg por 5 minutos. Ressuspendeu-se o precipitado em
25 ml de tampéo IB, submetendo-se a quantificacdo da clorofila. Para a quantificacao,
uma pequena aliquota foi retirada e diluida em solu¢cdo de acetona 80% para a
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determinacdo via epectrofotdmetro, nos comprimentos de onda 663 e 645 nm. A
formula (Chl (ug/ml) = [20,2(Aess) + 8,02(Ass3) X fator de diluigdo) foi usada para estimar
a concentracdo de clorofila nas amostras. A seguir, centrifugou-se novamente a
1.500xg por 5 minutos e ressuspendeu-se os cloroplastos em volume adequado de
tampéo IB, mantendo a 1mg de clorofila/ml.

3.25 Importacgéo in-vitro em cloroplastos isolados e integragao ao tilacéide

A importacdo em cloroplastos intactos de ervilha ou transporte em tilacéides
lavados ou lisado de cloroplastos (0,33 mg de clorofila/ml ou equivalente) foi conduzido
na presenca de 5 mM MgATP (a menos quando informado o contrario), a 25 °C, 70 a
100 pE/m%s de luz branca, pelo tempo indicado nas legendas das figuras. Quando
indicado, cloroplastos, lisados ou tilacoides foram pré-incubados com nigericina (0,75
uM de concentracéo final) e valinomicina (1,0 uM de concentracao final), azida sodica
(10 mM de concentracao final) no gelo, por 10 minutos. As reac¢des foram iniciadas pela
adicdo do produtos de traducdo equivalentes a um sexto do volume do ensaio e
terminados pela transferéncia para o gelo. Cloroplastos intactos foram recuperados,
com ou sem tratamento por proteases, através de centrifugacdo através de um
gradiente de 35% Percoll. Para o fracionamento, cloroplastos recuperados foram
lisados pela ressuspensao em 20 mM Hepes KOH pH 8,0 e incubacgéo no gelo por 5
minutos. As membranas dos tilactides foram separadas da fragdo estromal por
centrifugacédo por 8 minutos a 3.200 g. Os tilacoides foram tanto lavados com tampé&o
de importagéo, extraidos com 100 mM de NaOH, 200 mM de Na,COs; ou tratados com
termolisina. O tratamento com termolisina de cloroplastos ou tilacoides foi feito com 1
mg de termolisina por micrograma de clorofila por, pelo menos, 40 minutos no gelo,
seguido de lavagem com tampdo de importacdo contendo 14 mM de EDTA. As
amostras foram analisadas por SDS-PAGE e fluorografia.

3.26 Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

As analises eletroforéticas de proteinas foram realizadas em gel de
poliacrilamida segundo Laemmeli (1970), utilizando o sistema Mini Protean R Tetra Cell
(Bio-Rad), em tampéo de corrida Tris-Glicina (10X: 30,3 g Trisbase (125mM); 10 g SDS



49

(0,5%); 144 g Glicina (960mM) e agua destilada para completar o volume para 1000
mL). As amostras foi adicionando tamp&o de corrida (4X: 1,25mL TrisHCI 1M, pH 6,8
(125mM); 4mL SDS10% (4%); 1mL glicerol (10%); 20mg azul de bromofenol (0,2%);
400uL B-mercaptoetanol (4%) e agua destilada para completar o volume para 10mL) e
em seguida submetidas ao banho a 100 °C por 10 minutos.

3.27 Eletroforese em géis nativos

Tilacéides lavados foram ressuspendidos em tampdo de ressuspensao (20%
glicerol, 25 mM Bis Tris-HCI, pH 7,0) a 1,5 mg de clorofila/ml. Um volume igual de
tampéo de ressupenséo contendo duas vezes a concentracgéo final do detergente usado
foi adicionado a suspensdo de tilacéides. Apds a incubacdo a 4 °C por 1 hora, o
material insolavel foi removido por centrifugacdo a 200 kg por 20 minutos. O
sobrenadante foi combinado com 1:10 do volume de 5% Serva blue G (100 mM Bis
Tris-HCI, pH 7,0, 0,5 M 6-amino acido capréico, 30% glicerol) e aplicado a gel de 0,75
mm de espessura a 5-13,5% de gradiente em gel de acrilamida em aparato Hoefer
Mighty Small conectado a um circulador a 4 °C. A eletroforese foi conduzida por um
total de 4 — 5 horas a 100-150V. O tampéao catodo foi trocado por tampao sem corante

ap6s 1/3 do gel ter corado (apds aproximadamente 2 horas).

3.28 Coloracdo com azul de Comassie
Ao final da corrida eletroforética os géis foram corados com azul de Coomassie
(50% metanol; 10% acido acético glacial; 0,2% Coomassie Blue R-250) por 30 minutos.

A seguir, os géis foram descorados na mesma solucdo (exceto o corante).

3.29 Coloracdo com prata

Para coloracdo com prata, os géis, apdés a eletroforese, foram fixados em
solucdo fixadora (50% metanol; 12% acido acético glacial; 0,05% formalina) por 2
horas. Em seguida, foram realizadas 3 lavagens de 20 minutos com solucdo de
lavagem (35% etanol) e sensibilizados (0,02% Na,S,03) por 2 minutos. Apos, foram
feitas 3 lavagens com agua destilada por 5 minutos, sendo o gel corado com prata

(0.2% nitrato de prata; 0.076% formalina) por 20 minutos. Os géis foram lavados em
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agua destilada e revelados por tempo adequado em solucado reveladora (6% Na,COs;
0,05% formalina; 0,0004% Na,S,03). O processo foi parado através da incubacdo em
solucdo (50% metanol; 12% acido acético glacial) por 5 minutos. Os géis foram
mantidos em solucao (1% acido acético glacial).

3.30 Fluorografia

Apods a eletroforese, os géis foram incubados em DMSO por 30 minutos. A
seguir, foram transferidos para uma solugdo PPO/DMSO (20%) e incubados por 1 hora.
Apds, os géis foram enxaguados e incubados em agua destilada por 30 minutos. Em
seguida, os géis foram secos e expostos ao filme por tempo adequado a -70 °C, sendo

os filmes revelados.

3.31 Duplo-hibrido de levedura

3.31.1 Transformagéao da linhagem AH109 com a isca de interesse

A linhagem AH109 de Saccharomyces cerevisiae (MATa trp1-901 leu2-3, 112
ura3-52 his3-200 gal4 gal80 LYS2::GAL1-HIS3 GAL2-ADE2 met2::GAL7-lacZ) foi
usada para os testes de duplo-hibrido. Para tal, a levedura foi estria da em meio YPDA
(extrato de levedura 1%; peptona 2,5% ; glicose 2%; adenina 0,008%; pH 5,6) e
incubada por 24-36 h a 30°C. Uma col6nia foi adicionada a 5 ml de meio YPDA liquido
e deixado sob agitacdo a 30°C por 16 horas. As células foram centrifugadas por 30
segundos a 8.000 rpm. Ao “pellet”, foram adicionados na seguinte ordem: 240 uL PEG
MW 3350 (50%); 36 pL acetato de litio (1 M); 50 uL ss-DNA de esperma de salméo (2
mg/mL, Si gma, cat No. L-1626); 1 pg do plasmideo contendo a isca de interesse e
agua ultrapura para 360 pL finais. Apos a ressuspensédo em vortex, as ceélulas foram
submetidas a choque térmico a 42°C por 30 min, quando foram novamente
centrifugadas. Ao “pellet’, adicionaram-se 400 pyL de agua ultrapura para ressuspensao
das células, que foram entédo plagueadas em meio SC-trp (SC sem triptofano - base de
nitrogénio 0,66%; glicose 2%; mistura de aminoacidos 0,083%; agar bacteriologico
1,6%; pH 5,6) e incubadas a 30°C por 2-4 dias.



51

3.31.2 Transformacdo em larga-escala da linhagem AH109 com a biblioteca de
Arabidopsis

A linhagem contendo a isca de interesse foi inoculada em 25 mL de meio SC-trp
e incubada sob agitacdo a 30°C por 16 h. Apos este periodo, calculou-se o volume de
pré-inéculo necessario pra a obtencéo de um total de 2,5 x 10° células, as quais foram
centrifugadas e inoculadas em 50 mL de meio YAPD. Apds incubacgdo a 30 °C por 4
horas, sob agitacdo, novamente foi verificada a quantidade de células, que deveria
corresponder & aproximadamente 2,0 x 10’ células/mL.

A cultura foi entdo centrifugada a 4.000 rpm por 5 min. Descartou-se o0
sobrenadante e as células foram ressuspendidas em 25 mL de &gua estéril, quando
foram novamente sedimentadas e ressuspendidas em um unico tubo com 3 mL de
acetato de litio (100 mM). A solucéo foi incubada em banho-maria a 30°C por 15 min,
sendo entédo centrifugada e o sobrenadante descartado. Ao “pellet’, na ordem indicada,
foram adicionados: 2,4 ml PEG (50%); 0,36 ml acetato de litio (1,0 M); 0,5 mL ss-DNA
esperma de salmao (2 mg/mL); 90 yL DNA de biblioteca (10 ug total) e 250 yl de agua
ultrapura. A mistura foi homogeneizada em vértex e incubada a 30°C por 30 min,
agitando-se bem o tubo a cada 5 min. Apds este procedimento, a mistura foi submetida
ao choque-térmico a 45 °C por 45 min, no decorrer dos quais, o0 tubo era invertido a
cada 5 min. Posteriormente, a mistura foi centrifugada a 4.000 rpm por 5 min e o
sobrenadante removido. As células foram ressuspendidas em 5 mL de agua ultrapura
estéril e plaquearam-se 400 L da solugao em 12 placas (150 x 15 mm) contendo meio
SC-trip-leu-his. Em outra placa contendo SC-trip-leu, plaguearam-se 50 pyL de uma
diluicdo 1:100 da mistura (controle do namero de transformantes totais). Incubaram-se
as placas a 30 °C durante 14 dias, no decorrer dos quais, efetuou-se a contagem de

colbdnias.

3.31.3 Teste de crescimento em SC-HIS e SC-ADE
Os clones positivos obtidos através do ensaio do duplo-hibrido foram novamente
repicados em placas contendo meio SC-t rp-leu-his e SC-trp-leu-ade e incubados a 30
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°C por 48 h. Somente foram considerados positivos aqueles que apresentaram

crescimento em ambas as placas.

3.31.4 Analise dos clones positivos

Para o isolamento do DNA plasmidial de levedura as col6nias resultantes apés o
teste de crescimento em SC-HIS e SC-ADE foram repicadas em aliquotas de 3,0 ml de
meio SC-leu e incubadas a 30°C por 24 horas. As células foram centrifugadas e os
“pellets” transferidos para um tubo de microcentrifuga. 200 pl de uma solugdo de lise
(2% Triton X-100; 1% SDS; 100 mM NaCl; 10 mM Tris-Cl pH 8,0; 1,0 mM EDTA) foram
adicionados ao “pellet”, que foi ressuspendido em vortex. Apds este procedimento,
adicionaram-se 200 pL de fenol/cloroférmio (1:1) e 0,3 g de “glass beads” (425-600 pum,
lavadas em acido nitrico concentrado e enxaguadas em agua ultrapura); o contetdo foi
vortexado por 2 min e incubado em gelo por 5 min. Os tubos foram centrifugados a
14.000 rpm por 5 min e o sobrenadante recolhido para novo tubo de microcentrifuga ao
gual adicionaram-se 0,1V acetato de sédio 3 M, pH 5,2 e 2,5V de etanol. O DNA
precipitado foi lavado com etanol 70% e ressuspendido em 20 yL de TE. O DNA
resultante foi utilizado para transformar células competentes de E. coli, sendo os clones
resultantes submetidos a mini-preparacdo de DNA plasmidial e posterior

sequenciamento.

3.32 Expressao em de proteinas recombinantes em E. coli

Para a producdo de proteinas recombinantes, uma coldnia isolada de células
transformadas da linhagem BL21 (DE3) Roseta E. coli foi inoculada em meio LB
contendo o antibidtico apropriado e crescida a 37 °C sob 200 rpm de agitagdo durante
18 h. A pré-cultura foi inoculada em meio LB contendo os antibiéticos apropriados
na razdo de 1:100 do volume da cultura total a ser produzida e incubados sob agitacéo a
37 °C até a densidade Optica atingir 0,6. As células bacterianas foram induzidas com
isopropyl-B-D-hiogalactopyranoside (IPTG) em uma concentragdo final de 1 mM. A
cultura foi incubada a 30°C por 4 h. As células foram centrifugadas e o precipitado
congelado a -70°C.
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3.33 Purificagado de proteinas

3.33.1 Purificacao utilizando resina de niquel (Ni-NTA)

Para a purificacdo das proteinas com cauda de histidina N-terminal, utilizou-se o
kit Ni-NTA Spin Columns (QIAGEN). Para tal, ressuspendeu-se o precipitado bacteriano
em tampao de lise (50 mM NaH;PO, ,300 mM NaCl, 10 mM imidazol, pH 8,0),
adicionando em seguida lisozima a uma concentracao final de 1 mg/ml, incubando-se
por 30 minutos. Adicionou-se para solubilizagdo das membranas e aumento da
guantidade de proteina presente na fase sollvel, 1,5% de sarcosil, incubando-se por
adicionais 15 minutos. Centrifugou-se o lisado a 10.000 x g por 20 minutos, a 4 °C. O
sobrenadante foi passado pela coluna previamente equilibrada com tampao de lise e,
apos, lavado com tampdo de lavagem (50 mM NaH,PO, ,300 mM NaCl, 20 mM
imidazol, pH 8,0), ao total de duas lavagens de 600 ml cada. A proteina heteréloga foi
eluida utilizando tamp&o de eluicdo (50 mM NaH,PO, ,300 mM NaCl, 250 mM imidazol,
pH 8,0) em duas fracbes de 200 ml cada. As fracdes, lavagens e eluicbes foram
passadas pela coluna atraves de centrifugacdes a 0,7 g, a 4 °C, por 2 minutos.

