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RESUMO

Componentes genéticos que afetam a via de direcionamento de proteinas organelares em
Arabidopsis thaliana

Nos eucariotos, a evolucdo dos sistemas de transporte molecular foi essencial pois seu
alto grau de compartimentalizagdo requer mecanismos com maior especificidade para a
localizacdo de proteinas. Com o estabelecimento das mitocondrias e plastideos como
organelas da célula eucariota, grande parte dos genes especificos para sua atividade e
manutencdo foram transferidos ao nucleo. Apo6s a transferéncia génica, a maioria das
proteinas passaram a ser codificadas pelo ndcleo, sintetizadas no citosol e direcionadas as
organelas por uma maquinaria complexa que envolve receptores nas membranas das
organelas, sequéncias de direcionamento nas proteinas e proteinas citossolicas que auxiliam o
transporte. A importacdo depende em grande parte de uma sequéncia na regido N-terminal das
proteinas que contém sinais reconhecidos pelas membranas organelares. No entanto, muito
ainda ndo é compreendido sobre o transporte de proteinas organelares e fatores ainda
desconhecidos podem influenciar o direcionamento sub-celular. O objetivo deste trabalho foi
a caracterizacdo da General Regulatory Factor 9 (GRF9), uma proteina da familia 14-3-3 de
Arabidopsis thaliana potencialmente envolvida no direcionamento de proteinas organelares, e
a geracdo de um gendtipo para ser utilizado na obtencdo de uma populacdo mutante para
genes que afetam o direcionamento da proteina Tiamina Monofosfato Sintetase (TH-1). Apds
experimentos in vivo e in planta, foi observado que GRF9 interage com as proteinas duplo-
direcionadas Mercaptopyruvate Sulfurtransferasel (MST1) e a Thiazole Biosynthetic Enzyme
(THIL1), e com a proteina direcionada aos cloroplastos TH-1. Experimentos de delecdo e
interacdo in vivo mostraram que a regido Box1 de GRF9 é essencial para a interacdo com
THI1 e MST1. Com a finalidade de dar continuidade a caracterizacdo da GRF9 e para
realizacdo de testes com relacdo a sua funcéo no direcionamento de proteinas organelares foi
gerada uma linhagem homozigota que superexpressa GRF9. Plantas expressando o transgene
TH-1 fusionado a Green Fluorescent Protein (GFP) em genotipo deficiente na TH-1
(CS3469/TH-1-GFP) foram obtidas para a geracdo de populacdo mutante que possibilitara a
descoberta de componentes genéticos ainda desconhecidos e responsaveis pelo
direcionamento de proteinas aos cloroplastos.

Palavras-chave: Localizacdo Sub-celular; Duplo Direcionamento; Sequéncias de
Direcionamento; Chaperonas; Interacdes proteina-proteina; Arabidopsis;
Proteinas 14-3-3
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ABSTRACT

Genetic components affecting organelar protein targeting in Arabidopsis thaliana

In Eukaryotes, the evolution of molecular transport in the cell was essential due to
their increase in compartmentalization, which requires more specific mechanisms for the
correct localization of proteins. With the establishment of mitochondria and plastids as
organelles, a great number of their genes, either specific for their metabolic functions or
maintenance of their own transcription/translation processes, were transferred to the nucleus
of the cell. These transfers caused most of the organellar proteins to be coded by the nucleus,
then synthesized in the cytosol and targeted to the organelles by a complex machinery which
involves membrane receptors in the organelles, targeting sequences in the proteins, and
cytosolic proteins which assist them with the transport. Protein import depends greatly on an
N-terminal sequence in proteins which has recognizable signals for the organellar membrane
receptors. However, much is still not understood about the transport of organellar proteins,
and unknown factors may still influence subcellular targeting. The goal of this work was the
characterization of General Regulatory Factor 9 (GRF9), a protein of the 14-3-3 family in
Arabidopsis thaliana potentially involved in the targeting of organellar proteins, and
generating a genotype to be used in obtaining a mutant population for genes affecting the
targeting of the protein Thiamine Requiring 1 (TH-1). After in vivo and in planta experiments
it was observed that GRF9 interacts with the dual-targeted proteins Mercaptopyruvate
Sulfurtransferasel (MST1) and Thiazole Biosynthetic Enzyme (THI1), and with the
chloroplast targeted protein TH-1. Deletion experiments followed by in vivo interaction
assays showed that Box 1 region of GRF9 is essential for the interaction with THI1 and
MSTL1. For the continuing characterization of GRF9 and for following tests of its function in
the targeting of organellar proteins, a homozygous line was generated overexpressing GRF9.
Plants expressing the transgene TH-1 fused to the Green Fluorescent Protein (GFP) ina TH-1
deficient genotype (CS3469/TH-1-GFP) were obtained for the generation of a mutant
population which will allow the discovery of genetic components still unknown responsible
for targeting proteins to the chloroplasts.

Keywords: Subcellular localization; Dual-targeting; Targeting sequences; Chaperones;
Protein-protein interactions; Arabidopsis; 14-3-3 Proteins
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1 INTRODUCAO

A magquinaria que existe em células vegetais para o correto direcionamento de
proteinas aos diferentes compartimentos sub-celulares é essencial para que as funcdes da
célula sejam executadas. Essa maquinaria evoluiu desde o surgimento da célula eucariota, que
encontrou o caminho da compartimentalizagdo, com a organizagdo de um sistema intracelular
de membranas que permitiu que rea¢fes bioquimicas incompativeis fossem separadas, e com
a endossimbiose, que exigiu maior especificidade nos mecanismos de direcionamento (VAN
DER LAAN M; HUTU; REHLING, 2010). Apdés o descobrimento da origem das
mitocondrias e cloroplastos pela endossimbiose (SAGAN, 1967; GRAY, 1982; GRAY,
1999), a evolucdo das organelas pdde ser melhor compreendida. Desde entdo, proteinas e
fatores moleculares tém sido associados aos mecanismos envolvidos no transporte de
proteinas as organelas. Apesar de possuirem material genético proprio, as organelas tiveram a
maior parte de seus genes transferidos ao nucleo da célula eucariota, fazendo com que
proteinas necessarias a seu funcionamento sejam hoje sintetizadas em ribossomos citosélicos,
e entdo direcionadas a seu destino final. Além de regular as funcbes especificas de cada
organela, a célula eucariota sintetiza proteinas que mantém funcdes de reparo e transcrigcdo do
DNA organelar (CARRIE; SMALL, 2013). Estudos do proteoma de mitocéndrias purificadas
de Saccharomyces cerevisiae mostraram que as mitocondrias contém aproximadamente 1000
proteinas, sendo que apenas 8 dessas proteinas sdo codificadas pelo DNA mitocondrial e
sintetizada por ribossomos mitocondriais, as demais sdo importadas do citosol (SICKMANN
et al., 2003).

A importacdo de proteinas as organelas ocorre pela acdo de uma maquinaria especifica
que inclui receptores nas membranas das organelas, sinais de direcionamento nas proteinas e
proteinas citossolicas que auxiliam o transporte (CARRIE; SMALL, 2013). A maioria das
proteinas mitocondriais e cloroplastidiais é codificada pelo ndcleo com um sinal de
direcionamento em sua sequéncia N-terminal que é importante na translocacdo da proteina
pelas membranas externa e interna das organelas ao interagir com proteinas receptoras
especificas que realizam a importacdo (KUNZE; BERGER, 2015). Existem relatos de mais
de 50 proteinas duplo-direcionadas para mitocéndrias e cloroplastos em plantas. Estas
proteinas, codificadas pelo mesmo gene, possuem fungdes comuns a ambas as organelas e
podem gerar dois produtos finais distintos, ou gerar 0 mesmo produto contendo uma pré-
sequéncia de direcionamento ambigua, que € reconhecida por mais de uma organela
(CARRIE; GIRAUD; WHELAN, 2009). Além das sequéncias de direcionamento, proteinas

citosolicas, como as chaperonas, possuem um papel importante no transporte das proteinas


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20der%20Laan%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20100523
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20der%20Laan%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20100523
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hutu%20DP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20100523
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hutu%20DP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20100523
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organelares (FLORES-PEREZ; JARVIS, 2013). O direcionamento de proteinas as organelas é
regulado conforme as necessidades fisiologicas da célula, e existem relatos de que a propria
organela pode enviar sinais ao nlcleo para indicar a necessidade de determinadas proteinas
sintetizadas no citosol (KRAUSE; OETKE; KRUPINSKA, 2012). Assim, as proteinas
direcionadas as organelas podem variar em células de tecidos diferentes, organismos, € em
condicdes fisioldgicas alteradas, para que as necessidades enzimaticas da organela (e da
célula) sejam atendidas (ANDERSEN; MANN, 2006; FORNER et al., 2006). Como existem
exce¢des quanto a0 modo de transporte, aos tipos de sinais de direcionamento nas pré-
proteinas, e nos complexos citossélicos que podem influenciar o transporte de proteinas as
mitocondrias e cloroplastos (LEE; JUNG; HWANG, 2012), o estudo de novos fatores pode
revelar mecanismos desconhecidos de regulacdo do transporte de proteinas organelares em
plantas.

O objetivo deste trabalho foi investigar fatores citosélicos potencialmente envolvidos
no direcionamento sub-celular de proteinas organelares em Arabidopsis thaliana.
Caracterizou-se a proteina GRF9, uma proteina pertencente a familia 14-3-3, potencialmente
envolvida no destino celular de proteinas organelares, e gerou-se o genotipo CS3469/TH-1-
GFP que serad usado para a obtencdo de uma populacdo mutagenizada para a descoberta de
genes que afetam a localizacdo de TH1, uma proteina cloroplastidial envolvida na biossintese

da tiamina em plantas.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Flores-P%C3%A9rez%20%C3%9A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22521451
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jarvis%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22521451
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Krause%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23109840
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Krause%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23109840
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Krupinska%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23109840
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Forner%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16415296
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O transporte correto de substéncias nas células procariotas e eucariotas, é essencial
para o funcionamento de vias bioquimicas essenciais. Em procariotos, 0os mecanismos de
transporte de proteinas se limitam a poucos compartimentos, como membrana citoplasmatica,
parede celular, periplasma e membrana externa, além da secrecdo ao meio extracelular. Ja em
eucariotos, os sistemas de transporte molecular se tornaram mais especificos, para que
componentes essenciais a processos bioquimicos fossem localizados nas diversas organelas
corretamente. Dessa forma, a célula eucariota p6de tornar suas funcbes cada vez mais
especializadas e eficazes.

O direcionamento sub-celular tornou-se ainda mais especifico com o estabelecimento
das mitocondrias e cloroplastos como organelas da célula eucariota, que tornaram-se

responsaveis pelo metabolismo energético da célula, agindo na respiracéo e fotossintese.

2.1 A endossimbiose

A teoria da simbiogénsese foi primeiro proposta por Konstantin Mereschkowski em
1905, que afirmou que os cloroplastos haviam se originado a partir de organismos procariotos
em associacdo simbidtica com outra celula. A idéia foi inspirada no estudo de Mereschkowski
da simbiose em liquens, e a teoria ndo teve grandes repercursdes na epoca. Anos depois a
endossimbiose seria proposta por Lynn Margulis (SAGAN, 1967) e oficialmente provada com
o livro “Symbiosis in Cell Evolution” de 1981. Apo6s grandes volumes de dados que
suportaram a hipotese nos ultimos 30 anos, pdde-se desvendar a origem das mitocondrias e
cloroplastos, as organelas responsaveis pelo metabolismo energético em células eucariotas.
Acredita-se que essas inovacGes metabdlicas provenientes da endossimbiose direcionaram a
evolugdo na Terra (O’MALLEY, 2015), pois levaram a maior complexidade dos organismos
e diversidade de ambientes nos quais se podia prosperar. A proposta de Lynn foi que o
cloroplasto se originou de uma cianobactéria de vida livre que foi assimilada por um
protozoéario e reduzida com o tempo a uma maquina metabolica desta célula. Similarmente
criou a hipdtese que a mitocondria descende de uma bactéria endossimbidtica capaz de
respiracdo aerdbica (SAGAN, 1967).

Nos anos 1980, provou-se que as mitocdndrias e cloroplastos possuem seu préprio
DNA que até entdo acreditava-se existir apenas no ndcleo. Também foi descoberto que as
organelas possuem um sistema independente de replicacdo do seu DNA. Com a andlise da

sequéncia do DNA mitocondrial e cloroplastidial, provou-se que sdo mais proximas de
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cianobactérias e proteobactérias do que da sequéncia nuclear eucariota (GRAY; DOOLITLE,
1982).