3.33.2 Purificagao utilizando “beads” de agarose

Para a purificacdo das proteinas fusionadas a glutationa S-transferase (GST),
utilizou-se a resina Glutathione Superflow (QIAGEN). Para tal, ressuspendeu-se o
precipitado bacteriano em tampéao de lise (10 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH
8,0), adicionando em seguida lisozima a uma concentracéo final de 1 mg/ml, incubando-
se por 30 minutos. Adicionou-se para solubilizacdo das membranas 1,5% de sarkosil,
incubando-se por adicionais 15 minutos. O lisado foi sonicado no gelo por 1 minuto e,
em seguida, centrifugado a 10.000 x g por 20 minutos, a 4 °C. Ao sobrenadante
adicionou-se Triton X-100 a uma concentracao final de 2% e, em seguida, uma
guantidade adequada de “beads” de agarose foi adicionado, incubando-se no gelo por
30 minutos, sob leve agitacdo. A seguir, os “beads” foram lavados 6 vezes com tampéao
PBS (8,4 mM Na;HPO,, 1,9 mM NaH,PO4, 150 mM NaCl, pH 7,4) e armazenados em
tampdao de estocagem (50 mM Hepes, 150 mM NaCl, 5 mM DTT, 10% glicerol, pH 7,4).
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3.34 GST-Pull Down

Para realizacdo do procedimento separou-se 3 tubos, equilibrando-se 50 ml de
“beads” de agarose em cada um. Ao primeiro tubo adicionou-se somente tampé&o de
incubacgéo (50 mM Tris-HCI, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Nonidet P-40, 1 mM DTT,
10 mM MgCl,, pH 8,0). Ao segundo tubo adicionou-se 25 ug da proteina GST purificada
e tampéao de incubacé&o. Ao terceiro tubo adicionou-se 25 ug da fusdo GST::isca e 25 ug
da proteina presa, completando com tampé&o de incubagédo. Todos os volumes foram
completados para 500 ul, incubando-se por 4 horas, no gelo, sob leve agitagdo. A
seguir os “beads” foram lavados 5 vezes com 1 ml de tampé&o de incubagéo e ao final

ressuspendidos em 50 pul de tampéao de corrida.

3.35 Western blot

Apbés realizado o SDS-PAGE, as amostras foram transferidas para membrana de
nitrocelulose (BIORAD 0,45 um). Para tal, foi montado o cassete de transferéncia de
acordo com as instrucdes do fabricante (BIORAD) e a transferéncia foi feita em tampéao
de transferéncia (para 1 litro: 14,4 g glicina; 3,0 g Tris-base; 200 ml metanol) a 100 V,
por 1 hora. Apos a transferéncia, a membrana foi bloqueada utilizando tamp&do TBS-T
(para 1 litro: 6,61 g Tris-HCI; 0,97 g Tris-Base; 8,75 g NaCl; 0,1% Tween 20) adicionado
de 5% de leite em p6 desnatado, por 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida,
incubou-se a membrana em tampao TBS-T adicionado de 0,2% de BSA e quantidade
adequada de anticorpo primario, por 2 horas. ApGs, a membrana foi lavada trés vezes,
por 15 minutos, com tampao TBS-T e utilizada para incubagdo com quantidade
adequada de anticorpo secundario, em tampao TBS-T adicionado de 0,2% de BSA, por
1 hora. A membrana foi entdo lavada trés vezes, por 15 minutos, com tampéao TBS-T e
utilizada para exposi¢cdo em filme, apds disposi¢do de 1 ml de substrato (BIORAD) para

a fosfatase alcalina.

3.36 Microscopia confocal de fluorescéncia

Os experimentos de microscopia confocal foram realizados em microscopio
Olympus FV1000. Para deteccao da GFP, a excitacdo ocorreu a 488 nm e a emissao
entre 510 a 550 nm. Para deteccao da YFP, a excitacdo ocorreu a 515 nm e a emisséo
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entre 525 a 550 nm. Para deteccdo da autofluorescéncia do cloroplasto, a excitagéo
ocorreu a 635 nm e a emisséo entre 670 a 700 nm. As imagens foram obtidas utilizando
o software Olympus Fluoview FV10-ASW.
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4 RESULTADOS

4.1 As FtsHs tipo A e tipo B diferem pela presenca/auséncia da dupla arginina

Os dois membros FtsH do tipo A (FtsH1 e FtsH5) sédo praticamente idénticos
guando comparadas as sequéncias de aminoacidos; o mesmo é valido para 0s
membros do tipo B (FtsH2 e FtsH8), o que sugere uma duplicagédo génica recente
(ANEXO A). Quando comparado o tipo A com o tipo B, verifica-se que tais proteinas
apresentam identidade nos dominios de ATPase e protease (que estdo expostos ao
estroma), porém ndo ha homologia entre os peptideos de transito e sequéncias que
flanqueiam os dominios hidrofébicos.



58

(a) Arabidopsis FtsH type A
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(b) Arabidopsis FtsH type B
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Figura 3 -

TP

As FtsH do tipo A e B diferem pela presenca/auséncia do motivo da dupla arginina. A
sequéncia de aminoacidos da regido N-terminal de quatro proteases FtsH de Arabidopsis
estdo alinhadas. (a) Precursores do tipo A, FtsH5 e FtsH1, apresentam um dominio de
direcionamento ao cloroplasto seguido de um dominio hidrofébico e o tripeptideo A-L-A, o
motivo de clivagem para peptidase tilacoidal sinal (Tpp). (b) Precursores do tipo B, FtsH2 e
FtsH8, que possuem um dominio de direcionamento ao cloroplasto, o motivo classico TAT (R-
R-X-F-L-K), um dominio hidrofébico e o sitio de clivagem A-N-A. As dltimas trés
caracteristicas séo tipicas de um peptideo sinal da via TAT. (c) Diagrama de um precursor
FtsH genético (i.e. tipo A ou B). Neste trabalho, o dominio de direcionamento ao cloroplasto e
o peptideo sinal estdo agrupados e designados “peptideo de transito” (TP). O dominio lumenal
(L), &ncora transmembranica (T) e dominio estromal (S) estdo marcados. Nos itens (a) e (b), a
sequéncia de aminoacidos inicia apds o sitio de clivagem Spp predito. As setas indicam as
regides de troca entre FtsH2 e FtsH5 ou regifes para as versdes truncadas
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Em particular, as proteinas do tipo B, representadas pela FtsH2, possuem o
motivo da dupla arginina (R-R-X-F-L-K, onde X €& qualquer amino&cido) antes do
primeiro dominio hidrofébico e do sitio de clivagem A-X-A (sinal consenso para a
peptidase tilacoidal). Tal dominio é caracteristico de substratos da via TAT. Para
proteinas do tipo A, que ndo apresentam o motivo TAT, o primeiro dominio hidrofobico
aparenta ser um peptideo sinal clivavel, como evidenciado pela relativa baixa
hidrofobicidade e pela sequéncia A-X-A seguinte (Figura 3a, b). A analise da sequéncia
de aminoacidos sugere que a proteina madura para ambos os tipos A e B consiste de
um dominio amino-terminal voltado para o lumen do tilacéide (L), uma &ancora
transmembranica (H) e um grande dominio catalitico voltado para o estroma (S) (Figura
3c). Devido a alta identidade encontrada na sequéncia de aminoacidos dos membros
da familia em um mesmo tipo, até mesmo nos peptideos sinais e de transito (Figura
S1lb e c), selecionamos as FtsH5 e FtsH2 como representantes dos tipos A e B,
respectivamente, para ensaios in-vitro a fim de determinar as vias de direcionamento
para os tilacéides. Estes dois isdbmeros foram descritos anteriormente como
responsaveis pelos fenotipos varl e var2, respectivamente, em Arabidopsis
(SAKAMOTO et al., 2003).

4.2 pFtsH2 e pFtsH5 sao integradas in-vitro através de um mecanismo de duas
etapas

Os precursores radioativos traduzidos in-vitro para FtsH2 (pFtsH2; 74-kDa) e
FtsH5 (pFtsH5; 75-kDa) foram incubados com cloroplastos intactos de ervilha. Os
precursores foram importados na organela e processados para uma forma madura de
65-kDa para mFtsH2 e 67-kDa para mFtsH5 (Figura 4a e 4b, coluna 2). O tratamento
com protease (termolisina) dos cloroplastos recuperados confirmou que as formas
maduras estavam dentro dos cloroplastos e, dessa forma, protegidos da acédo de
proteases (coluna 3). O fracionamento dos cloroplastos recuperados mostrou que
ambas as proteinas maduras estavam presentes na fragdo do tilacéide (T, coluna 5) ao
invés da fragdo estromal soltvel (S, coluna 4).
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Figura 4 - pFtsH2 e pFtsH5 sdo importadas em cloroplastos isolados, processadas para uma forma
intermediaria e integradas nos tilacéides. Os substratos radioativos traduzidos in-vitro pFtsH2,
pPftf, pFtsH5 ou pOE33 (coluna 1, tp) foram incubados com cloroplastos intactos isolados de
ervilha em uma reagéo contendo 5 mM ATP e ~ 100 pE/mZ-S de luz a 25 °C por 20 minutos,
na auséncia ou presenc¢a de nigericina e valinomicina (para pFtsH2 e pPftf) ou azida so6dica
(para pFtsH5 e pOE33), como mostrado nos painéis. Cloroplastos intactos foram recuperados
da reacdo (C, colunas 2 e 8) e tratados com termolisina (C+, colunas 3 e 9). Cloroplastos
intactos ndo tratados foram fracionados em estroma (S, colunas 4 e 10) e tilacéides. Aliquotas
de tilacéides foram lavados em tampdo de importacdo (T, colunas 5 e 11), tratados com
termolisina (T+, colunas 6 e 12) ou tratados com 100 mM NaOH ou 200 mM Na,CO; (TN ou
TCO, respectivamente, colunas 7 e 13). As amostras foram analisadas por SDS-PAGE em
géis de 7,5% e fluorografia, exceto para os tilacéides tratados com termolisina, os quais foram
analisados em géis de 12,5% (a. colunas 14 e 15)

Para verificar a correta integracdo na membrana, aliquotas da fracdo dos
tilacéides foram tratadas com 100 mM NaOH, 200 mM Na,CO3 ou com termolisina. A
proteina FtsH2 apresentou resisténcia a extragdo com NaOH (TN, coluna 7) e o
tratamento com termolisina resultou em um produto de degradacéo parcial de ~ 13-kDa
(Figura 4a; T+, coluna 14), que corresponde ao tamanho esperado para a cauda
lumenal adicionado de um dominio transmembranico. Tal fragmento da FtsH2 é
decorrente a protecdo apés a insercdo na membrana, uma vez que o tratamento dos

tilacéides com 1% de Triton X-100 resulta na completa degradag¢do (ANEXO B). Para os
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experimentos seguintes, a presenga do fragmento protegido da acdo de proteases sera
tomada como indicador da integracdo correta da FtsH2 nos tilacéides.

A traducao in-vitro da proteina FtsH5 utilizando tanto gérmen de trigo preparado
no laboratério quanto o kit TNT de transcricdo e traducdo (Promega) produziu o
precursor completo de 75-kDa e uma versao adicional truncada de ~ 25-kDa (ANEXO
C). A producao de proteinas truncadas (early quitters) a partir de mRNAs grandes néo é
incomum. Tal precursor truncado parece ser importado nos cloroplastos e processado
para uma forma de 17-kDa, que é muito perto do tamanho esperado de migragdo do
fragmento protegido de protease. Dessa forma, a resisténcia a extracdo com Na,COj3 foi
utilizada para verificar a integracdo da FtsH5 na membrana. Importada e localizada nos
tilacéides, a FtsH5 foi totalmente resistente apds extracdo com o élcali 200 mM Na,COs3
(TCO, coluna 7), embora ndo seja resistente apos extracdo com 100 mM NaOH. A
resisténcia apos tratamento com 200 mM Na,CO3; é geralmente aceita como critério
para proteinas ancoradas na membrana, embora algumas proteinas sejam resistentes
ao tratamento mais estringente de 100 mM NaOH. N&o esta claro a razao pela qual
FtsH2, mas ndo FtsH5, é resistente apds tratamento com NaOH, uma vez que ambas
apresentam ancoras transmembranicas com alta hidrofobicidade. De qualquer forma,
tais observacbes para FtsH2 e FtsH5 estdo de acordo com o observado para o
substrato homologo das FtsHs previamente caracterizado Pftf (SUMMER et al., 2000)
(Figura 4a).