Além da similaridade observada entre procariotos e organelas, evidéncias no registro
fossil confirmaram a hipdtese da endossimbiose. A data do surgimento das bactérias
anaerobicas foi aproximadamente a 3.8 bilhGes de anos atrés, periodo em que a atmosfera da
Terra ndo possuia oxigénio. Com o surgimento das cianobactérias (~3.2 bilhdes de anos atras)
ocorreu 0 acumulo de oxigénio na atmosfera e o consequente desaparecimento de muitas
bactérias anaerobicas, pela toxicidade da atmosfera. O surgimento de organismos que
puderam prosperar na atmosfera rica em oxigénio ocorreu pouco tempo depois (~2.5 bilhdes
de anos atras), com células aerdbicas que foram capazes de utilizar o oxigénio e converté-lo
em energia (ATP) e agua (O’MALLEY, 2015).

A origem e o0 estabelecimento de uma organela fotossintética presente em algas e
plantas, o plastideo, ha mais de um bilh&o (1,558 milhdes de anos atras) de anos atras (YOON
et al., 2004), é tida como uma das inovacdes biologicas mais importantes do planeta
(FALKOWSKI et al., 2004; ROCKWELL et al., 2014). O estabelecimento do cloroplasto
como organela ocorreu com um evento endossimbiotico primario no qual um protista
fagotrofico, previamente ndo fotossintético, englobou uma cianobactéria. A endossimbiose
que gerou plastideos pode ser de trés tipos: primaria, secundaria e terciaria (Figura 1). A
primaria resultou da assimilacdo de um procarioto fotossintético (cianobactéria) e deu origem
a um plastideo contendo duas membranas, e posteriormente, a membrana externa se perdeu.
Acredita-se que endossimbiose primaria ocorreu apenas uma vez durante a evolucdo, com um
ancestral comum do supergrupo eucariético Archaeplastida que inclui algas vermelhas,
glaucofitas, algas verdes e plantas terrestres (Viridiplantae) (RODRIGUEZ-EZPELETA et al.,
2005; CHAN et al., 2011; PRICE et al., 2012). Uma vez estabelecidos, os plastideos foram
transferidos verticalmente para outras linhagens como diatoméaceas, haptdfitas, euglénidas e a
maioria dos dinoflagelados (BHATTACHARYA; HACKETT; YOON, 2003).

Muitas linhagens de algas surgiram a partir de um evento endossimbiotico secundario,
como o0s cromistas (diatomaceas e algas pardas). Neste grupo, um protista englobou uma alga
eucariotica (no caso, uma alga vermelha). No caso dos dinoflagelados, ocorreram eventos
terciarios (ou até quaternarios) de endossimbiose, em que ocorreu o englobamento de uma
alga contendo um endosimbionte secundario (BHATTACHARYA; HACKETT; YOON,
2003; MCFADDEN, 2014).
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Figura 1 - Origem dos plastideos via endossimbiose primaria (A), secundéria (B), e terciaria (C). Transferéncia
génica do endossimbionte para o nucleo hospedeiro € mostrado com setas e cromossomos coloridos.
A mitocondria foi omitida nessas figuras. Adaptado de BHATTACHARYA; HACKETT; YOON
(2003)

A ocorréncia de endosimbiose primaria de um plastideo é apenas conhecida em mais
uma linhagem de amebas fotossintéticas, que inclui Paulinella chromatophora. Sua organela
fotossintética € chamada cromatéforo (BHATTACHARYA; ARCHIBALD, 2006;
LAUTERBORN, 1895; MARIN; NOWACK; MELKONIAN, 2005; NOWACK et al., 2011;
NOWACK; MELKONIAN; GLOCKNER, 2008; YOON et al., 2009). Essa endosimbiose
primaria independente provavelmente ocorreu a 60 milhdes de anos atrds e o doador do
plastideo pertencia a um membro do clado das a-cianobacterias (YOON et al., 2006; MARIN
et al., 2007).

A mitocondria descende de uma a-Proteobactéria endossimbiotica que foi assimilada
por uma ceélula hospedeira similar as protistas amitocondriadas existentes hoje. Esta
assimilacdo ocorreu apenas uma vez no processo evolutivo.

Com o estabelecimento das mitocondrias e plastideos, muitos genes especificos para
sua atividade e manutencdo foram transferidos ao nucleo da célula hospedeira. Assim,
surgiram mecanismos que pudessem re-introduzir todas as proteinas a partir do citosol para as
organelas para que pudessem exercer suas fungdes. Analises filogenéticas mostram que

transferéncias génicas para o nicleo ocorreram independentemente, o que tornou a
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composi¢do do DNA mitocondrial muito diversa nas varias linhagens eucarioticas (PITTIS;
GABALDON, 2015).

A teoria da endossimbiose forneceu uma explicacdo bem fundamentada sobre a
evolugdo da célula eucariota e € vista por muitos biélogos como um dos maiores avancgos do
século 20, pois explicou ndo apenas a conquista energética do ambiente terrestre, mas também
a evolugdo do DNA nuclear eucarioto (O’MALLEY, 2015).

Além de proteinas responsaveis por funcbes especificas das organelas, o nucleo
eucarioto passou a codificar proteinas que mantém funcgdes de reparo, replicacdo e transcri¢ao
do DNA organelar. Com a inser¢do desses genes no nicleo da célula, as sequéncias de muitos
genes se encontraram duplicadas, o que abriu espaco para a selecdo natural editar as cépias
(nucleares ou provenientes dos endossimbiontes) por mutacdes, delecGes, insercdes, levando
ao surgimento de novas funcdes (BRANDAO; SILVA-FILHO, 2010; FUNES et al., 2002;
KEELING; PALMER, 2001; MARTIN et al, 2002; STIBITZ, KEELING;
BHATTACHARYA, 2000).

Com isso, a transférencia génica dos endossimbiontes para as células eucariotas
aumentou a complexidade nuclear, que em alguns casos manteve coOpias de genes
provenientes das organelas, aboliu a autonomia das organelas e influenciou de modo
consideravel a evolucdo das algas e subsequentemente plantas terrestres (MARTIN et al.,
2002). Sabe-se que esta transferéncia de genes é frequente e que esse processo ainda esta
ocorrendo (STEGEMANN et al., 2003).

2.2 Direcionamento organelar

Apos a transferéncia génica de grande parte do genoma organelar, a maioria das
proteinas passaram a ser codificadas pelo nucleo, sintetizadas no citosol e direcionadas de
modo especifico por uma maquinaria complexa que envolve receptores nas membranas das
organelas que reconhecem sinais especificos, sequéncias de direcionamento nas proteinas e

proteinas citossolicas que auxiliam o transporte.

2.2.1 Importacdo de proteinas as mitocondrias

O sistema de importacdo de proteinas através das membranas das mitocondrias €
composto por complexos proteicos com multiplas sub-unidades que reconhecem, translocam e
montam as proteinas em complexos funcionais. As sub-unidades principais envolvidas na

importacdo de proteinas mitocondriais s&o bem conservadas em grupos filogenéticos distantes
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(BAUER et al., 1999), no entanto, as sub-unidades acessorias destes complexos diferem em
identidade e fungdo na comparacdo entre Saccharomyces cerevisiae e plantas (MURCHA et
al., 2014).

As mitocondrias possuem dois complexos proteicos responsaveis pela importagéo,
chamados TOM (translocon of the outer mitochondrial membrane) e TIM (translocon of the
inner mitochondrial membrane), respectivamente localizados na membrana externa e interna.

A maioria das proteinas sollveis presentes na matriz mitocondrial contém um sinal de
direcionamento em sua sequéncia amino-terminal que media a interacdo com proteinas
receptoras de membrana que fazem parte do complexo proteico TOM, que envolve TomZ20,
22,40, 70, 5, 6 e 7 (NEUPERT; HERRMANN, 2007).

Apesar das proteinas destinadas & matriz mitocondrial serem transportadas de modo
pos-traducional, seu dobramento é impedido por chaperonas citosolicas da familia Hsp70.
Estas chaperonas e outros fatores proteicos da familia 14-3-3 (MSF, mitochondrial import
stimulatory factor) auxiliam a translocacdo de pré-proteinas a membrana mitocondrial
(ALAM et al., 1994; KOMIYA et al., 1997).

Na membrana externa, elementos presentes na pre-sequéncia interagem
sequencialmente com as proteinas receptoras Tom20 e Tom22. Estes receptores mediam a
transferéncia da pré-sequéncia a proteina formadora de poro Tom40. A afinidade da pre-
sequéncia a um dominio de Tom22 no espaco intermembrana leva a continuidade da
passagem da proteina (KOMIYA et al., 1998).

No espaco inter-membranas, a pré-sequéncia interage com o complexo TIM,
composto por Tim23, 50, 17, 21. Primeiramente, a pré-sequéncia se liga a Tim50
(YAMAMOTO et al., 2002) e é entdo transferida a proteina formadora de canal, Tim23. A
translocacdo da pré-sequéncia através da membrana interna € movida pela forca eletroquimica
da membrana, que age nas cargas positivas da pré-sequéncia (SCHLEYER et al., 1982).

Do lado interno do poro Tim23, a pré-proteina se liga a mtHsp70, de modo
dependente de ATP, e impede que a pré-proteina retorne pelo canal (NEUPERT; BRUNNER,
2002). Para isso, Tim23 interage com o complexo PAM (Presequence Translocase
Associated Motor), presente do lado interno da membrana, que inclui mtHsp70 e também
Tim44, 14, 16 e Mgel (NEUPERT; HERRMANN, 2007).

Na matriz mitocondrial, a pré-proteina é processada pela peptidase de processamento
mitocondrial (MPP) que libera a sequéncia N-terminal. A proteina processada entdo atinge
sua conformacdo tridimensional final pelo auxilio de chaperonas especificas da familia Hsp60
(KUNZE; BERGER, 2015).
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2.2.2 Importacdo de proteinas aos cloroplastos

Os cloroplastos também possuem um complexo proteico nas membranas externa e
interna, chamados TOC (translocon onthe outer chloroplast membrane) e TIC
(translocon on the inner chloroplast membrane) respectivamente.

As proteinas cloroplastidiais sdo codificadas pelo nucleo com um sinal de
direcionamento em sua sequéncia N-terminal, denominado peptideo de transito (BRUCE,
2000) que e importante na translocacdo da proteina. As proteinas sintetizadas no citosol se
mantém em um estado desdobrado até que interajam com proteinas receptoras de membrana
na superficie dos cloroplastos. Para isso, sdo auxiliadas por chaperonas citosélicas da familia
Hsp70 (FLORES-PEREZ; JARVIS, 2013) em cooperac¢do com proteinas da familia Hsp90 na
ligagdo a peptideos de tréansito ndo-fosforilados que se ligam a uma proteina especifica da
membrana externa (Toc64) (FELLERER et al., 2011), ou com proteinas da familia 14-3-3 que
se ligam especificamente a sequéncias fosforiladas nos peptideos de transito
(WAEGEMANN; SOLL, 1996; MAY; SOLL, 2000).

Na superficie do cloroplasto, os peptideos de transito interagem sequencialmente com
as proteinas receptoras Toc34 e Tocl59, que fazem parte do complexo proteico TOC, que
inclui TOC34, 159, 75, 64, 12. O peptideo de transito estimula a atividade de GTPase de
Toc43 e é tranferido para Tocl59 (PAILA; RICHARDSON; SCHNELL, 2015) e, apos
desfosforilacdo, é transferido para o poro da membrana, que é formado por Toc75. O peptideo
de transito interage com Toc75 e em seguida com uma chaperona no espacgo inter-membranas
que auxilia a passagem pela membrana externa. Em seguida, o peptideo de transito interage
com Tic22 (KOURANOQV et al., 1998) e com proteinas do complexo TIC, que inclui Tic100,
Tic214, Tic56, Tic20/Tic21, e Tic40 e media a translocacdo da pré-proteina atraves da
membrana interna dos cloroplastos (PAILA; RICHARDSON; SCHNELL, 2015).

E sugerido que as proteinas Tic20 e Tic110 sdo componentes do canal formado por
TIC. O lado interno de TIC110 interage com os peptideos de transito ao emergirem do poro e
ambos se associam com a co-chaperona ligada a membrana Tic40, que em conjunto com
Hsp90, Hsp93 e CpHsp70, do estroma, auxiliam a importacdo (LATIJINHOUWERS et al.,
2010; KUNZE; BERGER, 2015). A importacao de proteinas ao cloroplasto requer a hidrdélise
de GTP durante os estagios iniciais de inser¢do do peptideo de transito (YOUNG et al., 2003),
mas a translocacdo é movida pela hidrolise de ATP feita por chaperonas do estroma e em

parte por uma chaperona presente no espago inter-membranas (KUNZE; BERGER, 2015).
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Quando as proteinas soltveis chegam ao estroma, elas sdo processadas pela peptidase
de processamento do estroma (SPP) e o dobramento final da proteina é auxiliado por
membros da familia Hsp60 (Cnp60, chaperonina 60) (KUNZE; BERGER, 2015).

A membrana interna e as membranas dos tilacdides contém seus proprios sistemas de
separagdo que agem apos a passagem das proteinas pelas membranas da organela, e consistem
de vias conservadas adaptadas a partir dos ancestrais procariotos dos cloroplastos (PAILA;
RICHARDSON; SCHNELL, 2015).

2.2.3 Sequéncias de direcionamento

O estabelecimento do sistema de importacdo de proteinas ap6s a endossimbiose
priméaria incluiu uma sequéncia extra (de 24 a 100 aminoacidos) na regido N-terminal das
proteinas contendo sinais reconhecidos pelas membranas organelares. Esta sequéncia
provavelmente surgiu por mutacfes que extenderam a ORF original na extremidade 5’ e as
proteinas com essa sequéncia foram direcionadas eficientemente e se mantiveram por selegcéo
(BHATTACHARYA; YOON; HACKETT, 2003).

A pré-sequéncia N-terminal de mitocondrias ndo pode ser descrita como uma
sequéncia consenso, mas contém caracteristicas frequentemente observadas (PEETERS;
SMALL, 2001). Em plantas, sequéncias de direcionamento mitocondriais possuem em media
40 residuos de aminoacidos, possui carga positiva, € rica em leucinas, alaninas e argininas, e
poucos residuos acidicos. A pré-sequéncia se organiza numa estrutura a-hélice anfifilica
(VON HEIIJNE; STEPPUHN; HERRMANN, 1989).

Ja as sequéncias de direcionamento cloroplastidiais (ou peptideos de transito) possuem
cerca de 50 residuos, sdo ricas em serinas e contém poucos residuos carregados
positivamente, ao contrario das sequéncias mitocondriais. No entanto, sdo igualmente pobres
em aminod&cidos acidicos (VON HEIJNE; NISHIKAWA, 1991).

Assim que as sequéncias codificando esses peptideos de transito se estabeleceram, eles
se espalharam por meio de trocas de exons com outros genes. Muitos genes subsequentemente
transferidos ao nucleo eucarioto e provenientes da mesma organela foram inseridos em
sequéncia e supde-se que o mesmo peptideo sinal foi aproveitado (MARTIN; HERRMANN,
1998; BLANCHARD; LYNCH, 2000).

As mitocondrias se originaram antes dos plastideos, e assim, os primeiros plastideos
surgiram em células eucariotas que ja continham um mecanismo que direcionava proteinas
sintetizadas no citosol para as mitocondrias, além de outros compartimentos sub-celulares

(PEETERS; SMALL, 2001). Ao invés do esperado, que a mesma maquinaria fosse
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reaproveitada para a localizacdo de proteinas aos plastideos, os dois sistemas de importacdo
de proteinas ndo possuem homologia e se derivaram independentemente (CALIEBE; SOILL,
1999).

Como os sinais necessarios ao direcionamento estdo presentes em sequéncias curtas de
aminoécidos, ndo sdo necessarias muitas mutagfes para que um sinal seja adquirido ou
perdido. Dessa forma, ocorreram diversos casos de redirecionamento de proteinas ao longo do
processo evolutivo, levando a diversidade na composicdo protebmica em organelas de
linhagens distantes (DANPURE, 1997).

A selecdo levou a especificidade do direcionamento, com co-evolucdo entre
sequéncias de direcionamento e os sistemas de importacdo que eliminou combinagdes que
causavam erros letais (GABALDON; PITTIS, 2015).

2.2.4 O duplo direcionamento

Existem proteinas que possuem fungdes em mais de um compartimento celular, e
mesmo codificadas pelo mesmo gene, podem gerar dois produtos finais distintos. Isso ocorre
por alteragdes no inicio da transcricdo ou traducdo, ou splicing alternativo, que geram
sequéncias com sinais de direcionamento diferentes (SILVA-FILHO, 2003; CHABREGAS et
al., 2003).

A mesma proteina pode ser localizada a diversos compartimentos, incluindo
peroxissomos, nucleo, cloroplastos e mitocondrias, e também secretadas; varias combinacdes
ja foram relatadas (AST et al, 2013; SMALL et al, 1998; CARRIE; SMALL, 2013;
PORTER et al., 2015). Existem relatos de mais de 50 proteinas duplo-direcionadas para
mitocéndrias e cloroplastos em plantas, e a maior parte delas esta presente em Arabidopsis
thaliana, sendo 16 delas aminoacil-tRNA sintetases (aaRS) (CARRIE; GIRAUD; WHELAN,
2009; DUCHENE et al., 2005).

Muitos casos de proteinas duplo direcionadas, geram o mesmo produto final com uma
pré-sequéncia de direcionamento ambigua, que é reconhecida por mais de uma organela. Essa
pré-sequéncia pode possuir caracteristicas intermediarias as sequéncias cloroplastidiais e
mitocondriais (SILVA-FILHO, 2003; YOGEV; PINES, 2011).

A maioria das aaRS organelares sdo duplo-direcionadas e possuem pré-sequéncias
ambiguas, mas ainda ndo foram determinadas quais informagdes contidas nessa sequéncia
seriam reconheciveis pelas organelas distintas, se 0s sinais se sobrepdem ou se organizam em
dominios (BERGLUND et al., 2009).
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Determinados contextos celulares podem requerer que uma proteina duplo-direcionada
seja enviada a apenas uma organela, em resposta a contextos fisioldgicos internos e externos,

que agem na regulacéo do direcionamento (SILVA-FILHO, 2003).

2.2.5 Outros sinais que afetam a localizacé@o de proteinas organelares

Foram relatados outros sinais importantes em proteinas organelares em plantas
responsaveis pelo direcionamento, além das sequéncias N-terminais descritas previamente.

A proteina TOC159, que faz parte do complexo proteico que reconhece e importa
proteinas aos cloroplastos, ao ser sintetizada e direcionada para inser¢do na membrana externa
da organela, depende de uma sequéncia C-terminal com estrutura e caracteristicas fisico
quimicas similares aos peptideos de transito N-terminais mais comuns, e em construcdes que
fusionaram este sinal C-terminal com outras proteinas, também resultou em direcionamento
aos cloroplastos (LUNG; CHUONG, 2012).

Estudos do proteoma cloroplastidial mostraram a ocorréncia de proteinas que nédo
possuem 0s peptideos de transito preditos com caracteristicas esperadas (NADA; SOLL,
2004; MIRAS et al, 2002). Além disso, muitas proteinas do proteoma cloroplastidial possuem
sequéncias preditas em interacdo com SRP (signal-recognition particle) (FRISO et al., 2004)
e estes sinais C-terminais podem ser responsaveis por direcionar proteinas cloroplastidiais
pela via secretdria antes de atingirem seu destino celular final de modo desconhecido, como é
verificado na anidrase carbonica CAH1 (VILLAREJO et al., 2005).

2.3 Regulacéo do direcionamento organelar e o trafego de proteinas no citosol

Apesar da especificidade das pré-sequéncias de direcionamento e da maquinaria de
importacdo nas membranas das organelas, existem casos em que se observa o direcionamento
de proteinas cloroplastidiais a mitocondrias (BRINK et al,. 1994; HURT et al.,, 1996),
frequentemente estes casos sdo observados em testes de importacdo in vitro, utilizando
organelas isoladas. Essas observacdes indicam que em condicdes naturais da célula, ha fatores
essenciais que regulam o direcionamento e que as sequéncias N-terminais ndo agem sozinhas
na determinacdo da localizacdo de proteinas.

As proteinas destinadas a mitocondrias e cloroplastos sdo sintetizadas no citosol em
ribossomos livres e sdo entdo translocadas de modo poés-traducional as membranas das
organelas. A necessidade das pré-proteinas estarem com suas estruturas mais relaxadas
durante a importacdo as organelas deve-se as caracteristicas da maquinaria de importacdo que

ndo pode acomodar complexos oligoméricos grandes, e por isso ha a necessidade do
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envolvimento de chaperonas moleculares, um grupo diversificado de fatores que facilitam
processos de dobramento e conformacio estrutural de outras proteinas (FLORES-PEREZ;
JARVIS, 2013; MAYER, 2010).

As chaperonas moleculares foram primeiro descritas como fatores sintetizados em
organismos expostos a calor ou outros estresses fisiologicos. Muitas sao denominadas “hsp”
(heat- shock proteins) pois 0 aumento na temperatura causa a producgdo dessas proteinas, cuja
funcdo é minimizar danos causados pela desnaturacdo (FRYDMAN, 2001).

No entanto, foi descoberto que chaperonas sdo sintetizadas constitutivamente e que
exercem fungdes centrais na organizacdo da estrutura celular (BREIMAN, 2014). Sua funcéo
basica € manter seus alvos em conformacdo apropriada até que estejam estabilizados pela
interacdo com outros componentes de uma via. Ambos os sistema Hsp70 (com 70 kDa) e
chaperonina agem em uma grande diversidade de proteinas alvo. Outro sistema, o Hsp90 (90
kDa), pode funcionar em conjunto com Hsp70, no entanto age em classes especificas de
proteinas envolvidas em transducéo de sinais (FRYDMAN, 2001).

As chaperonas mais abundantes sdo as Hsp90 e Hsp70 que somam de 2 a 4 % da
massa total de proteina na célula. As Hsp90 e 70 sdo auxiliadas por co-chaperonas,
responsaveis pela especificidade de ligacdes, interacdes e auxiliam em sistemas regulatorios e
outras vias celulares diversas controladas pelas chaperonas (ECHTENKAMP; FREEMAN,
2012; BREIMAN, 2014).

Vaérias chaperonas atuam na importacdo de proteinas aos cloroplastos, em diferentes
fases do processo. No citosol, apos a liberacdo do ribossomo, agem para previnir dobramentos
erroneos da cadeia polipeptidica ou a agregacao de pré-proteinas, e as guiam até a superficie
do cloroplasto; durante o processo de importacdo, agem na manutencdo da competéncia de
translocacdo das pré-proteinas, e impulsionam o transporte, com a hidrolise de ATP; e apos a
importacdo, auxiliam no dobramento, montagem ou no seguimento do transporte para
destinos internos da organela (FLORES-PEREZ; JARVIS, 2013).

Hsp90 ja foi encontrada em complexos-guia com pré-proteinas direcionadas aos
cloroplastos, envolvendo a co-chaperona Hop (FELLERER et al., 2011). Em sistema animal,
Hsp90 é uma chaperona que auxilia no direcionamento citosolico de proteinas as
mitocéndrias, até o receptor Tom70 (YOUNG; HOOGENRAAD; HARTL, 2003).

A Hsp70 é uma proteina importante na fase citosélica do transporte de proteinas aos
cloroplastos e mitocondrias. A maioria dos peptideos de transito cloroplastidiais (82%) e

mitocondriais (97%) possui a0 menos um sitio de ligacdo a Hsp70, e interagcOes diretas entre
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Hsp70 e essas sequéncias N-terminais foram demonstradas (RIAL; ARAKAKI,
CECCARELLLI, 2000; ZHANG; GLASER, 2002).

Existem evidéncias de que Hsp70 pode agir na importacdo de proteinas em conjunto
com outros fatores citosélicos, como proteinas 14-3-3, formando complexos guia. Muitos
peptideos de transito cloroplastidiais conttm um motivo de ligacdo a proteinas 14-3-3
(MARTIN et al., 2006; MAY; SOLL, 2000). Relatos de formacdo de complexos-guia entre
Hsp70, 14-3-3 e pré-proteinas cloroplastidiais fosforiladas, indicam que ha aumento na
eficiéncia de importacdo as organelas, in vitro (MAY; SOLL, 2000). No entanto, ndo sdo
conhecidas quais das diferentes isoformas (de Hsp70 e 14-3-3) sdo responsaveis por essas

fungdes e se a formacdo desses complexos pode ser observada in planta.

2.4 Proteinas 14-3-3 e seu potencial como reguladora do destino celular de proteinas
organelares

O estudo de redes biomoleculares se tornou um dos focos chave de biologia de
sistemas, pois estuda dados biolégicos de forma integrada, e ndo como componentes isolados.
Uma maneira de identificar mecanismos de localizaco subcelular é o estudo de interagdes
proteina-proteina, com a identificacdo de proteinas associadas que possuam papel no
reconhecimento de proteinas por membranas. Um dos tipos de redes biomoleculares é de
interacdes proteina-proteina (PPI). Interacdes proteina-proteina sdo essenciais na localizacéo
sub-celular. Estudos dessas redes podem direcionar a descoberta de funcGes basicas e de
mecanismos essenciais para a ocorréncia de fendmenos bioldgicos (ZHANG et al., 2007).