Um mecanismo de processamento de duas etapas, para a localizagdo da FtsH2
e FtsH5, é sugerido pela predi¢cdo de clivagem sequencial dos peptideos de transito,
isto €, um precursor de tamanho intermediario, produzido por uma peptidase do
estroma, deve preceder a forma madura integrada na membrana, que resulta do
processamento por uma peptidase sinal presente no tilacoide. Para testar tal hipdtese,
a importacao in-vitro foi conduzida na presenca de inibidores caracteristicos para as
vias TAT e SecA/SecYE. Para a pFtsH2, a reacdo de importagcdo foi conduzida na
presenca dos ionéforos nigericina e valinomicina, os quais dissipam a forga motora de
prétons. Tal tratamento inibiu a integracdo & membrana (Figura 4a, colunas 13 e 15) e
resultou na acumulacdo de uma forma intermediaria no estroma (coluna 10). A

dissipacdo da forgca motora de protons, que inabilita a via TAT (Figura 4a, pPftf),
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apresenta apenas um efeito limitado na via Sec (YUAN; CLINE, 1994). Tais ion6foros
nao apresentaram praticamente nenhum efeito na integragcdo da pFtsH5 (ANEXO D),
confirmando que tal substrato ndo é integrado pela via TAT. A azida é um inibidor da
SecA (Yuan e Cline, 1994). Quando os cloroplastos foram incubados com 10 mM de
azida sddica, antes da adicdo do substrato pFtsH5 radioativo, a integracéo foi inibida
(Figura 4b, coluna 13) e foi possivel visualizar uma forma intermediaria associada a
fracdo membranosa (coluna 11). O substrato controle para a via SecA/SecYE, pOE33,
foi também inibido pela azida sddica (Figura 4b).

Tais resultados suportam o modelo que os substratos pFtsH2 e pFtsH5 séo
integrados nas membranas dos tilacéides com o dominio maduro exposto ao estroma.
Além disso, ambas FtsHs possuem um peptideo de transito que é removido ap6s a
importacdo ao estroma e um peptideo sinal que removido apds a integracdo no
tilacoide. Portanto, ambas FtsH2 e FtsH5 apresentam uma cauda lumenal, uma Unica
ancora transmembranica e o dominio enzimatico ativo carboxil-proximal exposto ao

estroma cloroplastidial.

4.3 pFtsH2 requer o gradiente de prétons enquanto pFtsH5 requer o estrato
estromal e NTPs para integracdo nos tilacoides

Para identificar os elementos especificos necessérios para a integracdo nos
tilacéides, pFtsH2 e pFtsH5 foram utilizadas em um ensaio para a integracdo em
tilacoides isolados e comparados com o substrato TAT pOE23 e o substrato Sec pOE33
(Figura 5). Na presenca do estrato estromal, luz para gerar o gradiente de protons e
ATP, ambas as proteinas foram integradas na membrana (coluna 1), evento verificado
pela presenca do fragmento protegido apds tratamento com termolisina (para pFtsH2) e
resisténcia ao tratamento com 200 mM Na,COs; (para pFtsH5). Para pFtsH2, a
integracao ocorreu na auséncia do extrato estromal (Figura 5, coluna 2 e 7), auséncia
de NTPs (ap6s tratamento com apirase para remover os tragos de NTPs, colunas 3 e 7)
e na presenca de azida sodica (coluna 8). A integracao foi dependente da forca motora
de prétons, uma vez que foi inibida pelos ionéforos nigericina e valinomicina na

presenca de luz (coluna 6) e no escuro se mostrou ATP-dependente, através da acao
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reversa da ATP sintase (colunas 4 e 5). Requerimentos idénticos foram exibidos pelo
substrato TAT pOE23.

Stroma + = +  * + o+ = +
Light + + + - - + + +
ATP S -+ -+
N/V = = = = = #& = =
SA = = = = = = = i
Apyrase - -+ - + -+ -
1 2 3 4 5 6 P 8
pFtsH2 | G D o 99 E
pOE23 | (D EID & G o
pFtsH5 | s o - - - -—
POE33 | v - Pr— -—

Figura 5 - A integracédo da pFtsH2 em tilacoides isolados requer a forgca motora de protons enquanto a
integracao da pFtsH5 requer NTPs. Os requerimentos para a integragdo em tilacoides isolados
de ervilha foi examinada pela incubac&o dos substratos radioativos pFtsH2, pFtsH5, pOE23 ou
pOE33 por 30 minutos a 25 °C, sob condi¢fes explicitas no painel. Tais condi¢des incluem a
auséncia ou presenc¢a do extrato estromal, luz, 5 mM ATP, nigericina/valinomicina (N/V), azida
sddica (SA) e apirase. Os tilacéides recuperados foram tratados com termolisina (para pFtsH2,
pOE23 e pOE33) ou extraidos com 200 mM Na,CO; (para FtsH5). As amostras foram
analisadas por SDS-PAGE e fluorografia em géis de 12,5%

pFtsH5, por outro lado, apresentou diferentes requerimentos: a integragdo se
mostrou dependente de NTPs (colunas 3 e 7) e foi reduzida em amostras tratadas com
azida sdédica (coluna 8). A integracdo nao foi afetada por ionoforos (coluna 6). Os
requerimentos para pFtsH5 foram similares aos requerimentos para o transporte do
substrato Sec pOE33, com duas notaveis diferencas: A integracdo da FtsH5 foi
praticamente nao afetada pela auséncia de estrato estromal, a principal fonte de SecA
(coluna 2), uma vez que o transporte de pOE33 foi significativamente reduzido; a
integracdo da FtsH5 foi reduzida pelo tratamento com azida sédica, enquanto que a
integracao de pOE33 foi eliminada (coluna 8). Tal resultado pode indicar uma pequena
dependéncia da FtsH5 para a proteina SecA ou talvez uma NTPase nao identificada
pode servir como motor para a translocacao da FtsH5.
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4.4 A integracado da pFtsH2 é concorrida com um precursor TAT enquanto pFtsH5
€ concorrida com um precursor Sec

Os resultados dos requerimentos para a integracdo indicam a possivel
integracao da pFtsH2 pela via TAT e pFtsH5 pela via Sec. Para submeté-los a outro
critério, foi usado a competicio em organela. Tal experimento se baseia na preé-
importacao de precursores TAT ou Sec, nao marcados radiotivamente, nos cloroplastos
antes da adicdo do precursor radioativo a ser testado. A maquinaria presente no
envelope do cloroplasto importa os precursores muito mais rapido que os aparatos TAT
e Sec, resultando em quantidades presente no estroma que saturam as translocases
tilacoidais. Se ambos 0s substratos utilizarem a mesma via, é possivel observar uma
acumulacao do intermediério e reducgdo na integracao.

Utilizando o substrato radioativo pFtsH2, a competicdo em cloroplastos pré-
importados com o precursor TAT pOE23 resultou na acumulagdo de um intermedidrio
no estroma (Figura 6a, coluna 6) e reducédo da forma madura (coluna 7). O fragmento
protegido, apds tratamento com termolisina foi reduzido na amostra pré-importada com
o competidor pOE23 (Figura 6b, coluna 2). As amostras para integragdo “sem
competidor” e com pOE33 nao apresentaram diferenca (Figura 6a, compare colunas 3 e

9; 4 e 10; Figura 6b, compare colunas 1 e 3).
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Figura 6 - A integracdo da pFtsH2 é concorrida com um precursor TAT enquanto pFtsH5 é concorrida
com um precursor Sec. Para a competicdo in-organello cloroplastos intactos de ervilha foram
pré-incubados sem (-) ou com 0,75 uM dos precursores nao radioativos iOE23 ou iOE33, por 7
minutos a 25 °C na luz, e entdo os precursores radioativos pFtsH2, pFtsH5, pOE23 ou pOE33
foram adicionados e a reagdo continuou por 10 minutos adicionais. (a), cloroplastos intactos
foram recuperados das reagbes (C, colunas 2, 5 e 8) foram subfracionados em estroma (S,
colunas 3, 6 e 9) e tilacdides (T, colunas 4, 7 e 10). (b), aliquotas de tilacoides de amostras
importadas com pFtsH2 e pFtsH5 em (a) foram tratadas com termolisina ou 200 mM Na2CO3,
respectivamente. Todas as amostras foram analisadas por SDS-PAGE e fluorografia em géis
7,5% (pFtsH2 and pFtsH5, (a)) ou em géis 12.5% (pOE23 e pOE33)

Para pFtsH5, a competicdo com o precursor Sec pOE33 mostrou um ligeiro
aumento de um intermediario presente no estroma (Figura 6a, coluna 9) e uma
significante reducdo da integracdo, visualizada pelo decréscimo do sinal apds
tratamento com 200 mM de Na,COj; (Figura 6b, coluna 3). As amostras “sem
competidor” e com pOE23 n&o apresentaram diferenca (Figura 6a, colunas 3 e 9; Figura
6b, coluna 1 e 2). A competi¢do utilizando os substratos pOE23 e pOE33 radioativos
foram usados para verificar a eficiéncia e especificidade dos competidores néo
radioativos (Figura 6a). Tal resultado indica uma rota comum utilizada pelos pares
FtsH2/OE23 e FtsH5/OE33 para inser¢cdo na membrana dos tilacéides.

4.5 Anticorpos anti-Hcf106 inibem a integracdo de pFtsH2 enquanto anticorpos
anti-SecY inibem pFtsH5
Como um adicional para a conclusao da via de transporte, e um ensaio para a

identificagcdo de parte dos componentes protéicos necessarios para o transporte, foi
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realizado ensaios de inibicdo utilizando anticorpos. Como mostrado na Figura 7, o
tratamento dos tilacéides com o anticorpo anti-Hcf106, um componente da maquinaria
TAT, impediu a integragcdo da pFtsH2 (coluna 2), uma vez que o tratamento dos
tilacéides com o anticorpo anti-SecY (coluna 3) inibiu a integracdo da pFtsH5 (coluna 3).
A integracdo de ambas nao foi afetada pelo tratamento com o anticorpo anti-Alb3, um
componente da via SRP. A eficiéncia e especificidade do tratamento com anticorpos
foram confirmadas pelos efeitos nas proteinas controles pOE23 (TAT), pOES33
(SecA/SecYE) e pLHCP (SRP). O modelo para transporte e topologia esta representado
no ANEXO E.

- oHcf106 aSecY oAlb3

PFtsH2 | M — e

POE23 | @il b @D

pFtsH5 | " S -

POE33 | wws -——

PLHCP | s S

Figura 7 - O pré-tratamento dos tilacéides com o anticorpo anti-Hcf106 preveniu a integracdo da pFtsH2,
uma vez que o pré-tratamento com o0 anticorpo anti-SecY preveniu a integracdo da pFtsH5.
Tilacéides de ervilha foram incubados sem (-) ou com anti-Hcf106 IgG (1 ml/ml), soro anti-SecY
ou anti-Alb3 1gG (1 mg/ml) por 1 hora no gelo. Os tilacdides foram lavados com tampao de
importacdo, suplementados com extrato stromal e incubados com os precursores radioativos
pFtsH2, pFtsH5, pOE23, pOE33 ou pLHCP, 5 mM ATP na luz a 25 °C por 30 minutos. As
amostras foram entdo tratadas com termolisina (para pFtsH2, pOE23, pOE33 e pLHCP) ou 200
mM Na,CO; (para pFtsH5). As amostras foram analisadas por SDS-PAGE e fluorografia em
géis 12,5%