Em estudos anteriores, deu-se inicio a uma busca por proteinas citosélicas
possivelmente envolvidas na localizacdo de proteinas organelares. Utilizando-se
bioinforméatica foram construidas redes de PPl com proteinas de duplo direcionamento
(mitocdndrias e cloroplastos) confirmadas in planta (BERGLUND et al., 2009; MORGANTE
et al., 2009) e as demais proteinas de Arabidopsis thaliana (SPOLADORE, 2011) (Figura 2).
A rede foi construida utilizando-se o programa AtPIN - Arabidopsis thaliana protein
interaction network (BRANDAO, M.M.; DANTAS, L.L.; SILVA-FILHO, M.C., 2009) e
visualizada com o programa Cytoscape v2.8.1 (SHANNON et al., 2003) com a colaboracéo

do Dr. Marcelo Mendes Brandao.
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Figura 2- Rede de interagBes proteina-proteina gerada pelo sistema AtPIN. As proteinas de duplo direcionamento
estdo representadas pela cor vermelha, enquanto que as proteinas de A. thaliana que apresentam
interacdo com proteinas de duplo direcionamento estdo representadas em azul (SPOLADORE, 2011).

Foram listadas 72 proteinas que possuem interacdo protéica com ao menos duas
proteinas de duplo direcionamento e dentre elas, foram selecionadas candidatas citosélicas.
Uma das candidatas é a proteina GRF9 (AT2G42590.3) que pertence ao grupo 14-3-3 . A
isoforma 14-3-3 ¢ é a mais conservada da familia 14-3-3 (AITKEN, 2002).

No estudo, foi indicado que as proteinas THI1 (AT5G54770) e mercaptopiruvato
sulfur-transferase (MST1) (AT1G79230), que sdo proteinas duplo-direcionadas aos
cloroplastos e mitocdndrias, estavam em interacdo com a proteina GRF9 (AT2G42590), que €
uma proteina citosolica da familia 14-3-3.

Apesar das fungdes das 14-3-3 terem sido abordadas quanto a sua participacdo na
formacdo de complexos com chaperonas e pré-proteinas cloroplastidiais (MAY; SOLL,

2000), seu papel na localizacdo de proteinas organelares ainda ndo é conclusivo.
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Apos selecdo em ensaios de duplo-hibrido em levedura, utilizando a proteina 14-3-3
GRF9 contra biblioteca de cDNA de A. thaliana (SPOLADORE, 2011), foram encontradas
diversas proteinas organelares, o que nos levou a prosseguir com o estudo da GRF9.

2.4.1 THI1 e TH-1, enzimas responsaveis pela biossintese de tiamina em plantas

A tiamina (vitamina B1l) é produzida em Bacteria, Archaea, Fungi e Plantae. Os
animais ndo sintetizam tiamina e a obtém por ingestdo. A tiamina pirofosfato € um co-fator
essencial a todos os organismos, participando em rea¢des bioquimicas de formacao de ligacdo
carbono-carbono, age no metabolismo de carboidratos, na biossintese de aminoécidos de
cadeia ramificada e na resposta a estresses bidticos e abioticos (DONG et al, 2015; GODOI
2006).

O processamento industrial pode levar a perda da tiamina, particularmente no
refinamento de grdos. Em paises do leste asiatico, onde o arroz polido é base alimentar,
doencas resultantes da falta de tiamina tem sido um problema de longa data. O beriberi é
definido como um grupo de sintomas que incluem disfuncgdes no sistema nervoso central, no
sistema cardiovascular, respiratorio, muscular e gastrointestinal, que podem levar a sindrome
de Korsakoff e encefalopatia de Wernicke (SINGLETON; MARTIN, 2001).

Em Saccharomyces cerevisiae e muitos outros eucariotos, um unico gene foi
relacionado a biossintese da metade tiazol da tiamina pirofosfato, thi4, e um gene para metade
pirimidina, thi5 (PRAEKELT, BYRNE, MEACOCK, 1994; XI et al., 2001). THI4 é uma
proteina conservada, com ortdlogos em plantas e Archaea. Em Arabidopsis thaliana, o
ortologo é a proteina THI1, chamada assim por ser a primeira enzima da via a ser identificada
em plantas. THI1 foi inicialmente identificada por sua habilidade em complementar linhagens
mutantes de bactérias com dano em seus mecanismos de reparo de DNA (MACHADO et al.,
1996) e em seguida sua habilidade em complementar mutantes nulos em thi4 de S. cerevisiae
foi confirmada. A estrutura tridimensional da THI1 se configura em um homo-octamero com
quatro subunidades em cada um dos dois anéis (GODOI et al., 2006).

Em plantas, a biossintese de tiamina pirofosfato ocorre nos cloroplastos (JULLIARD;
DOUCE, 1991) pela condensacdo de dois precursores intermediarios, geralmente referidos
como porgdes tiazol (4-metil-5-p-hidroxietil tiazol fosfato) e pirimidina (2-metil-4-amino-5-
hidroxi-metil-pirimidina pirofosfato). O restante da reacdo ocorre no citosol, com a
transformagédo da tiamina pirofosfato em tiamina difosfato pela acdo da tiamina
pirofosfoquinase (AJJAWI et al., 2007). O precursor para tiazol (com 5 carbonos) se origina
de 2-pentulose (WHITE; SPENSER, 1982; JULLIARD; DOUCE, 1991) e glicina e cisteina
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também sdo considerados precursores (Figura 3) (TAZUYA et al, 1987). A tiamina
monofosfato sintetase (HMPPK/TMPPase), ou TH-1 (A1G22940), também participa da
mesma via, sendo apenas localizadas aos cloroplastos, onde atua condensando Het-P e HMP-
PP.

NH,
THIC OH OH OH
— N O—P—OH O PO P OH
o o o
CH, N :
’ HMP-P HMP-PP
CH,
glycine OH
NAD* N O—P—OH CH,
S-donor —S o) NN J J OH
' ~0—P—OH
HET-P , L g g I 2
cH, N TmP

Figura 3 - Representacdo da via biosintética de tiamina em plantas. Em destaque, as enzimas TH1
(cloroplastidial) e THI1 (duplo-direcionada). As enzimas e genes responsaveis pelas reacles
representadas sdo AIR, 5-aminoimidazol ribonucleotideo; HET-P, 4-metil-5-(2-hidroxietil) tiazol
fosfato; HMP-P/HMP-PP, 4-amino-2-metil-5-hidroximethilpirimidina monofosfato/di-fosfato; TA,
tiamina; TMP, tiamina monofosfato. Adaptado de RAPALA-KOZIK et al. 2012

Os mecanismos de direcionamento de THI1 (AT5G54770) em Arabidopsis tém sido
estudados pelo nosso grupo por alguns anos e levou a confirmacdo da dupla localizacdo de
THI1 pela geracdo de um transcrito com dois sitios de inicio da tradu¢do (CHABREGAS et
al., 2001). A traducdo a partir do primeiro ATG da sequéncia transcrita resulta no
direcionamento da proteina aos cloroplastos pois os residuos iniciais sdo caracteristicos de
uma sequéncia de direcionamento cloroplastidial. Ja o segundo ATG causa a traducdo de uma
pré-sequéncia de conformacéo alfa-hélice que caracteriza proteinas destinadas a mitocondrias
(Figura 4).
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Figura 4 - Representacdo da extensdo N-terminal de THI1 de Arabidopsis thaliana, com as metioninas
resultantes dos cddons de inicio da traducdo destacadas (Adaptado de CHABREGAS, 2001)

2.4.2 Estrutura e funcges das proteinas 14-3-3

A proteina GRF9 ou GF14 mu (AT2G42590) é uma proteina da familia 14-3-3 de
Arabidopsis thaliana cujas funcGes conhecidas sdo alocacéo de carbono para crescimento da
raiz sob estresse hidrico leve (HE et al., 2015), desenvolvimento dos cloroplastos
(MAYFIELD; PAUL; FERL, 2012), sinalizacdo para o florescimento via sistema
fotossensivel, ao interagir com CONSTANS, um regulador central da via de fotoperiodo
(MAYFIELD et al., 2007) e respostas em adaptacdo ao estresse por calor intenso (DOBRA et
al., 2015). A proteina GRF9 (F4IP55_ARATH) possui 276 aminoacidos e 30,96 kDa.

Uma proteina 14-3-3 é uma candidata interessante para o estudo de componentes
genéticos que afetam a localizacdo sub-celular de proteinas. A localizacdo das 14-3-3 em
diversos compartimentos sub-celulares demonstra seu potencial regulatério em toda a célula
(DE LILLE et al., 2001; FERL, 2002) e sua funcéo bioldgica € principalmente interagir com
proteinas cliente especificas e causar um efeito que altera a cliente, que estdo envolvidas em
diversas funcbes. As 14-3-3 estdo envolvidas com diversos processos regulatérios como
resposta a estresse, transducdo de sinais, controle do ciclo celular e apoptose (FERL et al.,
2002; FORD et al., 1994; HE et al., 2015; VAN HEMERT et al., 2001).

As 14-3-3 formam uma familia altamente conservada de proteinas encontradas em
todos os eucariotos que possuem multiplas isoformas (DE LILLE et al., 2001; ICHIMURA et
al., 1988). Todas as proteinas 14-3-3 parecem compartilhar de estrutura similar, organizada
em nove a-helices anti-paralelas, cada uma separada por um loop curto (LIU et al., 1995;
XIAO et al., 1995). As quatro hélices N-terminais criam uma superficie de dimerizacao,
levando a organizagdo de homo ou heterodimeros (JONES et al., 1995); no entanto, podem

interagir com proteinas em forma de mondmero (PAN et al., 1999). Os residuos nos dominios


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mayfield%20JD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22378945
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mayfield%20JD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22378945
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ferl%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22378945
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de dimerizacdo ndo sdo conservados, o que pode levar a formacgdo de dimeros diferentes com
outras isoformas.

As 14-3-3 tipicamente se ligam a motivos fosforilados nas proteinas alvo, e os sitios
de interacdo de cada sub-unidade do dimero sdo supostamente independentes, 0 que torna
possivel que cada mondmero se ligue a proteinas diferentes (LIU et al., 1995; OBSIL et al.,
2001 RITTINGER et al., 1999). A fosforilagdo e desfosforilagdo da proteina cliente é
importante para a ligacdo a 14-3-3 (FURUKAWA et al., 1993; MUSLIN et al., 1996), no
entanto, outros modos de contato que nao envolvem fosforilagdo também existem (NOMURA
et al., 2003; SOROKINA et al., 2011; PAN et al., 1999).

Foram propostas algumas formas que a interacdo com proteinas 14-3-3 pode afetar a
proteina alvo, como apresentada na Figura 5 (GOKIRMAK; PAUL; FERL, 2010). Ao
interagir com outras proteinas, elas podem alterar a conformacao da proteina cliente, servindo
como adaptadoras, ativadoras e repressoras, e ainda controlar a localizagéo citosolica/nuclear
da proteina alvo (JAHN et al., 1997; MUSLIN; XING, 2000; OBSIL et al., 2001, WEINER;
KAISER, 1999; YAFFE, 2002).

A estrutura cristalina de varias 14-3-3 de mamiferos e plantas foram resolvidas (LI1U et
al., 1995; XIAO et al., 1995) e a extrema conservacdo da regido central (Box 1) pode ser
verificada na estrutura de todas as 14-3-3 de eucariotos. Existe grande divergéncia nas regifes
N e C- terminais, que contribuem para a especificidade das func@es, interacdes e localizacdo
(AITKEN, 2002; PAUL et al., 2009). Apesar da especificidade dos alvos de interacéo, a
conservacdo das isoformas entre organismos leva a possibilidade de complementacdo de
funcbes entre isoformas, até mesmo entre organismos distantes (VAN HEUSDEN et al.,
1996).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=G%C3%B6kirmak%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20638895
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=G%C3%B6kirmak%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20638895
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Figura 5 - Modos de interagdo entre 14-3-3 e proteinas cliente. A ligagdo de uma proteina 14-3-3 com seu alvo
pode induzir mudangas conformacionais (a), alterar a distribuicdo ndcleo/citoplasma (b), regular a
atividade catalitica intrinseca (c), controlar o turnover da proteina alvo (d) ou associar multiplos alvos
(e). Adaptado de GOKIRMAK; PAUL; FERL (2010)

Em Arabidopsis thaliana, a familia génica das 14-3-3 possui 13 isoformas. As
isoformas podem variar de 241 a 268 aminoacidos e todas compartilham uma regido central
conservada (Figura 6). Os aminoacidos nas regiGes N e C-terminais sdo 0s mais divergentes.
Os membros da familia se dividem em dois grandes ramos evolutivos, o grupo Epsilon e Néo-
Epsilon (DELILLE; SEHNKE; FERL, 2001). Esses dois grupos diferem quanto & estrutura

intron-éxon de suas sequéncias.
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Essa separagdo entre isoformas é bem clara entre plantas e animais que possuem
maltiplas isoformas, indicando a formacdo antiga dessa divergéncia. Em Arabidopsis o0 grupo

Epsilon inclui as isoformas mu, epsilon, omicron, rho e pi.
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Figura 6 - Estrutura génica das 14-3-3 em Arabidopsis. Caixas coloridas representam exons, em escala e cores
representam similaridade entre genes. Linhas representam posi¢do dos introns, ndo estdo em escala.
Caixas azuis representam sequéncias mais divergentes. Adaptado de DE LILLE; SEHNKE; FERL
(2001)

As funcBes associadas as isoformas incluem respostas fisioldgicas a estresses
abidticos, transducdo de sinais, regulacdo de transcricdo, metabolismo de carbono, e no
sistema de fotossensibilidade (DOBRA et al., 2015; MAYFIELD; PAUL; FERL, 2012;
MAYFIELD et al., 2007; PAN et al., 1999).

A anotacdo da localizacdo das 13 isoformas de A. thaliana inclui o citosol, nucleo,
membrana plasmatica, citoesqueleto, cloroplastos ou peroxissomos (The SubCellular
Proteomic Database (SUBA3), HOOPER et al., 2014). H& indica¢des que a localizagéo sub-
celular das proteinas 14-3-3 em Arabidopsis é afetada pelas interacbes com as proteinas
cliente (PAUL; SEHNKE; FERL, 2005).


http://suba.plantenergy.uwa.edu.au/
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Existem vérias referéncias sobre a participacdo de proteinas 14-3-3 como reguladoras
da localizagdo sub-celular de proteinas, como por exemplo movimentagdo (shuttling) entre
dois compartimentos celulares. A ligacdo com 14-3-3 mantém uma proteina alvo em um
compartimento sub-celular, e a liberagdo permite que o alvo se realoque, muitas vezes pela
exposicdo de uma sequéncia de direcionamento antes ocultada pelo dimero 14-3-3.

Um exemplo de shuttling entre o nlcleo e o citoplasma ocorre com o fator de
transcricdo DBP1 em Nicotiana tabacum que, quando ligado ao promotor do gene de defesa
CEVIL1 inibe sua transcricdo. A infec¢do por um patégeno viral induz a expressao de uma 14-
3-3 que interage com DBP1 e 0 exporta ao citoplasma, permitindo a transcri¢cdo do gene de
defesa (CARRASCO et al., 2006).

O shuttling nacleo/citoplasma realizado pela acdo de proteinas 14-3-3 ja foi bastante
relatado e afeta a regulacdo de uma variedade de processos (CAHILL et al., 2001;
GROZINGER; SCHREIBER, 2000; BASU et al., 2003; JIANG et al., 2003; KUMAGAI;
DUNPHY, 1999; SEIMIYA et al., 2000; YANG et al., 1999)

Proteinas 14-3-3 também podem atuar como facilitadoras da importacdo aos
cloroplastos e mitocondrias (NOMURA et al., 2003).

Em sistema animal, foi descoberto um fator citosolico que estimula o transporte de
proteinas as mitocondrias, MSF (mitochondrial import stimulation factor). Esse fator foi
purificado e identificado como um complexo heterodimérico de proteinas 14-3-3 que exibem
atividade de ATPase (ALAM et al.,, 1994). As MSF reconhecem especificamente pré-
proteinas mitocondrias e as transportam aos receptores TOM70 e TOM73, e a liberacdo do
complexo € dependente de ATP (KOMIYA et al., 1997).

Foi proposto que 14-3-3s afetam o direcionamento de proteinas carregadoras de anions
UCP (uncoupling proteins) as mitocondrias. O dominio C-terminal das proteinas UCP
interagem com as isoformas zeta, teta e beta de 14-3-3 em humanos (PIERRAT et al., 2000).
Como mencionado anteriormente, foi relatada a formacéo in vitro de um complexo entre 14-
3-3, Hsp70 e pré-proteinas cloroplastidiais dependentes de fosforilacdo (MAY; SOLL, 2000).
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Cultivo do material vegetal

Sementes de Arabidopsis thaliana ecotipo Col-0 foram tratadas a frio (4°C), em
Eppendorfs contendo &gua destilada, por 4 dias para quebrar a dorméncia e assegurar que a
germinacédo de todas as plantas ocorreria em sincronia. Foram entdo semeadas em potes de 7
cm de didmetro contendo uma mistura de solo/vermiculita (1:1) previamente esterilizada em
autoclave. Os potes foram dispostos em bandejas de plastico que foram cobertas com tampa
(ou filme plastico) transparente. As plantas foram mantidas em camara de crescimento
(Conviron AT26) sob regime de 16 h de luz e 8 h de escuro, a 22°C e 70% de umidade. Ap6s
2 semanas as tampas foram removidas, e 0s vasos foram regados com solucéo nutritiva a cada
3 dias.

Plantas de Nicotiana tabacum SRI foram cultivadas em substrato organico Basaplant
em igual proporgdo a vermiculita, ndo esterilizados. As plantas foram mantidas em sala de
crescimento sob condi¢cdes de 14 h de luz, e 10 h de escuro a 25°C (SPARKES et al., 2006).
As plantas foram sub-irrigadas em bandejas plasticas e uma vez por semana, foi adicionada

solucdo nutritiva a agua.

3.2 Extracdo de RNA total

Para extracdo do RNA total, material vegetal foi macerado em nitrogénio liquido, e
adicionado a um tubo contendo 1 mL de Trizol (Thermo Fisher). Em seguida foi adicionado
250 pL de cloroformio e o tubo foi centrifugado a 13.000 rpm por 15 min a 4°C. O
sobrenadante foi entdo transferido para um novo tubo contendo 500 uL de isopropanol. O
tubo foi incubado por 10 min a temperatura ambiente e centrifugado a 13.000 rpm por 10 min
a 4°C. O sobrenadante foi descartado e 200 pL de alcool 75% foi adicionado ao pellet, o tubo
foi novamente centrifugado por 5 min e o sobrenadante descartado. O pellet foi seco
naturalmente e eluido em agua DEPC.
Foi adicionado as amostras DNAse 1 U/L (Promega) seguindo-se instrucdes do fabricante. As
amostras foram purificadas novamente, repetindo-se os passos de extracdo com Trizol. As
amostras foram quantificadas no equipamento Nanodrop 2000 Spectrophotometer (Thermo

Scientific) e armazenado a -80°C.
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3.3 Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada com a transcriptase reversa ImProm-I1 (Promega),
segundo instrucfes do fabricante. Um micrograma de RNA total foi adicionado a 1 pL de
OligoDT 50 pM. Apds incubacdo a 70 °C por 5 min seguida por 4 °C por 5 min, foi
adicionado tamp&o ImProm-11 1X, 1,5 mM MgCl,, dNTPs (10 mM cada) e 1 U da enzima
ImProm-11. Os tubos foram entdo incubados a 25 °C por 5 min, 42 °C por 60 min e 70 °C por

15 min.

3.4 Eletroforese em gel de agarose

Para aferir o tamanho obtido de mini-preparacdes plasmidiais e reaces de PCR, foram
realizadas corridas em gel de agarose 1% por meio de eletroforese. Para a corrida em cuba
eletroforética e também no preparo do gel, foi utilizado tamp&o 0,5X TBE (5X TBE: 54 g de
Tris-base, 27,5 g de acido borico, 20 mL de EDTA 0,5 M pH 8.0, em 1 L de agua destilada).
Aos géis foi adicionado GelRed Nucleic Acid Gel Stain (Biotium) diluido 1:10.000. As
amostras, se adicionou 20% do volume de tampdo de carregamento (0,25% azul de
bromofenol). O tamanho dos fragmentos foi comparado com marcador molecular 1 kb Plus
DNA Ladder (Thermo Fisher). Para a quantificacdo da concentracdo do DNA foi feita a
comparacdo com marcadores moleculares de DNA (GeneRuler High/Low Range DNA
Ladder- Thermo Fisher Scientific). Os géis foram visualizados sob luz UV e fotografados

utilizando o programa L-Pix Image 1.21 (Loccus Biotecnologia).

3.5 Digestbes enzimaticas do DNA

As digestdes foram realizadas seguindo recomendagfes do fabricante quanto aos
tampdes e concentragcdes. Nos casos de digestdes utilizando duas enzimas ao mesmo tempo
foram utilizadas plataformas que auxiliam na montagem da melhor reacdo para atividade de
100% de ambas as enzimas, com indicacfes de concentracdo e tampbes (DoubleDigest
Calculator no caso de enzimas da Thermo Scientific ou Double Digest Finder, para enzimas

NEB, disponiveis online).

3.6 Purificacdo dos fragmentos de DNA a partir de gel de agarose

Para a purificacdo de fragmentos de DNA apds digestbes enzimaticas, foi utilizado o
QIAEX Il Gel Extraction Kit. O protocolo para extracdo de DNA a partir de géis de agarose
indica que seja recortada a banda contendo o fragmento desejado a partir do gel sob luz UV

utilizando um bisturi limpo. O fragmento de gel é entdo pesado e colocados em um tubo
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Eppendorf de 1,5 mL, ao qual séo adicionados 3 volumes do tampdo QX1 (para fragmentos
entre 100 pb a 4 kb) para 1 volume do gel e 10 pL da resina QIAEX Il . O tubo é entdo
incubado a 50°C por 10 min, vortexando a cada 2 min para solubilizar a agarose e ligar o
DNA. A amostra é centrifugada a 13.000 rpm por 30 s e o sobrenadante descartado. O
precipitado deve entdo ser vortexado com 500 pL do tampdo QX1 para remover qualquer
agarose residual. O tubo foi centrifugado novamente, e o sobrenadante descartado. Em
seguida, o pellet é lavado duas vezes com com 500 pL do tampédo PE, por meio de vortex,
centrifugacdo e remocdo do sobrenadante. O pellet é entdo seco naturalmente até que adquira
cor branca, e 0 DNA entdo pode ser eluido pela adicdo de 20 pL de agua Milli-Q, vortex e
incubacdo por 10 min. Em seguida, o tubo é centrifugado e o sobrenadante coletado para um

novo tubo, para guardar o eluido.

3.7 Clonagens

As clonagens nos vetores pGBKT7 / pGADT7 (APENDICE F), utilizados em
experimentos para duplo-hibrido em levedura e pSPYCE / pSPYNE (APENDICE G), para
BiIFC (Bimolecular Fluorescence Complementation), foram realizadas segundo
procedimentos descritos em SAMBROOK; RUSSEL (2001). Ja as clonagens em vetores de
expressdo em plantas pK7FWG2, pK7WG2 (APENDICE H) (KARIMI et al.. 2002) foram
realizadas por recombinacao pelo sistema Gateway (Invitrogen). Todos os clones tiveram as
construcdes confirmadas por sequenciamento. As sequéncias codificadoras dos genes desse
estudo foram obtidas do banco de dados TAIR (The Arabidopsis Information Resource) e as
sequéncias CDS foram utilizadas para a construcdo de iniciadores especificos (APENDICES),
conforme as caracteristicas dos vetores de expressao.