4.6 A regido N-terminal das pFtsH2 e pFtsH5 é suficiente para a insercdo em
tilacoides

Os resultados acima demonstram que 0s precursores para FtsH2 e FtsH5
possuem peptideos sinais que sdo clivados e sao integradas aos tilacoides pelas vias
TAT e SecA/SecYE, respectivamente. Trabalhos anteriores mostram que a

especificidade do direcionamento as vias SecA/SecYE ou TAT sdo governadas pelo
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peptideo sinal. Em particular, o motivo da dupla-arginina é reconhecido pelo
componente cpTatC da via TAT (GERARD; CLINE, 2006). Entretanto, uma tentativa
anterior, em nosso laboratério, para caracterizar os determinantes necessarios para o
direcionamento in-vivo sugeriu que o dominio maduro da FtsH5 era necessario para o
transporte ao tilacéide (Borgonove, 2008). Especificamente, a GFP foi fusionada em
frame com as sequéncias amino-terminais das proteinas FtsH2 e FtsH5. Embora a
construcdo FtsH2-GFP fosse corretamente direcionada aos tilacoides, pFtsH5-GFP
acumulou no compartimento estromal. Para verificar se a informacdo para o
direcionamento se encontra na regido amino-terminal ou estd presente na regiao
madura exposta ao estroma, foram preparadas versdes truncadas de pFtsH2 (pFtsH2A)
e pFtsH5 (pFtsH5A), as quais contém a regido amino-terminal composta do peptideo
sinal, primeiro dominio hidrofébico, cauda lumenal e segundo dominio hidrofébico.
Como mostrado na Figura 8, ambos os precursores truncados, pFtsH2A e pFtsH5A,
foram localizados na membrana dos tilacoides, apds importacéo in-vitro. pFtsH2A foi
importada em cloroplastos (Figura 8a, coluna 3) e inserida aos tilacéides, processo
confirmado pela prote¢do contra proteases (coluna 6) e extracdo com NaOH (coluna 7).
pFtsH5A foi importada em cloroplastos (Figura 8b, coluna 3) e inserida aos tilacoides,
como confirmado pela protecdo contra proteases (coluna 6) e extracdo com NaCOs;
(coluna 8). Como esperado, a versao truncada da pFtsH5 ndo é resistente a extracéo
com NaOH (coluna 7). Tais resultados demonstram que todos o0s requerimentos
necessarios para a importacdo das pFtsH2 e pFtsH5 em cloroplastos isolados e

subsequente insercdo a membrana dos tilacéides se encontram no dominio N-terminal.
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Figura 8 - As regifes N-terminais das pFtsH2 e pFtsH5 séo suficientes para a insercdo nas membranas
dos tilacGides. Os precursores radioativos pFtsH2A e pFtsH5A foram incubados com
cloroplastos de ervilha intactos em uma reacdo contendo 5 mM ATP e luz, a 25 °C por 20
minutos. Os cloroplastos intactos foram recuperados (C) e tratados com termalisina (C+).
Cloroplastos intactos néo tratados foram fracionados em estroma (S) e tilacoides. Aliquotas de
tilacoides foram lavadas com tampéo de importacao (T), tratados com termolisina (T+) ou
extraidos com 100 mM NaOH (TN). Para pFtsH5A, uma aliquota de tilacoides foi extraida com
200 mM Na2CO3 (TCO). As amostras foram analisadas por SDS-PAGE e fluorografia em géis
de 12,5%

4.7 A regido madura da pFtsH2 apresenta incompatibilidade com a via Sec

Como um teste inicial para identificar as bases moleculares do observado para
os substratos FtsH2 e FtsH5, ou seja, duas vias distintas direcionando duas proteinas
homodlogas pertencentes ao mesmo complexo heterélogo multimérico, precursores
guiméricos de tais proteinas foram preparados. O peptideo de transito e o peptideo
sinal da pFtsH2 foram fusionados ao dominio maduro da pFtsH5 (Tp2Mat5) e o
peptideo de transito e peptideo sinal da pFtsH5 foi fusionado ao dominio maduro da
pFtsH2 (Tp5Mat2) (Figura 3a e 3b, regido de troca dos peptideos de direcionamento).
Como mostrado na Figura 9a, o precursor quimérico Tp2Mat5 (76-kDa) foi importado
em cloroplastos e processado para uma forma madura (67-kDa, coluna 2). A forma
madura esteve presente na fracao tilacoidal e produziu um fragmento protegido de ~17-
kDa, ap0s tratamento com protease, confirmando a integracdo a membrana. Um padréo
similar foi obtido em um ensaio paralelo conduzido com cloroplastos pré-tratados com
azida sdédica (colunas 8, 9, 10 e 13). A pré-incubacéo dos cloroplastos com nigericina e
valinomicina preveniu completamente a integracéo, evidenciado pela acumulacédo de

um fragmento intermediario (72-kDa) na fracdo estromal (coluna 6) e auséncia do
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fragmento protegido, apds tratamento com protease (coluna 12). Tais resultados
indicam que o peptideo de transito e o peptideo sinal da pFtsH2 sdo capazes de
direcionar a integracdo do dominio maduro da FtsH5 através da via TAT.

(a)
- N/V SA T+ on 12.5% gel
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Figura 9 - O dominio maduro da FtsH2 é incompativel para o transporte com a via Sec. Os precursores
radioativos TP2Mat5 (a) ou TP5Mat2 (b) foram incubados com cloroplastos intactos de ervilha
em uma reacao contendo 5 mM ATP e luz, a 25 °C por 20 minutos, na presenga ou auséncia de
nigericina/valinomicina (N/V) ou azida sddica (SA). Cloroplastos intactos foram recuperados da
reacdo e tratados com termolisina (C+). Cloroplastos intactos néo tratados foram fracionados
em estroma (S) e tilacéides. Aliguotas de tilacGides foram lavadas com tampé&o de importagao
(T) ou tratadas com termolisina (T+). As amostras foram analisadas por SDS-PAGE e flurografia
em géis de 7,5%, exceto para as amostras tratadas com termolisina, que foram analisadas em
géis de 12,5%. As setas indicam os pontos de troca de peptideo de transito
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O precursor quimérico Tp5Mat2 (73-kDa) foi importado em cloroplastos e
processado a uma forma de 70-kDa (Figura 9b, coluna 2) o qual é ligeiramente maior
gue os 65-kDa esperados apOs 0 processamento no tilacdide. Interessantemente, tal
forma processada encontrou-se exclusivamente associada com a fragcdo estromal
(coluna 3) no controle sem tratamento, na amostra tratada com nigericina/valinomicina
(colunas 5, 6 e 7) e tratada com azida sddica (colunas 8, 9 e 10). Tal resultado indica
gue o peptideo de transito da pFtsH5 nédo é capaz de integrar a regido madura da
pFtsH2 aos tilacoides, sugerindo uma possivel incompatibilidade apresentada pela
conformacao da regidao madura da pFtsH2 com a via Sec.

4.8 A cauda lumenal, ancora transmembréanica e regido exposta ao estroma da
FtsH2 sdo necessarias para a incompatibilidade

Existem trés dominios diferentes da regido madura da FtsH2 que poderiam
potencialmente causar a incompatibilidade observada: a cauda lumenal, ancora
transmembréanica e a regido catalitica exposta ao estroma. Trés fusfes diferentes
envolvendo a proteina precursora foram construidas para testar tais dominios em
potencial incompativeis. TP5Mat2A, que apresenta o mesmo ponto de troca da
construcdo TP5Mat2, porém falta o dominio exposto ao estroma, visando testar os
dominios lumenal (L) e transmembranico (T) da FtsH2 (Figura 9a); TPLT5S2, cuja
sequéncia da FtsH5 até a regido transmembranica € fusionada a regido exposta ao
estroma da FtsH2 (Figura 10b); TPL5TS2, em que o peptideo de transito e cauda
lumenal da FtsH5 séo fusionadas aos dominios transmembranico e estromal da FtsH2
(Figura 10c). Como mostrado na Figura 9, todas as trés fusdes foram importadas em
cloroplastos (colunas 2), processados proteoliticamente e localizados nos tilacéides
(colunas 4). Cada proteina foi devidamente integrada aos tilacéides, como determinado
pela protecdo parcial apods tratamento com protease (Figura 10a, coluna 5) ou pela
resisténcia ao tratamento com 100 mM NaOH (Figura 10c, coluna 6) ou 200 mM
Na,CO3; (Figura 10b, coluna 5), dependendo da fonte da ancora transmembréanica na
fus@o protéica e producdo de um fragmento de degradacéo parcial de ~12-kDa apés
tratamento com termolisina (coluna 5). Tal resultado indica que nenhum dominio isolado

da FtsH2 ou combinacdo de dois dominios da FtsH2 previnem a integracdo pela



71

magquinaria Sec. Talvez h4d uma estrutura montada que consiste de todos os dominios

gue previne o0 acesso da maquina Sec de transporte.
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Figura 10 - Ambas os dominios expostos ao limen e ao estroma sao necessario para a incompatibilidade
com a magquinaria Sec. Os precursores radioativos TP5Mat2A, TPLT5S2 e TPL5TS2 foram
incubados com cloroplastos intactos de ervilha em uma reacdo contendo 5 mM ATP na luz, a
25 °C por 20 minutos. Os cloroplastos intactos foram recuperados e tratados com termolisina
(C+). Cloroplastos intactos nao tratados foram fracionados em estroma (S) e tilacdides.
Aliquotas de tilacéides foram lavadas com tampéao de importagédo (T), tratadas com termolisina
(T+) ou extraidas com 200 mM Na,COz (Na,COz) ou com 100 mM NaOH (NaOH). As
amostras foram analisadas por SDS-PAGE e fluorografia. O peptideo de transito (TP),
dominio lumenal (L) e dominio transmembranico (T) estdo designados junto com 2 ou 5 para
identificar a origem da FtsH2 ou FtsH5, respectivamente

4.9 FtsH7 e FtsH9 ndo apresentam a dupla arginina nem o sitio de clivagem A-X-A

O alinhamento dos membros FtsH7 e FtsH9 sugere uma duplicacdo génica, visto
gue sao praticamente idénticos (Figura 11). O dominio caracteristico de proteinas
transportadas pela via TAT, motivo da dupla arginina (R-R-X-F-L-K), ndo esta presente
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em ambas as proteinas. Além disso, o sitio de clivagem A-X-A, que é o sinal consenso
para a peptidase tilacoidal, também n&o é encontrado, estando presentes somente dois
dominios hidrofébicos. Dessa forma, tais proteinas foram selecionadas para importacao

in-vitro e fusdo com a proteina GFP, visando a caracterizagédo do transporte, localizacéo

e topologia.
1° Dominio Hidrofébico
FtsH7 3 TTFEFLQPRIHG---FATCCSSNSLLYSKASRFFNDRCRVYRQNPNRFVSNSITLPLQKK
FtsH9 2 TSIELLSPL IHDKFRFSTCCSTSSLLYLHASSFFRDRSFGFRONPNRFVSNSS 1QLPQSV
* * X K Kk * *xkx *xkx ** Kk *k* R e e o e o e e
FtsH7 60 QVTVLRNHERFNLWDGFSRKKS----RLVVNCQEDDQNESSSEEEESSQSTPAKSERKRE
FtsH9 62 PGSI--NQERFNLWQGFSRKKSTSSSRTIVNCQEGDQKASSSEGEGKT—--—- NKDKGRK
* FKIhhkIkkhk KAhhkAhAk * **xKkkhk KK *khkk* K *

2° Dominio Hidrofébico
FtsH7 116 KKEDKVWWSKGKKWQWQP I IQAQGIGVLLLQLSVVMFVMRLLRPGIPLPGSEPRIQTTFV
FtsH9 115 QGKNELWWSKGKKWQWKP I 1QAQEIGVMLLQLGIVMFVVRLLRPGIPLPGSEPRTQTTFM

RAE o e o *xx ** *hkk FhIAIrkhkIAkkhikhkikikit *hkk

Figura 11 - As FtsHs 7 e 9 ndo apresentam o motivo da dupla arginina nem o sitio de clivagem A-X-A. A
sequéncia de aminoacidos da regido N-terminal da FtsH7 e FtsH9 de Arabidopsis estao
alinhadas. Em negrito estéo indicados os sitios preditos para clivagem da peptidase estromal.
As duas regibes hidrofébicas estao indicadas

4.10 As FtsH7 e FtsH9 sé&o direcionadas in-vivo e in-vitro para o cloroplasto

Para localizagédo in-vivo das proteases FtsH7 e FtsH9 foram obtidas plantas
transgénicas estaveis expressando a fusdo FtsH7/9::GFP, sob controle do promotor
constitutivo CamV35S, clonadas em vetor de expressdo em plantas pBin. Foi possivel
observar a fluorescéncia da GFP das plantas FtsH7::GFP e FtsH9::GFP presente nos
cloroplastos, indicando um processo de sintese no citoplasma celular e direcionamento

aos cloroplastos (Figura 12).
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Figura 12 - As proteinas FtsH7 e FtsH9, fusionadas a GFP, sdo direcionadas aos cloroplastos em plantas
transgénicas estaveis de Nicotiana tabacum. SR-1: Planta selvagem nao transformada;
35S::GFP: GFP sob controle do promotor constitutivo 35S do virus do mosaico da couve-flor.
As imagens foram obtidas por microscopia confocal em microscépio Olympus FV1000. A
plantas foram transformadas utilizando o vetor de expressédo em plantas pBin