A delecdo realizada na proteina GRF9 foi feita em uma regido relatada na literatura
como importante para a interacdo de 14-3-3 com proteinas cliente. O dominio Box 1 é
conhecido por ser uma regido extremamente conservada entre proteinas 14-3-3 de diversos
organismos e possuir residuos que direcionam a interacdo com fosfoserinas (ICHIMURA et
al.., 1995; SEHNKE et al., 2002). Os residuos desse motivo foram identificados em GRF9
(Figura 6), e para a delecdo foram feitas reacdes de PCR de fragmentos do gene GRF9, com
iniciadores especificos para a amplificacdo dos primeiros 513 pb, e em outra reacdo dos
Gltimos 186 pb (APENDICE D). Em seguida, iniciadores para o inicio e fim do gene foram
utilizados em uma reacdo de amplificacdo contendo os dois fragmentos previamente gerados,

dando origem a sequéncia GRF9-Dell que exclui a regido Box 1 destacada na Figura 7. A
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sequéncia resultante foi transformada no vetor para duplo-hibrido pGBKT7 para testes contra

as demais proteinas do estudo, inseridas completas no vetor pGADT?.

n 171 pauae.as ‘dr)"FV‘(EIH‘:’ L AROIGED IS FYSIINE: 213
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Y 171 :pae ' N[AR (WAFDBATAELDTLC Rrak]
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GRF9 (GF14 mu):
MGSGKERDTFVYLAKLSEQAERYEEMVESMKSVAKLNVDLTVEERNLLSVGYKNVIGSR
RASWRIFSSIEQKEAVKGNDVNVKRIKEYMEKVELELSNICIDIMSVLDEHLIPSASEGEST
VFFNKMKGDYYRYLAEFKSGNERKEAADQSLKAYEIATTAAEAKLPPTHPIRLGLALNFS
VFYYEIMNAPERACHLAKQAFDEAISELDTLNEESYKDSTLIMQLLRDNLTLWTSDISEE
GGDDAHKTNGSAKPGAGGDDAEVSIRDSFTRGKSN

Figura 7 — Alinhamento das sequéncias de aminoacidos de 14-3-3 Box 1, conservada entre isoformas bovinas,
GF14 de Arabidopsis e BMHL1 de leveduras, e 0 destaque ha mesma sequéncia presente em GRF9.
Adaptado de ICHIMURA et al.(1995)

3.8 Mini-preparacédo de DNA plasmidial de Escherichia coli

Construgdes preservadas em culturas de Escherichia coli presentes no laboratério
foram inoculadas em placas com meio seletivo adequado para realizacdo de mini-preparacdes
de DNA plasmidial. As constru¢bes sdo: TH-1 fusionado a GFP no vetor pK7FWG2
(SCARSO, 2011) (KARIMI et al., 2002), que foi utilizada para analises de expressao
transiente por meio de agroinfiltracées; TH-1 no vetor de duplo-hibrido pGADT7, que foi
usada para transformacao de levedura (DANTAS, 2010) e THI1 (promotor enddogeno de THI1
fusionado a proteina completa de THI1 ) fusionada a GFP no vetor pCAMBIA 2300
(ALMEIDA, 2004) foi utilizada para agroinfiltracao.

A obtencdo de DNA plasmidial purificado a partir de Escherichia coli foi necessaria
também para a preparacdo dos vetores utilizados em clonagens, além da analise de clones
isolados para confirmacéo por sequenciamento do DNA.

Para a extragdo de DNA plasmidial foi inoculada uma col6nia a partir de uma placa de
Petri com meio de cultura e E. coli contendo o plasmideo/clone de interesse em 5 mL de meio

LB liquido acrescido de antibidtico adequado. Essa solucdo de cultivo ficou sob agitacdo de
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200 rpm por 16 h a 37°C. Em seguida, os 5 mL foram sequencialmente transferidos para um
tubo de Eppendorf de 1,5 mL e centrifugados a 13.000 rpm para que as células de E. coli
fossem precipitadas, seguindo-se do descarte do meio sobrenadante, isso foi repetido com o
restante da solucdo de cultivo. Em seguida, o pellet de células foi ressuspendido em 200 pL
de solucdo de ressuspensdo (50 mM de glicose, 25 mM de Tris-HCI pH 8.0, e 10 mM de
EDTA pH 8.0) e 1 pL da enzima RNAse (10 mg/mL). Apds 20 min, foi adicionado 200 pL
do tampdo para lise alcalina (0,2 M de NaOH, e SDS 1%). O tubo foi invertido gentilmente
por 3 min e entdo se adicionou o tampao de neutralizacdo (3 M acetato de potassio, pH 5.5) e
0 tubo foi invertido por mais 1 min. O tubo foi entdo centrifugado a 13.000 rpm por 20 min a
temperatura ambiente. Foi entdo removida a solucdo, cuidando-se para ndo perturbar o
material pelletizado, e esta foi colocada em um novo tubo, contendo 1 mL de etanol absoluto.
O tubo foi centrifugado a 13.000 rpm por 30 min a 4°C para precipitacio do DNA. O
sobrenadante foi ent&o descartado e 200 pL de etanol 70% foi adicionado para limpar o pellet
da solugéo anterior e o tubo foi novamente centrifugado a 13.000 rpm por 5 min, a 4°C. A
solucéo sobrenadante foi descartada e o pellet foi seco naturalmente por 30 min e em seguida

ressuspendido em 50 pL de agua Milli-Q.

3.9 Transformacao de Escherichia coli
3.9.1 Preparo de celulas eletrocompetentes de Escherichia coli

Uma suspensdo de E.coli (TOP 10 Electrocompetent E. coli - Thermo Fisher
Scientific) foi estriada em uma placa de LB (10 g/L de triptona, 5 g/L de extrato de levedura,
10 g/L de NacCl, 15 g/L agar). A placa foi incubada por 16 h a 37°C, e uma col6nia foi
inoculada em 5 mL de meio LB liquido. A suspenséo foi incubada por 16 h a 37°C, e entdo 1
mL foi transferido a 500 mL de meio 2XYT (5 g/L de NaCl, 10 g/L de extrato de levedura, 17
g/L de triptona) para agitacdo a 200 rpm, 37°C, por aproximadamente 4 h até que a leitura da
absorbancia (Asoo) atingisse um valor entre 0,6 e 0,9. A suspenséo foi incubada em gelo por
10 min, e em seguida, centrifugada a 1100 g por 12 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado
e as células foram gentilmente ressuspendidas em 200 mL de agua Milli-Q estéril gelada. As
células foram novamente centrifugadas a 1100 g por 12 min, a 4°C, o sobrenadante
descartado, e as células foram ressuspendidas em 100 mL de agua, e novamente
centrifugadas, desta vez a 1600 g. O sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas
em 30 mL de &gua. Ap6s uma ultima centrifugacdo a 1600 g por 10 min a 4°C, o
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em um volume final de 2 mL

de glicerol 10% a 4°C e armazenadas em aliquotas de 70 pL a - 80°C.
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3.9.2 Eletroporacéo de Escherichia coli

Os volumes necessarios das reacdes de ligacdo (ou recombinacdo) foram transferidos
para tubos contendo células eletrocompetentes de E. coli previamente descongeladas em gelo,
e homogeneizadas gentilmente com pipeta. Em seguida a suspensdo foi transferida para
cuvetas de eletroporacéo a 4°C. As cuvetas foram submetidas a pulsos de 2,5 kV/25 puF em
eletroporador Gene Pulse (BioRad) e imediatamente em seguida, foi adicionado 1 mL de
meio LB liquido e as células foram delicadamente ressuspendidas e transferidas para um
eppendorf, que foi incubado a 37°C sob agitacdo de 200 rpm por 1 h. Aliquotas foram
plagueadas em meio LB contendo antibidtico seletivo adequado, e as placas incubadas por 16
ha37°C.

3.10 Transformagéo de Agrobacterium tumefasciens
3.10.1 Preparo de células eletrocompetentes de Agrobacterium tumefasciens

Uma placa de Agrobacterium tumefasciens GV3101 foi estriada a partir de um estoque
em glicerol a - 80°C, em placa de meio LB contendo 50 mg/mL de rifampicina e 50 mg/mL
de gentamicina e incubadas a 28°C por 2 dias. Col6onias foram entdo inoculadas em 30 mL de
meio LB liquido, tambén contendo antibioticos seletivos, e crescidas sob agitacdo de 200 rpm
a 28°C por 16h. A suspensao foi transferida para um frasco com 500 mL de meio LB com
rifampicina e gentamicina, e incubadas a 28°C, sob agitacdo de 200 rpm, até que a leitura de
absorbancia (Asoo) atingisse um valor entre 1 e 1,5. A suspensdo foi mantida em gelo por 20
min e centrifugadas a 1100 g por 12 min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as células,
ressuspendidas em 200 mL de agua Milli-Q estéril gelada. Esse passo foi repetido por mais 4
vezes. As células foram ressuspendidas em um volume final de 2 mL de glicerol 10% gelado,

e aliquotas de 70 pL foram armazenadas a - 80°C.

3.10.2 Eletroporacao de Agrobacterium tumefasciens

Foi adicionado 1 pg de DNA plasmidial a 70 uL de células eletrocompetentes de
Agrobacterium tumefasciens, previamente descongeladas em gelo, e homogeneizadas
gentilmente com pipeta. Em seguida a suspensdo foi transferida para cuvetas de eletroporacéo
a 4°C. As cuvetas foram submetidas a pulsos de 2,5 kV/25 uF em eletroporador Gene Pulse
(BioRad) e imediatamente em seguida, foi adicionado 1 mL de meio LB liquido e as células
foram delicadamente ressuspendidas e transferidas para um eppendorf, que foi incubado a
28°C sob agitacdo de 200 rpm por 4 h. Aliquotas foram plaqueadas em meio LB contendo

antibidticos seletivos e as placas incubadas por 3 dias a 28°C.
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3.11 Transformacéo para expresséo transiente de Nicotiana tabacum

Para os experimentos de localizagdo sub-celular utilizando construcgdes fusionadas a
GFP, e também em ensaios de BiFC, foram feitas transformacdes utilizando plantas de
Nicotiana tabacum para expressao transiente dessas construcoes, que permitiram a observagéo
dos resultados poucos dias ap0s a transformacéo.

Para isso, Agrobacterium tumefasciens transformadas com os plasmideos de interesse
foram crescidas em placas de meio LB contendo os antibiéticos apropriados e em seguida
inoculadas em tubos contendo 5 mL de meio de cultura liquido MGL (2,5 g/L de extrato de
levedura, 5 g/L de triptona, 5 g/L de NaCl, 5 g/L de manitol, 0,25 g/L de KH,PO,, 0,1 g/L de
MgSQO,.7H20, e 1 pg/L de biotina, pH 7.0) e agitadas a 200 rpm de 16-20 h, a 28°C. Em
seguida, 1 mL da suspensdo foi centrifugada a 2300 g por 5 min a temperatura ambiente, e as
celulas ressuspendidas em 1 mL de tampéo para infiltragdo (10 mM MES-KOH pH 5.6,
10mM MgCl,, 200 uM de acetoseringona) e incubadas a temperatura ambiente por 3 h, para
permitir ativacdo pela acetoseringona. A solucdo foi entdo diluida no mesmo tampéo, de
modo a atingir a ODggo final de 0,2 para cada construcdo. No caso de infiltracdo contendo
mais de uma construcdo, estas eram homogeneizadas 1:1, e em todos 0s casos, também foi
incluso o vetor pl9, contendo gene do Tomato Bush Stunt Virus que é um supressor do
silenciamento génico (VOINNET et al.., 2003).

A infiltracdo foi realizada na superficie abaxial de folhas de Nicotiana tabacum, com
aproximadamente 5 semanas de idade, mantidas a 25°C sob regime de 16 h de luz e 8 h de
escuro. Ranhuras foram feitas delicadamente com bisturi e a infiltracdo foi feita utilizando
uma seringa de plastico de 3 mL sem agulha pressionada contra os micro-ferimentos. Apos a
infiltracdo as plantas foram mantidas nas mesmas condicGes e observadas em microscopio
confocal de fluorescéncia 3 dias depois, no caso de analises de localizacdo sub-celular
utilizando GFP e 4 a 7 dias depois, no caso de ensaios de BiFC. Células plasmolisadas foram
obtidas pela imersdo de fragmentos foliares infiltrados com a construcdo de GRF9 em solucéo
de 0,8 M de manitol por 2 h.

3.12 Transformacédo para expressao transiente em Arabidopsis thaliana

Ensaios de co-cultivo de A. tumefasciens e plantulas de A. thaliana foram conduzidos
conforme descrito em (LI et al. 2009) com modificagfes. Sementes de Col-0 foram
esterilizadas superficialmente, e inoculadas em placas de meio MS 0,25X contendo 0,8% agar
e 1% sucrose. ApoOs estratificagdo a 4°C por 24 h, as sementes foram germinadas em

condicdes de 16 h de luz, 8 h de escuro a 22°C. No dia anterior ao co-cultivo, A. tumefasciens
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contendo a construcdo para expressdo foi inoculada em 2 mL de meio liquido LB com
antibidtico (100 pug/mL espectinomicina) para crescimento a 28°C por 18-24 h. Um volume
de 1.6 mL da cultura saturada foi diluido em 10 mL de meio YEB (5 g/L beef extract, 1 g/L
yeast extract, 5 g/L peptona, 5 g/L sacarose, 0.5 g/L MgCl,) até ODgg final de 0.3 e inoculada
para crescimento até ODggo 1.5. As culturas foram centrifugadas a 6.000 g por 5 min e lavadas
1X com 10 mL de solucdo de lavagem contendo 10 mM MgCl, e 100 uM acetoseringona. As
culturas foram novamente centrifugadas a 6.000 g por 5 min e o pellet foi ressuspendido em 1
mL de solugdo de lavagem. Em uma placa de Petri estéril, 40 plantulas de Arabidopsis de 4
dias de idade foram imergidas em meio de co-cultivo preparado em 20 mL, contendo MS
0,25X (pH 6.0), 1% de sacarose, 100 uM acetoseringona, 0.005% (v/v) Silwet L-77 e
Agrobacteria a ODggo final de 0.5. O co-cultivo foi realizado no escuro na mesma temperature
de crescimento das plantas, por 30-40 h, ao que se seguiu a observagcdo em microscopio
confocal.