Para os experimentos in-vitro, os precursores radioativos traduzidos para FtsH7
(pFtsH7; 88-kDa) e FtsH9 (pFtsH9; 88-kDa) foram incubados com cloroplastos intactos
de ervilha. Os precursores foram importados na organela e processados para uma
forma madura de 81-kDa para mFtsH7 e mFtsH9 (Figura 13a, coluna 2) . O tratamento
com protease (termolisina) dos cloroplastos recuperados confirmou que as formas
maduras estavam dentro dos cloroplastos e, dessa forma, protegidos da acgédo de
proteases (coluna 3). O fracionamento dos cloroplastos recuperados mostrou que
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ambas as proteinas maduras estavam presentes na fracdo membranosa (T, coluna 5)
ao invés da fracdo estromal soluvel (S, coluna 4). O tratamento dos tilacéides com 100
mM de NaOH mostrou que mFtsH7 e mFtsH9 (TN, coluna 7) sao resistentes, indicando
uma possivel insercdo na membrana. Entretanto, o tratamento com termolisina (T+,
coluna 6) nao resultou em um fragmento protegido de membrana, caracteristica de
proteinas inseridas. O tratamento com outras proteases como proteinase k e tripsina
(Figura 13b, Tk e Tt, respectivamente, colunas 7 e 8) também néo resultou na formagéo
de fragmento protegido. Dessa forma, a presenca do fragmento protegido ndo pode ser

usada como critério de inser¢do na membrana.
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Figura 13 -

pFtsH7 e pFtsH9 sdo importadas em cloroplastos isolados, processadas para uma forma
madura e associada aos tilacéides. (a) Os substratos radioativos traduzidos in-vitro pFtsH7
e pFtsH9 (coluna 1, tp) foram incubados com cloroplastos intactos isolados de ervilha em
uma reacdo contendo 5 mM ATP e ~ 100 pE/mZ-S de luz a 25 °C por 20 minutos.
Cloroplastos intactos foram recuperados da reacéo (C, coluna 2) e tratados com termolisina
(C+, coluna 3). Cloroplastos intactos néo tratados foram fracionados em estroma (S, coluna
4) e tilacoides. Aliquotas de tilacoides foram lavados em tampé&o de importagédo (T, coluna 5),
tratados com termolisina (T+, coluna 6) ou tratados com 100 mM NaOH (TN, coluna 7). (b) O
substratos radioativo traduzidos in-vitro pFtsH7 (coluna 1, tp) foi incubado com cloroplastos
intactos isolados de ervilha em uma reacdo contendo 5 mM ATP e ~ 100 pE/mZ-s de luz a 25
°C por 20 minutos). Cloroplastos intactos foram recuperados da reagédo (C, coluna 2) e
tratados com termolisina (C+, coluna 3). Cloroplastos intactos n&o tratados foram
fracionados em estroma (S, coluna 4) e tilacéides. Aliquotas de tilac6ides foram lavados em
tampéo de importacdo (T, coluna 5), tratados com termolisina (T+, coluna 6), proteinase k
(Tk, coluna 7), tripsina (Tt, coluna 8), 100 mM NaOH (TN, coluna 9) ou 200 mM Na,CO;
(TCO, coluna 10). As amostras foram analisadas por SDS-PAGE em géis de 12,5% e
fluorografia

411 FtsH7 e FtsH9 sdo encontradas nas fragcdes do envelope plastidial e

tilacoides
Em

relatou-se

um estudo de protedmica do envelope plastidial (FERRO et al., 2003),
gue a protease FtsH7 foi encontrada presente em tal estrutura. Dessa forma,
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visando a localizacdo intra-plastidial das proteases FtsH7 e FtsH9, realizou-se a
separacdo do envelope e tilacoides. Para tal, os substratos radioativos pFtsH7, pFtsH9,
pOE23 (marcador para o tilacoide) e p36 (marcador para o envelope) foram incubados
com cloroplastos intactos de ervilha. As reagdes foram misturadas em dois tubos,
contendo quantidades adequadas de pFtsH7, pOE23 e p36 (Figura 14, coluna 1) e
pFtsH9, pOE23 e pP36 (coluna 5). Os cloroplastos foram lizados e separados em
envelope (E, colunas 2 e 6), estroma (S, colunas 3 e 7) e tilacdéides (T, colunas 4 e 8).
As bandas referentes as proteinas FtsH7 e FtsH9 puderam ser observadas nas fragcdes
do envelope (junto com o marcador P36) e dos tilacoides (OE23).

A possivel formagdo de um complexo para os substratos pFtsH7 e pFtsH9 foi
verificada através da importacdo em cloroplastos isolados e eletroforese em géis
nativos, apos a solubilizacdo da fracdo membranosa usando diferentes detergentes.
Entretanto, ndo foi possivel observar bandas definidas para nenhuma das proteases
testadas (ANEXO F).

FtsH7 FtsH9
M E S T M E S T
-—— v e == | FtsH7/9
P36
-" - e a» | OE23

Figura 14 - pFtsH7 e pFtsH9 sdo encontradas em ambas as fracfes ricas em envelope plastidial e
tilacoides. Os substratos radioativos traduzidos in-vitro pFtsH7, pFtsH9, pOE23 e pP36
foram incubados com cloroplastos intactos isolados de ervilha em uma reagédo contendo 5
mM ATP e ~ 100 pE/mZ-S de luz a 25 °C por 20 minutos. As reacfes foram misturadas em
dois tubos, contendo quantidades iguais de pFtsH7, pOE23 e p36 (M, coluna 1) e pFtsH9,
pOE23 e pP36 (M, coluna 5). Os cloroplastos foram lizados e fracionados em envelope (E,
colunas 2 e 6), estroma (S, colunas 3 e 7) e tilacéides (T, colunas 4 e 8). As amostras foram
analisadas por SDS-PAGE em géis de 12,5% e fluorografia
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4.12 Uma proteina hipotética plastidial potencialmente interage com a protease
FtsHS

Em Arabidopsis, a estrutura do complexo FtsH nos tilacéides é até certo ponto
conhecida (para revisdo veja (SAKAMOTO, 2006)). Entretanto, o mecanismo de
regulacdo do mesmo ainda é desconhecido e acredita-se que haja outros fatores
envolvidos. Para verificar possiveis interagdes protéicas com a protease FtsH5, utilizou-
se a técnica de duplo hibrido de levedura. O sistema duplo hibrido de levedura é uma
das técnicas indicadas para identificacdo de proteinas que interajam em um contexto in-
vivo (CHIEN et al., 1991). Dessa forma, a sequéncia completa do gene FtsH5 de
Arabidopsis foi clonada no vetor pGBKT7, sendo este utilizado como isca para
transformar a linhagem de Saccharomyces cerevisiae AH109, a qual foi plaqueada em
meio seletivo (-Triptofano). A linhagem recombinante, com a isca, foi utilizada para a
transformagdo com uma biblioteca de ESTs de Arabidopsis thaliana (presas) e o
resultado foi plagueado em meio seletivo (-Triptofano, -Leucina, -Histidina), onde
crescerem 269 colénias. A transformac&o resultou em 2,5 x 10° células transformadas,
ou seja, aproximadamente 12 vezes 0 numero total de genes presentes em
Arabidopsis. As colbnias resultantes foram estriadas em outro meio seletivo (-
Triptofano, -Leucina, -Adenina), sendo que cresceram 48 coldnias. Tais amostras foram
consideradas positivas, sequenciadas e analisadas (Tabela 1).

As proteinas encontradas se enquadraram em diferentes fun¢des e localizagédo
subcelular. Para a selecdo de candidatos em potencial, procuramos primeiramente
excluir as proteinas cuja localizagdo subcelular tenha sido comprovada
experimentalmente e seja diferente do cloroplasto, local em que a proteina FtsH5
desempenha seu papel. Um dos clones obtidos é uma proteina hipotética, cuja
localizacdo subcelular estd predita aos cloroplastos. A andlise da sequéncia de
aminoacidos abriu uma série de perguntas e possibilidades de estudo. Tal proteina foi
denominada FIP (FtsH5 Interacting Protein) e a andlise € mostrada a seguir.
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Tabela 1 - Resultado do sequenciamento das col6nias obtidas da transformagdo de uma biblioteca de
ESTs de A. thaliana (presas) na linhagem de S. cerevisiae expressando a protease FtsH5
(isca), clonada no vetor pGBKT7

Nome Funcéo Local
ATSERPIN1 Inibidor de protease AP
Alfa-amilase 3 Amilase CL
Beta-fructofuranosidase/invertase Hidrolisa fructofuranosideos CL
Metalotioneina Liga-se a metais pesados CL
Ornitina carbamoiltransferase Sintese de citrulina CL
Proteina desconhecida - CL
Ribulose-bifosfato carboxilase Fotossintese CL
Subunidade K do fotossistema | Fotossintese CL
TOC64 Transporte de proteinas CL
Cafeoil-CoA 3-O-metiltransferase Formacéo de lignina CT
Tiorredoxina H tipo 3 Reduz pontes dissulfeto CT
Proteina da familia LPT Inibidor de protease EX
Proteina da familia génica SNARE Transporte vesicular GC
Proteina de membrana plasmatica Atpipl Aquaporina MB
3-Cetoacil-coa tiolase Glicolise MT
Proteina desconhecida - MT
Disease resistance protein Defesa NC
2-Oxoglutarato dioxigenase Producéo de hidroxialquil ND
RGLG1 (Ring Domain Ligasel); Ligante de zinco ND
DIS3 Organizagéo do citoesqueleto NL
Proteina desconhecida - NL
RTV1 (Related To Vernalizationl) Fator de Transcricédo NL
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase Participa da via glicolitica PX

Nota - A coluna local informa a predicdo subcelular obtida pelo programa WolfPSORT. AP: Apoplasto;
CL: Cloroplasto; CT: Citossol; EX: Extracelular; GC: Complexo de Golgi; MB: Membrana
plasmatica; MT: Mitocondria; ND: N&o determinada; NL: Nucleo; PX: Peroxissomo.
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4.13 A proteina FIP apresenta um dominio rico em cisteina conservado na regiao
C-terminal

A proteina FIP, que possivelmente interage com FtsH5, € composta por 129
aminoacidos, sendo codificada por apenas um gene em Arabidopsis, presente no
cromossomo 5. A andlise da sequéncia de aminoacidos revelou que FIP é composta
em potencial por um peptideo de transito N-terminal, seguido de um dominio
hidrofobico (para ancoragem em membrana) e um dominio rico em cisteina na regido

C-terminal (Figura 15).

MT IAPALQTTFVSSTNFLKHSSSWGSPSPNNV ILPKNKRSSSSVVVAAVGDYSSDGT I MENCEATAVARNG

TAFPILF< K0T CRECDBAGEVRKEEVTERANAARKDEPQIVCANCNGEGKEN. | k5

Figura 15 - Esquema mostrando regides e dominios da proteina FIP. Verde, aminoacidos 1 a 45:
peptideo de transito N-terminal; Vermelho, aminoacidos 58 a 78: dominio hidrofébico; Azul,
aminoacidos 84 a 124: dominio rico em cisteina

O alinhamento mudltiplo utilizando a sequéncia de aminoacidos das proteinas
homologas presentes em Vitis vinifera, Zea mays, Glycine max, Oryza sativa, Picea
sitchensis e Populus trichocarpa mostrou que nao ha identidade na regidao N-terminal
das proteinas alinhadas, uma vez que tal regido se trata de um peptideo de transito.
Toda a identidade apresentada no alinhamento esta presente na regido do dominio
hidrofobico e dominio rico em cisteina (Figura 16).
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Vitis MVSLAPLHTLFP———————-— GNSLKQSSLE
Populus MA‘LT?_QTQLQ ———————— RFSPQRWP
Glycine MASMTMLQTMIP--------KNAPNLPPRVG
Arabidopsis MTIAPALQTTEV-——- SSTN
Zea --MAAVVNAR-————————— ALT
Oryza
Picea

Vitis
Populus
Glycine
Arabidopsis
Zea

oryza
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Arabidopsis G, KLXQIDKS 129
G i\ KLGQIDK- 134
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Figura 16 — Alinhamento mudltiplo utilizando a sequéncia de aminoacidos de FIP e seus homélogos em
Vitis vinifera, Zea mays, Glycine max, Oryza sativa, Picea sitchensis e Populus trichocarpa

4.14 FIP interage com o dominio C-terminal de proteases FtsH do tipo A

Para uma maior confiabilidade dos dados, o vetor contendo a proteina FIP foi re-
introduzido em levedura e a interagdo com a protease FtsH5 (tipo A) foi repetida,
através da observacgdo do crescimento em meio seletivo (-W, -L, -H, -A) e ativagdo do
gene reporter B-Galactosidase. Para tal experimento foi utilizada a protease FtsH5
completa, ou seja, composta dos peptideos sinal e de transito, regido exposta ao
limen, regido hidrofébica e regido ativa exposta ao estroma (Figura 3c). Visando
identificar se a interacdo é dependente da regido N-terminal (peptideos sinal e de
transito, regido exposta ao limen e ancora transmembréanica) ou da regido C-terminal
(regido exposta ao estroma) a construcdo AFtsH5 foi testada. Tal construcdo é
composta pela regido N-terminal da protease FtsH5, sendo que o dominio exposto ao
estroma foi deletado (mesma sequencia da construgdo usada na Figura 8, pFtsH5A).
Verificou-se que nao houve crescimento em meio seletivo (-W, -L, -H, -A) e ndo houve
ativacao do gene reporter B-Galactosidase sendo que, dessa forma, tal construgdo nao

interage com FIP. Uma vez que a sequéncia completa interagiu, pode-se dizer que,



81

para que a interacdo ocorra, € necessario um dominio que esta presente na regido C-
terminal exposta ao estroma, regido que desempenha atividade de protease e ATPase
na FtsH5 (Figura 17).

A protease FtsH2 (tipo B), de Arabidopsis, também faz parte do complexo FtsH
nos tilacoides. Tal proteina apresenta certa identidade com as FtsHs do tipo A, porém
recentemente verificou-se que a atividade protedsica de proteinas do tipo B é
completamente dispensavel no complexo tilacoidal (ZHANG et al., 2010). Assim sendo,
a sequéncia da protease FtsH2 completa foi introduzida em levedura, sendo que nao
houve crescimento em meio seletivo nem ativagdo do gene da B-Galactosidase. Dessa

forma, a interagdo com FIP parece ser especifica com proteases do tipo A (Figura 17).

B-Gal

Vazio/FIP

FtsH5/Vazio

Vazio/Vazio

+/+

Figura 17 — FIP interage com a regido C-terminal de proteases FtsH do tipo A. Teste de crescimento de
Saccharomyces cerevisiae, linhagem AH109, em diferentes meios de cultivo e ensaio
utilizando a atividade da B-Galactosidase ap6s 2 horas, com diferentes construgées, como
designado na figura. Os controles negativos mostram que a FtsH5 e FIP sozinhos néo
promovem crescimento, assim como ambos o0s vetores vazios. Para o controle positivo
utilizou-se os vetores (SNF1/SNF4). W: Triptofano; L: Leucina; H: Histidina; A: Adenina; -
Gal: B-Galactosidase
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4.15 FIP é direcionada in-vivo e in-vitro aos cloroplastos e esta inserida nos
tilacoides

A predicdo da sequéncia de aminodcidos de FIP, utlizando o programa
WOoIfPSORT, indica uma provavel localizacdo cloroplastidial, o que contribuiria para
confirmar a hipétese da co-localizacdo entre FIP e FtsH5. Para verificagdo do
direcionamento aos cloroplastos, FIP foi fusionada a GFP no vetor de expressdao em
plantas pK7FWG2 e utilizado para transformacgado transiente de Nicotiana tabacum.
Como esperado, a fuséo proteina FIP::GFP € direcionada aos cloroplastos (Figura 18).

GFP Clorofila Clorofila + GFP

35S::GFP

FIP::GFP

Figura 18 — A fuséo proteina FIP::GFP é direcionada aos cloroplastos. As constru¢des foram introduzidas
em Nicotiana tabacum por infiltragc&o foliar de uma suspenséo de Agrobacterium tumefaciens
e, apoés 3 dias da infiltracéo, foram preparados os protoplastos. As imagens foram obtidas
utilizando microscopio confocal de fluorescéncia Olympus FV1000. GFP corresponde a
fluorescéncia detectada no canal verde; Clorofila, detectada no canal vermelho distante,
corresponde a autofluorescéncia do cloroplasto; Clorofila + GFP corresponde a sobreposicao
do canal verde e vermelho distante. As barras de escala correspondem a 5 um
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A proteina FIP, in-vivo, € direcionada aos cloroplastos. Entretanto, ndo foi
possivel identificar sua localizagdo intra-plastidial. Dessa forma, foi realizado a
transcri¢cao e traducao in-vitro e posterior importagdo em cloroplastos isolados. Para tal,
o precursor radioativo traduzido para FIP (pFIP; 13-kDa) foi incubados com cloroplastos
intactos de ervilha. O precursor foi importado na organela e processados para uma
forma madura de ~9-kDa (Figura 19a, coluna 2). O tratamento com protease
(termolisina) dos cloroplastos recuperados confirmou que a forma madura estava dentro
dos cloroplastos e, dessa forma, protegidos da acédo de proteases (coluna 3). O
fracionamento dos cloroplastos recuperados mostrou que a proteina madura estavam

presentes na fracdo do tilacéide (T, coluna 5) ao invés da fracdo estromal soluvel (S,

coluna 4).
17 kDa TP C C+ S T T+ TN
et tp
11 kDa
- -~ - (M
pd
1 2 3 4 5 6 7

Figura 19 - pFIP é importada em cloroplastos isolados, processada para uma forma madura e integradas
nos tilacdides. O substrato radioativo traduzido in-vitro pFIP (coluna 1, tp) foi incubado com
cloroplastos intactos isolados de ervilha em uma reagdo contendo 5 mM ATP e ~ 100 pE/mZ-s
de luz a 25 °C por 20 minutos. Cloroplastos intactos foram recuperados da reacéo (C, coluna
2) e tratados com termoalisina (C+, coluna 3). Cloroplastos intactos ndo tratados foram
fracionados em estroma (S, coluna 4) e tilacéides. Aliquotas de tilacéides foram lavados em
tampéo de importacéo (T, coluna 5), tratados com termolisina (T+, coluna 6) ou tratados com
100 mM NaOH (TN coluna 7). As amostras foram analisadas por SDS-PAGE em géis de 15%
e fluorografia

Para verificar a correta integracdo na membrana, aliquotas da fracdo dos
tilacéides foram tratadas com 100 mM NaOH ou com termolisina. A proteina FIP

bY

apresentou resisténcia a extracdo com NaOH (TN, coluna 7) e o tratamento com



84

termolisina resultou em um produto de degradacéo parcial de ~ 5-kDa (Figura 19, T+,
coluna 6), indicando a correta inser¢cdo na membrana dos tilacoides. A formacao de um
produto de degradacao parcial de menor tamanho indica também a topologia. ApGs o

ancoramento a membrana, o dominio rico em cisteina se encontra exposto ao estroma.

4.16 A proteina FIP esta associada a um complexo de aproximadamente 440 kDa

A possivel associagdo da proteina FIP a um complexo protéico nos tilacoides foi
verificada através da realizacdo de eletroforese em gel nativo. Para tal, o precursor
radioativo traduzido para FIP foi incubados com cloroplastos intactos de ervilha. Os
cloroplastos intactos foram lisados e a fragdo de tilacoides solubilizada com 1%
digitonina. Como mostrado na Figura 20, a proteina FIP apresentou em gel nativo uma
banda de aproximadamente 440 kDa. Tal peso molecular € o mesmo valor esperado
para o complexo FtsH nos tilacoides (SAKAMOTO et al., 2003).

880 kDa

440 kDa ‘

132 kDa

66 kDa

Figura 20 — A proteina FIP esta associada a um complexo de aproximadamente 440 kDa. Eletroforese
em gel nativo de amostras de tilacdides. O substrato radioativo traduzido in-vitro pFIP foi
incubado com cloroplastos intactos isolados de ervilha em uma reacdo contendo 5 mM ATP
e ~ 100 pE/mZ-s de luz a 25 °C por 20 minutos. Cloroplastos intactos foram recuperados da
reacao e lisados, sendo a fracao dos tilacoides lavada e solubilizada com 1% digitonina por
1 hora. As amostras foram analisadas por fluorografia. Os marcadores moleculares utilizados
foram ferritina (880 e 440 kDa) e BSA (132 e 66 kDa)
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4.17 Expresséao heter6loga em E. coli das constru¢gdes GST::FIP e His::FtsH5
Como um segundo teste de interacdo entre FIP e FtsH5, decidiu-se utilizar a
técnica in-vitro GST Pull-Down. Dessa forma, é necessario primeiramente expressar e
purificar as proteinas em questdo. Sendo assim, decidimos inicialmente testar a
expressdo em E. coli. A sequéncia codificadora da proteina FIP foi clonada no vetor de
expressdo pDEST15 (Invitrogen), fusionando tal sequencia a sequencia da GST
(Glutationa S-Trasnferase). Para purificagdo da proteina FtsH5, a sequéncia
codificadora foi clonada no vetor de expressao pET28b (Novagen), o qual possui a
cauda de histidina na regido N-terminal. Como esperado, a expressdo das proteinas
recombinantes foi dependente da adi¢ao de indutor (IPTG) (Figura 21a e 21b).

75 kDa

FIP

Figura 21 — Express@o em linhagem de E. coli BL21 Codon PlusRP das proteinas recombinantes FIP (40
kDa) e FtsH5 (75 kDa). A indugéo foi realizada utilizando IPTG a concentragéo final de 1mM,
a 30°C. A cultura foi coletada na condi¢cdo ndo induzida, 2 horas apds a inducéo e 4 horas
apoés a inducdo. As amostras foram submetidas a SDS-PAGE em géis de 12,5% e, apos a
corrida, corados com Coomassie Blue
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4.18 GST Pull-Down mostra que h& a intera¢do in-vitro entre FIP e FtsH5

Para realizacdo do experimento GST Pull-Down, a proteina FtsH5 foi produzida
em E. coli e purificada utilizando resina de niquel. Para a purificacdo, o lisado foi
solubilizado com 1,5% de Sarcosil, visando aumentar a quantidade da proteina
recombinante FtsH5 presente na fracdo solavel. Apds solubilizacdo, uma grande
quantidade da proteina recombinante ainda continuou presente na fracdo insoluvel
(Figura 22, compare a coluna Pellet com Soluvel). Apesar disso, a quantidade de
proteina purificada foi suficiente para o ensaio de GST Pull-Down (Figura 22, Eluido).

75 kDa FtsH5

Figura 22 — Expresséo e purificagdo da proteina FtsH5 fusionada a cauda de histidina. A purificagdo foi
realizada em resina de niquel e as amostras foram submetidas a SDS-PAGE em géis de
12,5% e, apds a corrida, corados com Coomassie Blue. Na figura, Pellet corresponde a
fracdo insollvel e a fracdo solavel foi utilizada para passagem pela resina. O eluido foi
coletado em duas etapas

O experimento de GST Pull-Down foi realizado comparando amostras em trés
tubos distintos. Ao primeiro tubo foi adicionada somente a resina usada para purificagao
(Glutathione Superflow — QIAGEN); Ao segundo tubo, a resina e somente a proteina
GST; Ao terceiro, a resina e a fusdo GST::FIP. A todos os tubos foi adicionado 1 ug de
FtsH5 recombinante previamente purificada. O procedimento a seguir foi realizado
conforme descrito em Material e Métodos. As amostras resultantes foram aplicadas em
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gel desnaturante e coradas com prata (Figura 23a) ou utilizadas para western blot
utilizando o anticorpo anti-FtsH5 (Figura 23b). Como mostrado na Figura 23a, as
proteinas GST e GST:FIP foram adequadamente purificadas. O experimento de
western blot, utilizando as mesmas amostras da Figura 23a, permitiu a visualizacao de
uma banda de tamanho esperado para a proteina recombinante FtsH5 somente na
fracdo GST::FIP. Tal fato indica uma interagéo entre FIP e FtsH5, uma vez que FtsH5
nao se liga a resina (Figura 23b, Resina) nem a GST (Figura 23b, Resina + GST).

b)

75 kDa pr—

Figura 23 — FtsH5 e FIP interagem in-vitro. Experimentos de GST-Pull-Down utilizando trés amostras.
Amostra 1: Somente resina (Resina); Amostra 2: Resina e a proteina GST (Resina + GST);
Amostra 3: Resina e a fusdo GST:FIP (Resina +GST::FIP). A todas as amostras foi
adicionado 1 pg da proteina FtsH5 purificada. A amostras foram incubadas a 4 °C por 2
horas e lavadas 5X em tampé&o de lavagem, conforme descrito em Material e Métodos. a) As
amostras foram visualizadas ap6s SDS-PAGE e coloragdo do gel com prata. b) As mesmas
amostras em a) foram transferidas para membrana de nitrocelulose e entdo realizado um
western blot utilizando o anticorpo anti-FtsH5 (SAKAMOTO et al., 2003)
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5 DISCUSSAO

5.1 Direcionamento das proteinas FtsH2 e FtsH5 ao tilacoide

Trés classes de proteases dependentes de ATP s&o encontradas nos
cloroplastos: Clp, Lon e FtsH (para revisao veja (ADAM; RUDELLA; VAN WIJK, 2006),
(SAKAMOTO, 2006)). Clp e Lon sdo encontradas no estroma enquanto FtsH esta
inserida na membrana. Todas possuem um motivo de ligacdo ao ATP, porém diferem
no dominio catalitico para protedlise. A protease FtsH foi originalmente descrita em E.
coli e atua na degradacéo de proteinas de vida curta (para revisao veja (ITO; AKIYAMA,
2005)). A FtsH, assim como seus ortdlogos FtsH em diferentes organismos, apresentam
dois dominios transmembréanicos seguidos de um dominio ATPasico, um motivo de
ligacdo ao zinco, que serve como um sitio catalitico para a protease. Tais sitios estdo
voltados para o poro central de hexdmeros FtsH, acesso o qual é controlado pelo
dominio ATP&sico. Acredita-se que o dominio ATPasico atua também na translocacao
do polipeptideo através do sitio de protease, além de deslocar substratos protéicos para
fora da bicamada lipidica (ITO; AKIYAMA, 2005). Arabidopsis possui doze genes FtsH
(FtsH1-12). Oito das 12 FtsHs (FtsH1, 2, 5, 6, 7, 8, 9, e 12) sao direcionadas para o
cloroplasto, 3 para a mitocondria (FtsH3, 4 e 10) (SAKAMOTO et al., 2003) e FtsH11 é
direcionada para cloroplastos e mitocondrias (URANTOWKA et al., 2005). As proteases
direcionadas ao cloroplasto FtsH1/FtsH5 (tipo A), FtsH2/FtsH8 (tipo B) e FtsH7/FtsH9
sdo pares relacionados baseado na identidade de sequéncia e analise genética. Nao
esta claro, mas acredita-se que as FtsH tipo A e tipo B combinam-se para formar um
complexo multimérico na razdo de 1 subunidade tipo A para 2 tipo B (YU; PARK;
RODERMEL, 2004; 2005). Os tipos A e B sédo as FtsH plastidiais mais abundantes.