3.13 Transformacéo de Arabidopsis thaliana
Para os experimentos de transformacéo as inflorescéncias das plantas foram cortadas
para remover a dominancia apical e estimular a producéo de maior nimero hastes secundarias

(e assim, de botdes florais), e tornar a transformacéo mais eficiente.

3.13.1 Transformacéo de plantas

A transformacdo das plantas de Arabidopsis thaliana foi feita pelo método de Floral
Dip (CLOUGH; BENT, 1998) entre 4 e 8 dias ap0s o corte das hastes.

Uma cepa de Agrobacterium tumefasciens GV3101 (pMP90) (KONCZ; SCHELL,
1986) contendo o plasmideo de interesse foi inoculada em meio liquido LB contendo os
antibioticos necessarios, e crescido até a fase estacionaria (entre 18 e 24 h) a 28°C, 200 rpm.
As células foram centrifugadas a 4000 g por 20 min a temperatura ambiente, e em seguida
ressuspendidas em meio de infiltracdo (5% sucrose, 0,05% Silwet L-77 (OSi Specialties, Inc.,
Danbury, CT, USA), diluidas até ODgy final de aproximadamente 0,8.

Os vasos foram cuidadosamente invertidos e os botBes florais da planta mergulhados
na solucdo de infiltracdo, e em seguida colocados verticalmente em uma bandeja de plastico, e
cobertas com outra bandeja escura para manter a umidade e mantida na camara de
crescimento até o dia seguinte. A cobertura foi removida 12 h apos a infiltracdo e as plantas
foram crescidas por mais 3 a 5 semanas até as silicas estarem secas. A parte aérea de cada

planta foi mantida separada das vizinhas por cilindros plasticos. As sementes foram coletadas
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ao se puxar as inflorescéncias sobre um papel limpo e foram em seguida peneiradas para
separagdo de silicas secas e quaisquer outro material vegetal e as sementes mantidas em sala

seca por 3 semanas.

3.13.2 Selecéo de plantas transformadas

Para a selecdo dos transformantes, as sementes de Arabidopsis tiveram a superficie
esterilizada em fluxo laminar, primeiramente com a adicdo de etanol 95% em um tubo
contendo as sementes, por 30 s, € em seguida, com a incubacdo em solucéo de hipoclorito de
sodio (2.5%) e 0,05% de Tween 20 por 20 min. Apés esse periodo, a solucdo foi descartada e
as sementes foram lavadas com agua estéril 5X, e mantidas a 4°C por 4 dias e plaqueadas em
meio MS 0,5X (Phytotechnology Laboratories #M524), 0,8% de Phytagel (Sigma), contendo
canamicina (50 mg/mL). As placas foram transferidas para sala de crescimento in vitro para
germinacdo das sementes. As plantas que cresceram com vigor (produzindo folhas verdes e
raizes bem estabelecidas no meio seletivo) foram transplantadas para vasos de 7 cm de

diametro 15 dias depois, quando folhas verdadeiras estavam desenvolvidas.

3.14 Extracdo de DNA gendmico de planta

Para genotipar as plantas transformadas, o DNA genémico foi extraido de folhas
seguindo a metodologia de EDWARDS et al.., 1991, com buffer de extracdo (200 mM Tris
HCI pH 7.5, 25 mM EDTA, 250 mM NacCl, 0,5% SDS) adicionado ao tubo com o material
vegetal e macerado a temperatura ambiente. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a
13.000 rpm, por 5 min a temperatura ambiente. Uma fracdo do sobrenadante foi transferida
para um novo tubo contendo 1V de isopropanol e as amostras foram incubadas por 1 h e em
sequida centrifugadas por 30 min a 13.000 rpm, a 4°C. O sobrenadante foi removido e se
adicionou alcool 70% para lavar o pellet, e apos centrifugacdo a 13.000 rpm por 5 min, o
sobrenadante foi descartado e o pellet seco naturalmente. O DNA foi eluido e armazenado a —
20°C.

3.15 Ensaios de duplo-hibrido em levedura
3.15.1 Transformacao da linhagem AH109 com os genes de interesse

Os clones confirmados por sequenciamento foram transformados em Saccharomyces
cerevisiae cepa AH109. Para os ensaios de duplo-hibrido as construcdes realizadas com 0s
vetores pGADT7 e pGBKT7 foram transformadas em conjunto, segundo adaptacdo do
protocolo PEG/LiAc/ssDNA (GIETZ; WOODS, 2002) descrito a seguir. Uma amostra de S.
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cerevisiae AH109 inoculada em placa de meio de cultivo YPDA sélido (10 g/L de extrato de
levedura, 20 g/L de peptona, 20 g/L de glicose, 100 mg/L de hemissulfato de adenina, 20 g/L
de &gar bacterioldgico) foi transferida para 10 mL de YPDA liquido, e incubada a 30 °C por
16 h.

Apobs esse periodo, a suspensdo foi centrifugada em tubos estéreis por 30 s a 8000
rpm, seguido de lavagem do precipitado com agua mili-Q estéril. A centrifugacdo foi repetida,
e foram adicionados ao precipitado 240 pl de polietilenoglicol (PEG) 50%, 36 ul de acetato
de litio 1M, 50 pL de ss-DNA de salmdo (2 mg/mL Sigma® #L-1626) e de 0.1 a 1 ug do
DNA plasmidial de interesse e o volume foi completado até um volume total de 360 puL com
agua estéril. A mistura foi agitada em vortex e o0s tubos incubados a 42°C por 60 minutos.

As células foram precipitadas por centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado, as
células foram ressuspendidas em agua estéril e este volume plaqueado em meio seletivo na
auséncia de aminoacidos seletivos para a transformacdo dos vetores para duplo-hibrido
(triptofano e leucina) ou para a interacdo das proteinas em construcdo (histidina e adenina)
(MATCHMAKER Two-Hybrid System, Clontech Laboratories, Inc). A preparacdo do meio é
descrita a seguir: 20 g/L de nitrogénio bésico, 2 g/L de mistura sintética de nutrientes Drop
Out Powder (USBiological®), 20 g/L de &gar bacteriologico, pH 5.6. As quantidades
adicionadas de cada aminoacido, quando usados s&o: 20 mg/L de histidina e 40 mg/L de

adenina. As placas foram incubadas a 30°C por aproximadamente 4 dias.

3.15.2 Teste de crescimento em SC-HIS e SC-ADE

Para verificar se houve interacdo entre as proteinas dessas construcdes, as colbnias
obtidas com a transformacao foram inoculadas em placas contendo meio SC-trp-leu-his e SC-
trp-leu-his-ade e incubadas a 30 °C por 2-3 dias. Nas mesmas placas de crescimento seletivo
foram inoculadas colénias transformadas com as proteinas FtsH5 e FIP (RODRIGUES, 2011)
como controle positivo para interacdo e para o controle negativo, foram usadas coldnias
transformadas com apenas uma constru¢do em conjunto com o vetor complementar vazio

(sem clonagem de genes).

3.16 Complementacéo de Fluorescéncia Bimolecular (BiFC)

Para a confirmacdo de interacdo entre as proteinas do estudo j& indicadas pelas
andlises in silico e in vivo, verificadas em ensaios de duplo-hibrido em levedura foi utilizado o
sistema BiFC (Complementacdo de Fluorescéncia Bimolecular) (WALTER et al.., 2004) para

expressao transiente in planta. A técnica de BiFC se baseia na reconstitui¢do da proteina YFP



47

(Yellow Fluorescence Protein) e demonstra se houve interagdo entre as proteinas pela emisséo
de fluorescéncia.

Foram construidos iniciadores especificos para as seqiiéncias codificadoras das
proteinas do estudo contendo sitios de restricdo para a clonagem nos vetores para BiFC,
pSPYNE-35S e pSPYCE-35S, sendo que o plasmidio pSPYNE-35S, codifica a regido N-
terminal da YFP e o plasmidio pSPYCE codifica a regido C-terminal da YFP.

As construgdes foram clonadas em células de E.coli por eletroporacao e as construgdes
verificadas por sequenciamento. Em seguida, as construgdes foram utilizadas para
transformacgdo de Agrobacterium tumefasciens GV3101. As coldnias transformadas foram
incubadas para crescimento e diluidas em tampdo de infiltracdo (MES 10 mM; MgCl, 10
mM; acetoseringona 200 pM, pH 5.6) para ODggo final de 0,3 e incubadas por 3 h a
temperatura ambiente. As solugBes contendo construgbes dos vetores pSPYNE-35S,
pSPYCE-35S e p19 foram misturadas na proporcdo 1:1:1 e utilizadas para infiltracdo de
folhas de Nicotiana tabacum. Fragmentos de folhas infiltradas foram utilizados para

visualizacdo em microscépio confocal.

3.17 Microscopia confocal de fluorescéncia

Os experimentos foram visualizados em microscépio confocal de varredura a laser
Olympus® FV1000 e software Fluoview FV10-ASW. Para a deteccdo da GFP foi utilizado
comprimento de onda de excitacdo de 488 nm e a emissdo entre 510 a 550 nm. Para a
deteccdo da YFP foi utilizado comprimento de onda de excitacdo de 512 nm e emissdo entre
670 a 700 nm.

As imagens para 0s ensaios de expressdo transiente foram realizadas, para BiFC, de 4
a 7 dias apos a infiltracdo e nos ensaios para verificar a localizacdo sub-celular, 3 dias apds a

infiltracao.

3.18 Modelagem estrutural e predicéo de interacbes proteina-proteina

A fim de se investigar o modo de interacdo entre a GRF9 e as duas proteinas duplo-
direcionadas do estudo (THI1 e MST), as sequéncias proteicas foram submetidas a predicéao
estrutural por homologia e a analises de docking proteina-proteina. Para estas analises, foi
realizada colaboracdo com a Dra. Renata de Oliveira Dias. Para isso, as sequéncias foram
pesquisadas quanto a proteinas homdlogas presentes no banco de dados de estruturas
tridimensionais de proteinas PDB (Protein Data Bank) (BERMAN et al., 2000) utilizando-se
o software PSI-BLAST (ALTSCHUL et al., 1997). Os modelos escolhidos para cada uma das
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proteinas estudadas sdo apresentados na Tabela 1. O dimero de GRF9 foi predito com base no

posicionamento dos monémeros na estrutura 1QJB do PDB (FERL et al., 2002).

Tabela 1 — Descrigéo das estruturas proteicas escolhidas como moldes por homologia

Proteina | Proteina molde
estudada | Acesso  Resolugdo Espécie Identidade Cobertura Referéncia
GRF9 3UBW 1.9A Homo sapiens 73% 85% (Molzan et al., 2012)
THI1 1RPO 1.6 A A. thaliana 99% 80% (Godoi et al., 2006)
MST 30LH 25A H. sapiens 41% 75% N&o publicada
14-3-3 em ]

1QJB 20A H. sapiens (FERL et al., 2002)
complexo

As estruturas tridimensionais preditas foram preparadas para o docking utilizando-se o
software UCSF Chimera (PETTERSEN et al., 2004), onde 1000 steep descent steps foram
utilizadas para a minimizacdo de energia das estruturas. Posteriormente, as estruturas foram
submetidas ao HADDOCK web server (DE VRIES et al., 2010), onde as regides de interface
de cada estrutura foram preditas pelo método CPORT (DE VRIES; BONVIN, 2011) e
submetidas ao docking no HADDOCK (DOMINGUEZ et al., 2003). Os residuos envolvidos
na interacdo proteina-proteina foram preditos pelo PIC Web Server (TINA et al., 2007),
utilizando-se como critério os limites de 3.5, 5 e 6 A de distancia entre os residuos, para
interacdes do tipo ponte de hidrogénio, hidrofobica e ibnica, respectivamente. Os complexos

foram visualizados no software PYMOL.
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3.19 Obtencéo de gendtipo mutante

Uma construgédo do gene de TH-1 (AT1G22940) no vetor pk7FWG2 (KARIMI et al.,
2002) para expressdo de GFP C-terminal foi transformada em Agrobacterium tumefasciens
GV3101 para transformacdo de plantas mutantes CS3469 de A. thaliana por floral dip
(Clough et al., 1998). CS3469 ¢ um duplo mutante para gl-1 e th1-32, sendo deficiente na
producdo de TH-1, e ausente em tricomas (Figura 8). Esse mutante possui fendtipo
condicional letal, dependendo de complementacdo de tiamina no meio de crescimento ou
solo. As sementes e plantas foram irrigadas com solucdo de 0,01% de tiamina
(T4625 SIGMA-ALDRICH) 2X por semana.