Nosso estudo de direcionamento e integracao para as subunidades dos tipos A e
B indica que ambas as proteinas sado direcionadas por um mecanismo de duas etapas
no qual o precursor € importado no estroma plastidial, onde o peptideo de transito é
removido, expondo um peptideo sinal de direcionamento aos tilacoides. Apls a
integracdo aos tilacoides, o peptideo sinal é removido, produzindo uma proteina
madura com uma cauda lumenal amino-proximal de 118 (FtsH5) e 84 (FtsH2) residuos,

uma unica ancora transmembranica e um grande dominio catalitico estromal. A
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topologia desses dominios foram verificados por tratamento com protease e extracado
alcalina (Figura 4). A partir do estroma, FtsH5 e FtsH2 s&o direcionadas a maquinarias
de integracdo distintas. A maquinaria Sec integra FtsH5, uma vez que a maquinaria
TAT integra FtsH2. A integracdo da FtsH5 pela maquinaria Sec foi demonstrada pela
necessidade de ATP, inibicdo da SecA com azida sodica, competicdo com o substrato
iIOE33 e inibicdo apds pré-tratamento com anticorpos anti-SecY. Por analogia da
operacgao do sistema Sec em E. coli (OSBORNE; RAPOPORT; VAN DEN BERG, 2005;
DRIESSEN; NOUWEN, 2008) acredita-se que SecA interaja com o peptideo sinal
hidrofébico, que serve como uma sequéncia de inicio de transferéncia e, por uma
insercdo dos segmentos do peptideo ndo montado através do canal SecYE, SecA,
direciona o dominio lumenal através da membrana do tilacoide. A &ancora
transmembranica, que deve servir como uma sequéncia de parada de transferéncia,
encerra o transporte e o peptideo € liberado lateralmente na membrana lipidica.
Evidéncias que a via TAT integra a FtsH2 incluem a necessidade do gradiente
ibnico, competicdo com o substrato TAT IOE23, inibicAo apds pré-tratamento com
anticorpos para o componente TAT Hcf106. Um trabalho anterior mostra que a protease
FtsH de Capsicum, Pftf, envolvida na fusdo de vesiculas € também integrada pela via
TAT (SUMMER et al., 2000). A caracteristica marcante para as proteinas direcionadas
pela via TAT esta na presenca do motivo TAT, R-R-X-F-L-K, que interessantemente é
mais caracteristico de substratos TAT de bactéria do que tilacéides. As proteinas do
tipo B sdo os uUnicos substratos TAT conhecidos que possuem o motivo TAT completo.
Uma vez que a dupla arginina € essencial para o transporte TAT, o amino&cido
conservado F na posicdo +2 do motivo é importante para a eficiéncia em E. coli
(STANLEY; PALMER; BERKS, 2000) e pode aumentar a afinidade de ligacdo dos
precursores que normalmente ndo possuem a fenilalanina nessa posicdo (GERARD;
CLINE, 2007). Uma breve analise das sequéncias de plantas nos banco de dados
indicam que, em geral, plantas e algas verdes possuem uma proteina FtsH direcionada
pela via TAT. Esta foi a primeira proteina de membrana conhecida integrada pela TAT
(SUMMER et al., 2000). Estudos subsequentes demonstram que a proteina Rieske FeS
utiiza a TAT (MOLIK et al., 2001) e algumas proteinas periplasmaticas de E. coli
utilizam a TAT bacteriana (HATZIXANTHIS; PALMER; SARGENT, 2003). A maneira



91

pela qual TAT integra proteinas de membrana ndo esta clara, uma vez que tal sistema
transporta dominios protéicos totalmente montados com regides carregadas e
hidrofilicas. Experimentos utilizando substratos artificiais mostraram que mesmo um
peqgueno dominio hidrofébico exposto pode terminar o transporte pela TAT (RICHTER
et al., 2007), aparentemente causando a desmontagem do complexo transiente de
translocacéo e liberagdo do segmento hidrofébico para a bicamada lipidica.

A troca de peptideos de transito com outros substratos mostram que a via TAT
consegue transportar substratos Sec com efichcia moderada, porém a via Sec é
praticamente incapaz de transportar substratos TAT (HENRY et al., 1997). Uma
situacao parecida acontece para as proteases FtsH. O precursor quimérico TP2Mat5 foi
importado em cloroplastos e integrado aos tilacdides pela via TAT. Por outro lado,
TP5Mat2 foi importado nos cloroplastos porém foi incapaz de integrar-se aos tilacéides.
Uma estrutura montada e/ou presenca de residuos basicos perto da regido de clivagem
da peptidase apresentam-se como as duas principais razbes para a incompatibilidade
dos substratos TAT com a via Sec (BOGSCH; BRINK; ROBINSON, 1997; HYNDS;
ROBINSON; ROBINSON, 1998). Neste trabalho procurou-se identificar a regido de
incompatibilidade da FtsH2 através da criagdo de construcdes quiméricas entre FtsH5 e
FtsH2. Contudo, nenhum dominio individual da FtsH2 foi suficiente para abortar a
integracdo mediada pela Sec, sugerindo que o dominio maduro completo da FtsH2
apresenta uma estrutura que interfere tanto com o reconhecimento ou quanto 0 acesso
da maquinaria Sec.

Sakamoto (SAKAMOTO, 2006) nota que a multiplicacdo das isoformas de FtsH
estd associada com organismos fotossintetizantes, ao invés de organismos néo-
fotossintetizantes. Quatro isdbmeros FtsH foram descritos na cianobactéria
Synechocystis sp. Um isémero (sll1463) apresenta uma dupla arginina imediatamente
antes da primeira regido hidrofébica, a qual é seguida do sitio de clivagem putativo A-P-
A. Dessa forma, a presenca no cloroplasto de FtsHs integradas pela via TAT pode ser
resultado de uma duplicacdo génica e segregacgao de vias, que ocorreram no procarioto
fotossintetizante progenitor dos cloroplastos. Ndo € incomum que um complexo
fotossintetizante apresente subunidades direcionadas por vias de direcionamento

distintas. Por exemplo, o fotossistema 2 contém subunidades direcionadas por todas as
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quatro vias de translocacao do tilacoide. Contudo, este é o primeiro exemplo conhecido
onde subunidades homélogas de um mesmo complexo utilizam diferentes mecanismos
de integracdo para formarem as respectivas formas funcionais. Os fatores especificos
gue governam o direcionamento de tais proteinas ainda ajudam a esclarecer a
operacdo das vias TAT e Sec para a integracdo pos-traducional de proteinas de

membrana.

5.2 Localizag&o das FtsH7 e FtsH9

O par de genes FtsH7 e FtsH9 em Arabidopsis apresenta alta similaridade na
sequéncia de aminoacidos (ANEXO G), podendo ser considerados genes duplicados.
Um dos objetivos deste trabalho era incluir esse par de genes no estudo, uma vez que
ndo h& trabalhos descrevendo funcdo, localizacdo ou estrutura de tais proteinas
disponiveis na literatura. Um estudo interessante sobre prote6bmica do envelope
plastidial (FERRO et al., 2003) mostrou que a protease FtsH7 foi encontrada no
envelope. Tal fato levantou a possibilidade da existéncia de um complexo FtsH
presente no envelope plastidial, ancorado na membrana interna ou externa, podendo o
complexo estar voltado para espaco de intermembranas ou para o estroma. Tal
hipétese seria bastante viavel, uma vez que em mitocbndrias ha complexos FtsH
voltados para o espaco de intermembranas e para a matriz mitocondrial (TATSUTA,;
LANGER, 2009).

As tentativas para identificacdo da via de transporte das proteinas FtsH7 e FtsH9
a membrana dos tilacoides ndo foram bem sucedidas. A auséncia de formacdo de um
fragmento protegido, apos digestdo da fracdo membranosa com termolisina, colocou
em duvida a inser¢cdo adequada de tais proteinas a membrana, embora tenham sido
plenamente resistentes ao tratamento com alcali (Figura 13). Por outro lado, tais
substratos ndo foram afetados pelo tratamento com os ion6foros nigericina/valinomicina
e com azida sddica (dados ndo mostrados), indicando que provavelmente nao séo
transportados pelas via TAT e Sec, respectivamente.

O experimento de separagao da fracdo membranosa dos cloroplastos em
tilacéides e envelope (Figura 14), utilizando os substratos radioativos FtsH7 e FtsH9,

mostrou uma dupla localizacdo de tais proteinas, podendo observar um sinal presente
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tanto no envelope quanto nos tilacdides. A dupla localizacdo levanta a possibilidade de
tais proteinas serem inseridas na membrana espontaneamente, uma vez que é
bastante comum encontrar também no envelope proteinas que utilizem a “via”
espontanea de transporte ao tilacdide (SCHLEIFF; KLOSGEN, 2001). Outra
possibilidade seria a inser¢cao das proteases FtsH7/9 por um mecanismo alternativo de
insercdo no envelope (pelo menos duas proteinas da membrana interna do envelope
utilizam tal mecanismo (BRINK et al., 1995; KNIGHT; GRAY, 1995)) e entdo o
direcionamento ao tilacéide por um fluxo de membrana. Embora pouco provavel, ndo se
pode descartar a existéncia de uma via alternativa de direcionamento aos tilacoides.

A tentativa de identificagdo de um complexo formado por tais proteinas foi
testada através da importacdo em cloroplastos isolados, solubilizacdo dos tilacéides e
aplicacdo em gel nativo. Entretanto, ndo foi possivel observar a formacdo de uma
banda nos géis, apesar da tentativa com inumeros tipos e concentracbes de
detergentes (ANEXO F). Talvez o uso do sistema heterélogo de importacdo
(cloroplastos de ervilha, utilizando sequencias protéicas de Arabidopsis) contribua para
a observacdo da ndo interacdo em géis nativos. Um procedimento mais complexo,
como o isolamento e importagcdo em cloroplastos de Arabidopsis poderia responder tais
davidas.

O mutantes FtsH7 e FtsH9 ndo apresentaram um fenétipo detectavel (dados nao
mostrados). Possivelmente por apresentarem alta identidade, a falta de um elemento do
par € compensada pelo outro. O cruzamento dos dois mutantes, visando obter o duplo
mutante FtsH7/FtsH9, pode auxiliar na identificagdo da fungcdo de tais genes em
Arabidopsis.

Com os dados obtidos nessa tese, pode-se observar que o par de proteinas
FtsH7 e FtsH9 s&o direcionadas ao cloroplasto in-vivo (Figura 12) e in-vitro (Figura 13),
sendo proteinas de membrana. Outros experimentos S80 necessarios para a

identificacé@o da funcéo e estrutura de tais componentes da familia génica das FtsH.
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5.3 A proteina FIP e a interagdo com FtsH5

Em E. coli, o complexo FtsH é formado por um homo-hexamero de proteinas
FtsH, uma vez que h& apenas um gene no genoma. O hexametro esta localizado na
membrana plasmatica e se apresenta associado a um outro complexo protéico grande,
de aproximadamente 1000 kDa, chamado HfIKC. O complexo HfIKC ndo é
absolutamente necessério para a acao das FtsH, uma vez que diversos estudos in-vitro
mostram a atividade protease de FtsH isolada. De fato, o complexo HfIKC atua como
um inibidor da atividade FtsH sobre SecY (KIHARA; AKIYAMA; ITO, 1996). A delecéo
de hflK ou hflC contribui para aumentar a protedlise de proteinas SecY mutadas
(KIHARA; AKIYAMA,; ITO, 1997).

Em cloroplastos, embora a estrutura do complexo hetero-hexamero FtsH seja
bem conhecida, o mecanismo de regulagdo do mesmo ainda é desconhecido. Dessa
forma, a introdugdo da protease FtsH5 no sistema duplo-hibrido de leveduras
apresentou-se como uma estratégia em potencial para a descoberta de possiveis
fatores protéicos envolvidos e, consequentemente, um passo inicial para o
entendimento do mecanismo regulatério de atividade proteasica FtsH em cloroplastos.

O rastreamento empregando o duplo-hibrido de levedura, utilizando como isca a
protease FtsH5, resultou em 2,5 x 10° células transformadas, ou seja, uma quantidade
de transformantes aproximadamente 12 vezes maior que o total de genes presentes em
Arabidopsis, valor considerado suficiente para uma completa cobertura da biblioteca
utilizada. O sequenciamento dos clones resultou na identificacdo de diversos cDNAs
com fungdes diversas na biologia de Arabidopsis. Para a selecdo dos candidatos em
potencial procurou-se, inicialmente, descartar os genes cuja localizacdo tenha sido
confirmada experimentalmente e fosse diferente de uma localizacdo plastidial. A co-
localizacdo intracelular de parceiros protéicos que interajam é uma premissa para a
ocorréncia de interacdo. Dentre as diversas proteinas plastidiais encontradas (Tabela
1), uma apresentou um grande potencial para a continuacdo dos estudos e foi
denominada FIP (FtsH Interacting Protein).

A analise in-silico da proteina FIP mostrou que tal proteina pode ser dividida em
trés regibes distintas: um peptideo de transito clivAvel N-terminal, uma regido

hidrofobica para ancoramento na membrana e um dominio rico em cisteina C-terminal
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(Figura 15). O dominio rico em cisteina é composto pela presenca de dois motivos
CXXCXGXG (onde X é qualquer aminoacido), sendo que tal motivo é caracteristico de
ligacdo ao zinco e esta presente em proteinas DnaJ (SHI et al., 2005). Em proteinas
DnaJ, o motivo CXXCXGXG esta repetido quatro vezes, conferindo uma estrutura de
“dedo de zinco”, formada por dois centros de ligacdo ao zinco. O primeiro centro de
ligacdo é responsavel pela atividade chaperona das DnaJ, enquanto o segundo centro
atua principalmente na interagdo com o parceiro DnaK (TANG; WANG, 2001). As
proteinas DnaK sdo chaperonas de 70 kDa que se ligam a regides hidrofilicas de
peptideos ndo montados, proporcionando alteracdo de conformacdo, sendo a energia
proveniente da hidrélise de ATP. O parceiro DnaJ de 40 kDa é também uma chaperona
gue atua na interacdo com a DnaK e propicia regulacdo da atividade, principalmente
pela ligacdo do dominio J com a regido ATPasica da DnaK (WALSH et al., 2004).

As proteinas FtsH5 e FIP mostraram interagdo no sistema duplo-hibrido de
levedura. A interagdo se mostrou dependente de sequéncia presente na regiao exposta
ao estroma da FtsH5, uma vez que ndo ouve interacdo com a construgdo composta dos
peptideos sinal e de transito, cauda lumenal e ancora transmembréanica (Figura 17,
AFtsH5), indicando que FIP pode desempenhar um papel na sequéncia da regido ativa
da FtsH5, ou seja, regido que possui 0s dominios de protease e ATPasico. Também foi
testada a interacdo com proteases do tipo B. Para tal, utilizou-se a sequéncia completa
da FtsH2, ndo resultando em interacdo em levedura (Figura 17, FtsH2). Recentemente
foi mostrado que a atividade proteasica em proteinas do tipo B é totalmente
dispensavel, embora sejam necessarias para montagem do complexo (ZHANG et al.,
2010). A especificidade de FIP para interagcdo com proteases do tipo A pode estar
relacionada diretamente com a funcéo que, no caso das proteases FtsH1 e FtsH5 (tipo
A), atuam na protedlise dos substratos.

A interacdo de FIP e FtsH5 foi testada utilizando outros dois métodos. O
experimento GST-Pull Down (Figura 23) permitiu a corroboracao in-vitro da interagéo
verificada em levedura, o que contribui para afastar a hipétese de um falso-negativo.
Para o segundo método, baseado na interacdo in-vivo, foi utilizado a técnica BiFC
(Bimolecular Fluorescence Complementation), a qual se baseia na fusdo de metades

da proteina YFP com as respectivas presa e isca. Uma vez que tais substratos
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interajam, a fluorescéncia da YFP é recomposta e pode-se observar, in-vivo, a
localizagcdo subcelular da interacdo (WALTER et al., 2004). Os ensaios de BIiFC
utilizando as proteinas FtsH5 e FIP nao foram conclusivos (dados ndo mostrados). A
utilizacdo de dois substratos de membrana, aliado a adicdo de sequéncias heterdlogas
as moléculas pode ter contribuido para a reducdo da interacdo. Novos ensaios deverao
ser realizados.

FIP, assim como FtsH5, apresenta uma localizacdo plastidial, inserida na
membrana dos tilacoides. Os experimentos in-vivo utilizando a fusdo com a proteina
fluorescente GFP (Figura 18) permitiram observar claramente a localizagédo plastidial,
embora sem dados relacionados a localizacao intra-plastidial. Para tal, a importacéo in-
vitro e posterior separacdo da fracdo membranosa permitiu a localizagdo de FIP
inserida na membrana dos tilacéides (Figura 19), fato corroborado pelo estudo de
proteémica em tilacoides (PELTIER et al., 2004). Outro indicio da associacao FIP-FtsH5
veio de experimentos de importagdo in-vitro utilizando FIP radioativa, seguidos de
eletroforese em géis nativos, mostrando que FIP esta associada a um complexo de
aproximadamente 440 kDa (Figura 20), que é o tamanho esperado para o complexo
FtsH nos tilacoides (SAKAMOTO et al., 2003).

O papel de FIP ainda é incerto. Os dados sugerem que FIP possa regular de
alguma forma a atividade FtsH em cloroplastos, através da regulacdo da atividade
ATPésica ou proteasica que ocorre no complexo. Em Xenopus, esta presente uma
protease denominada ADAM, envolvida com modificagcdo do comportamento celular
através da alteragcdo da superficie celular e matriz extracelular. ADAM pertence também
a familia das metaloproteases e, assim como FtsH5, é uma proteina de membrana.
Diferentemente de FtsH5, proteases ADAM apresentam um dominio rico em cisteina, o
qual atua de maneira intramolecular na regulacdo in-vivo do dominio de protease
(SMITH et al., 2002). Outros experimentos sdo necessarios e estdo em andamento para
tentar compreender o papel de FIP. Plantas mutantes FIP estdo sendo analisadas,
assim como plantas transgénicas que superexpressam o0 gene FIP estdo sendo
produzidas. Dessa forma espera-se com isso obter dados sobre o funcéo do gene FIP e
tentar entender a associagcao com as proteases FtsH.
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6 CONCLUSOES

- As proteases FtsH2 e FtsH5 sé&o integradas as membranas dos tilacéides através de
um mecanismo de duas etapas. Inicialmente ha o processamento do peptideo de
transito por uma peptidase presente no estroma; Apos a integracdo na membrana dos
tilacoides, ha um segundo processamento do peptideo sinal por uma peptidase

presente no limen dos tilacoides.

- As proteases FtsH2 e FtsH5 estdo ancoradas na membrana por apenas um dominio

hidrofébico.

- A integracdo de FtsH2 € dependente do gradiente de prétons enquanto a integracao
da FtsH5 é dependente de NTPs e do transportador SecA.

7

- A integracdo de FtsH2 é concorrida com o precursor TAT OEZ23, enquanto a

integracdo de FtsH5 é concorrida com o precursor Sec OE33.

- Anticorpo anti-Hcf106 inibe a integracdo de FtsH2 enquanto o anticorpo anti-SecY

inibe a integracao de FtsH5.

- As regibes N-terminal de FtsH2 e FtsH5 sdo suficientes para o direcionamento e

integracdo a membrana dos tilacéides.

- A regido madura da protease FtsH2 € incompativel com a via Sec.

- A cauda lumenal, ancora transmembranica e regido exposta ao estroma da FtsH2 sao

necessarias para a incompatibilidade com a via Sec.

- As proteases FtsH7 e FtsH9 sdo proteinas direcionadas ao cloroplasto in-vivo e in-

vitro e apresentam localizagéo tanto no envelope quanto nas membranas dos tilacdides;
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- A proteina FtsH5 interage em levedura e in-vitro com uma proteina hipotética

denominada FIP (FtsH5 Interacting Protein).

- FIP apresenta um peptideo de transito N-terminal clivavel, seguido de uma regido

hidrofébica e um dominio rico em cisteina na regido C-terminal.

- FIP é direcionada in-vivo e in-vitro aos cloroplastos e esta inserida na membrana dos

tilacoides.

- Eletroforese em géis nativos mostram que FIP esta associada a um complexo de
aproximadamente 440 kDa, o tamanho esperado para o complexo FtsH nos tilacoides.

- O agrupamento e analises dos dados sugerem que FIP pode estar associada ao
complexo FtsH nos tilacéides e, de alguma forma, regular a atividade de ATPasica e/ou
proteasica do complexo.
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ANEXO A - Alinhamento de seqiiéncia de proteinas FtsH. (a) Alinhamento entre FtsH2 e FtsH5; (b)
Alinhamento entre FtsH5 e FtsH1 (tipo A); (c) Alinhamento entre FtsH2 e FtsH8 (tipo B). Os
alinhamentos binarios  foram obtidos usando SIM e LALN VIEW
(http://imww.expasy.ch/tools/sim-prot.html)
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ANEXO B - pFtsH2 é completamente degradada por termolisina sem a protecéo do tilacoide. O precursor
traduzido in-vitro foi diluido com um volume de 60 mM leucina em 2X IB. Uma aliquota do
precursor foi usada para um ensaio de transporte em tilacGides utilizando lisado de
cloroplastos. O precursor restante foi diluido 3 vezes com IB e 25 pl foram incubados a 4 °C
sem (TP, coluna 1) ou com 20 ug de termolisina por 60 minutos (TP+, coluna 2). A protedlise
foi terminada com 5 pl de 500 mM EDTA e as amostras foram desnhaturadas com um volume
igual de tampdo 2X SDS a 100 °C por 4 minutos. Como controle para a protedlise durante
desnaturacdo, uma aliquota ndo tratada recebeu 20 ug de termolisina inibida com EDTA
imediatamente antes da desnaturacdo com SDS (TPi, coluna 3). Os tilacdides do ensaio de
transporte foram ressuspendidos em trés aliquotas de 25 pl em IB e ndo foram tratadas (T,
coluna 4), tratadas com 20 ug de termolisina (T+, coluna 5) ou tratadas com termolisina em
presenca de 1% de Triton X-100 por 60 minutos a 4 °C (T+X, coluna 6). A protedlise foi
terminada, as amostras desnaturadas e analisadas por SDS-PAGE em géis de 12,5% e
fluorografia

TP TP+ TP, T T+ T4X

~ -
=

pFtsH2
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ANEXO C - A traducao in-vitro do RNA pFtsH5 produz um precursor truncado além da pFtsH5 completa.
pFtsH5 traduzida in-vitro (tp) resultou na pFtsH5 de cadeia completa (75-kDa) e uma banda de
aproximadamente 25-kDa. Apés incubacdo com cloroplastos intactos de ervilha, em uma
reacdo contendo 5 mM ATP e luz a 25 °C por 20 minutos, é possivel detectar produtos
processados correspondendo a proteina FtsH5 a 67-kDa e uma banda menor de 17-kDa. O
produto de 17-kDa se comportou similarmente a FtsH5 com relacdo a sua localizagdo nos
tilacoides e acumulagdo como uma banda maior em amostras tratadas com azida sédica. Na
figura, os produtos de traducéo foram importados em cloroplastos na auséncia e presenca de
10 mM de azida sodica. Cloroplastos intactos foram recuperados (C, colunas 2 e 8) e tratados
com termolisina (C+, colunas 3 e 9). Cloroplastos intactos néo tratados foram fracionados em
estroma (S, colunas 4 e 10) e tilacdides. Aliquotas de tilacéides foram lavadas com tampao de
importacéo (T, colunas 5 e 11), submetidos a tratamento com termolisina (T+, colunas 6 e 12)
ou tratados com 200 mM Na,CO; (TCO, colunas 7 e 13). As amostras foram analisadas por
SDS-PAGE e fluorografia em gel de 12,5%
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ANEXO D - A integracéo aos tilacoides de pFtsH5 néo é afetada pelos ionéforos nigericina/valinomicina.
O substrato radioativo pFtsH5 (coluna 1, TP) foi incubado com cloroplastos intactos isolados
de ervilha em uma reacdo contendo 5 mM ATP e ~ 100 pE/mZ-S de luz a 25 °C por 20
minutos, na auséncia ou presenca de nigericina e valinomicina. Cloroplastos intactos foram
recuperados da reacéo (C, colunas 2 e 8) e tratados com termolisina (C+, colunas 3 e 9).
Cloroplastos intactos ndo tratados foram fracionados em estroma (S, colunas 4 e 10) e
tilacoides. Aliquotas de tilacoides foram lavados em tampéao de importacéo (T, colunas 5 e
11), tratados com termolisina (T+, colunas 6 e 12) ou tratados com 100 mM NaOH (TN
colunas 7 e 13). As amostras foram analisadas por SDS-PAGE em gel de 7,5% e fluorografia

Nigericin/VValinomycin
TP C C+ S T T+ TN C C+ S T T+ TN

&
pFtsH5 . pp— -— — — -_— m

1 2 3 4 5 6 ¥ 4 8 9 10 11 12 13

ANEXO E - Modelo e topologia para a integracdo das subunidades FtsH2 e FtsH5. FtsH2 e FtsH5 séo
sintetizadas e apresentam dois dominios hidrofobicos, representados pelas regiées espessas.
FtsH2, apOs o primeiro processamento, € translocada para a membrana dos tilacéides pela via
TAT; FtsH5 é transportada pela via Sec. Apdés o segundo processamento, em ambas
proteinas encontra-se apenas um dominio hidrofébico (ancora transmembranica). Os nUmeros
indicam os respectivos aminoacidos da seqiiéncia. SPP: Peptidase estromal; TPP: Peptidase
tilacoidal
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ANEXO F - Eletroforese em géis nativos. Os substratos radioativos pFtsH7 e pFtsH9 foram incubados
com cloroplastos intactos isolados de ervilha em uma reacdo contendo 5 mM ATP e ~ 100
pE/mZ-s de luz a 25 °C por 20 minutos. Os cloroplastos foram lisados e a fracéo
membranosa foi solubilizada com diferentes detergentes e concentragbes, como mostrado

na figura. As amostras foram analisadas por fluorografia
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ANEXO G - Alinhamento de sequéncia das proteinas FtsH7 e FtsH9. Os alinhamentos binéarios foram
obtidos usando SIM e LALN VIEW (http://www.expasy.ch/tools/sim-prot.html).
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