Photo by ABRC

Figura 8 — Fendtipo do mutante CS3469 para o gene Th1l (A1G22940) com folhas ausentes de tricomas (glabra)
e bordas foliares amareladas (Foto do banco de dados do ABRC)
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4 RESULTADOS

4.1 Localizacao sub-celular das proteinas GRF9, THI1 e MST1

A partir do estudo in silico previamente mencionado, foi indicado que a proteina
GRF9 interage com ao menos duas proteinas de duplo direcionamento em A. thaliana.
Experimentos anteriores também demonstraram sua interacdo com diversas proteinas
organelares. Além desses dados iniciais, informagGes sobre as caracteristicas de proteinas da
familia 14-3-3 e seu potencial em regular a localizacdo de proteinas na célula, tanto em
plantas como animais, direcionaram 0s experimentos.

Para a determinacédo da localizacdo sub-celular das proteinas GRF9, THI1 e MST1 em
expressao transiente, como controle para os estudos de interacdo proteina-proteina pelo
método de BIFC (Biomolecular Fluorescence Complementation), foram realizadas
construcgdes contendo os genes completos para GRF9, THI1 e MST1 fusionados a sequéncia
codificadora da proteina GFP. As construcdes resultantes foram utilizadas em experimentos
de transformacao de Arabidopsis thaliana para expressao transiente.

A transformacdo de plantulas de arabidopsis de 4 dias de idade foi realizada como
descrito nos Materiais e Métodos, e 5 a 10 plantulas foram arranjadas em laminas com
laminula para observacdo ao microscopio confocal. A plantula toda foi observada, e sinais de
fluorescéncia puderam ser observados em células da epiderme dos cotilédones. A construcao
GRF9 fusionada a GFP transformada dessa maneira foi a que apresentou maior eficiéncia de
expressdo, com a visualizacdo de muitas células exibindo fluorescéncia. Com o filtro para
clorofila, podem ser observadas estruturas que se assemelham a cloroplastos, que demonstra
que as células dos cotilédones estavam em boas condi¢bes. Os sinais de fluorescéncia
observados com o filtro para GFP em células da epiderme dos cotilédones parecem se
localizar no citosol e em uma regido mais concentrada dentro das células, que se assemelha ao
nucleo (Figura 9). Os resultados para o experimento de expressdo transiente em arabidopsis
mostram que GRF9 esta localizada no citosol e nucleo.

Como esta metodologia ndo demonstrou a mesma eficiéncia de transformacédo para
todas as construcdes, 0s experimentos de expressao transiente passaram a ser realizados em

tabaco.
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Figura 9 - Localizagdo sub-celular de GRF9 em expressdo transiente em Arabidopsis. A - Observagdo com filtro
para GFP. B - Autofluorescéncia da clorofila nos cloroplastos. C - Sobreposicéo dos filtros para GFP,
clorofila e luz transmitida. As barras de escala representam 20pum
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A transformacdo com a construcdo de GRF9 fusionada a GFP também foi realizada
em tabaco. Pela observacdo de células da epiderme de folhas de tabaco ao microscopio
confocal pdde-se observar fluorescéncia novamente no ndcleo e citosol, como nos
experimentos anteriores, e também foram abservados sinais lineares por toda a célula, com
aparéncia de uma rede de microtubulos, semelhante a sinais verificados em células marcadas
para o citoesqueleto (JACQUES; VERBELEN; VISSENBERG, 2013) (Figura 10A).

Para confirmacdo da presenca de GRF9 no citosol, que demonstraria que a proteina
poderia agir no direcionamento pelo citoplasma das proteinas organelares, fragmentos de
folhas agroinfiltradas foram submetidas a tratamento para plasmdlise das células. Pode-se
observar que as células que apresentaram fluorescéncia para GFP tiveram a membrana
separada da parede celular, verificada na imagem de sobreposicdo do filtro para GFP e
imagem de luz transmitida. O recuo da membrana e do sinal para GFP juntamente com ela,
demonstra que GRF9 estava contida no citosol (Figura 10C e D).

A transformacédo para expressdo da construcdo THI1 fusionada a GFP permitiu a
observacdo de muitos sinais de fluorescéncia em células da epiderme foliar, em estruturas que
se assemelham a cloroplastos (Figura 11). Quando estes sinais sdo sobrepostos com o filtro
para clorofila, pode-se constatar a co-localizacdo dos sinais, provando que estas estruturas séo
os cloroplastos. O sinal de GFP ndo foi visualizado apenas nos cloroplastos. Muitas células
apresentaram sinal aparentemente citosolico, que poderia indicar que a localizacéo final de
THI1 ainda ndo havia sido completada. Células também foram observadas com sinal de GFP
em estruturas menores que 0s cloroplastos, supostamente as mitocondrias. Ja foi demonstrado
que THI1 é duplo-direcionada (CHABREGAS et al.,2001), portanto isto sua localizacdo
mitocondrial também era esperada. Foram realizados ensaios para tratamento de fragmentos
de folhas infiltradas com o marcador comercial para mitocondrias (Mito Tracker - Thermo
Fisher Scientific), no entanto a marcacdo ndo ocorreu com a intensidade esperada. Uma
construcdo da sub-unidade p da ATP sintase mitocondrial (X02868) fusionada a GFP foi
utilizada como referéncia para o sinal de GFP esperado na localizacdo as mitocéndrias (Figura
12), no entanto, em agroinfiltracdo separada. Com isso, foi demonstrado que a localizacdo de
THI1 realmente ocorre nos cloroplastos e mitocondrias.

A transformacdo com a construcdo de MST1 fusionada a GFP mostrou, em células da
epiderme foliar, a presenca de sinal de GFP em estruturas similares a cloroplastos e a co-
localizacdo destas estruturas com o sinal de fluorescéncia para clorofila indica que estes sinais

provém dos cloroplastos (Figura 13). Apesar da proteina MST1 ser conhecidamente duplo-


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jacques%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24138025
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Verbelen%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24138025
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Verbelen%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24138025
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direcionada aos cloroplastos e mitocondrias (NAKAMURA; YAMAGUCHI; SANO, 2000), a

visualizacdo de GFP nas mitocondrias ndo pdde ser verificada com estes experimentos.

Figura 10 - Células da epiderme de folhas de N. tabacum transformadas com construgéo do gene GRF9 ligado a
GFP. A e C- Observagdo com filtro para GFP. B - Sobreposicdo do filtro para GFP e
autofluorescéncia da clorofila nos cloroplastos. D- Sobreposi¢do do filtro para GFP e luz transmitida.
C e D — folhas infiltradas e plasmolisadas, mostra o recuo da membrana e a conten¢do da proteina
GFP no citosol. As barras de escala representam 20um


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nakamura%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10951223
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Figura 11 — Células da epiderme de folhas de N. tabacum transformadas com constru¢do do gene THI1
fusionado a GFP. A -Observagdo com filtro para GFP. B — Imagem de luz transmitida. C-
Autofluorescéncia de clorofila nos cloroplastos. D- Sobreposicdo do filtro para GFP e clorofila. As
barras de escala representam 20um

Figura 12 — Agroinfiltracdo de N. tabacum com construcdo usada como referéncia para localizagdo mitocondrial
(sub-unidade p da ATP sintase (locus X02868) fusionada a GFP. A -Observacdo com filtro para
GFP. B — Autofluorescéncia de clorofila. D- Sobreposicdo do filtro para GFP e clorofila. As barras
de escala representam 20um
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Figura 13 — Células da epiderme foliar de N. tabacum transformadas com construgdo do gene MST1 fusionado a
GFP. A -Observagdo com filtro para GFP. B — Imagem de luz transmitida. C- Autofluorescéncia de
clorofila nos cloroplastos. D- Sobreposi¢do do filtro para GFP e clorofila. As barras de escala
representam 20pum

4.2 A proteina GRF9 interage com THI1 e MSTL1 in vivo e in planta

Para confirmar as interacdes entre GRF9 e THI1 e entre GRF9 e MST1, indicados in
silico, foram feitos experimentos in vivo e in planta com as sequéncias completas das
proteinas. Para os experimentos in vivo, foram utilizados ensaios de duplo-hibrido em
levedura e in planta, BiFC.

Nos experimentos de duplo-hibrido, as constru¢fes GRF9-pGBKT7, THI1-pGADT7 e
MST1-pGADT7, confirmadas por sequenciamento, foram transformadas em levedura AH109
e crescidas em meio de selecdo para colonias transformadas com sucesso com os dois vetores,
sendo este meio de selecdo para crescimento em auséncia de triptofano e leucina: SC-trp-leu.
Ap0bs o crescimento de coldnias, estas foram diluidas em agua destilada estéril para serem

inoculadas em placas de meios seletivos em auséncia dos aminoacidos histidina e adenina
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(SC-trp-leu-his e SC-trp-leu-his-ade) que selecionam coldnias que exibem interacdo entre as
proteinas. Nas mesmas placas de crescimento seletivo foram inoculadas colénias como
controle positivo e negativo para interagéo.

Os resultados mostram o crescimento das coldnias inoculadas em meio seletivo SC-
trp-leu-his-ade (Figura 14), que indica que as interacOes entre GRF9 e THI1, e entre GRF9 e
MST1 ocorrem in vivo, como predito pelo estudo in silico.

THI1

-trp-leu-his-ade

-trp-leu-his-ade

Figura 14 - Ensaios de duplo-hibrido em levedura de GRF9. Teste de interagdo entre GRF9 + THI1 e GRF9 +
MST1. A- Controle positivo de interacdo. B- Ensaio de interacdo. C- Controle negativo de interac&o.
Meio seletivo SC-trp-leu- demonstra transformacdo bem sucedida com os vetores para duplo-
hibrido, e SC-trp-leu-his-ade o teste de interagdo

Para a confirmacdo dos resultados verificados in vivo em levedura, foram realizados
testes de interacdo em ensaios de expressdo transiente in planta pelo o sistema BiFC
(Biomolecular Fluorescence Complementation). As sequéncias codificadoras das proteinas do
estudo foram clonadas em 2 vetores contendo parte da sequéncia da proteina YFP (YELLOW
FLUORESCENT PROTEIN). No caso de interacdo entre as proteinas, ocorre a restauragdo da
proteina YFP completa, que entdo exibe fluorescéncia no local da célula onde as proteinas
interagem. Fragmentos das folhas de tabaco agroinfiltradas foram observados em microscopio
confocal.

Puderam ser observados sinais de fluorescéncia de YFP em células de epiderme foliar
de tabaco, e as imagens obtidas, apesar de baixa intensidade, mostram sinais aparentemente
citosolicos. A sobreposicdo destas imagens com as de luz transmitida indicam que a expressao
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de YFP no ensaio de GRF9-pSPYCE e THI1-pSPYNE no citosol é bem mais clara do que a
visualizada no ensaio de GRF9-pSPYCE e MST1-pSPYNE, que ndo esta preenchendo todas
as células. O sinal visualizado na imagem de YFP para a interacdo de GRF9 e THI1 também
inclui um estdbmato proximo a célula transformada, que também exibe fluorescéncia. Na
imagem para a interagdo GRF9 e MST1, a fluorescéncia pode ser observada nos contornos de
diversas células epiteliais que a imagem inclui, que indica a expressdo de YFP no citosol. Os
resultados dos ensaios de BiFC mostram a ocorréncia de interagcdo in planta entre GRF9 e
THI1 (Figura 15) e entre GRF9 e MST1 (Figura 16), e que essas interacdes se localizam no
citosol.

Figura 15 - Células da epiderme de folhas de N. tabacum agroinfiltradas com as constru¢des GRF9 (pSPYCE) e
THI1 (pSPYNE). A- Observacéo sob filtro para YFP. B- Imagem de luz transmitida. C- Filtro para
clorofila. D- Sobreposi¢do do filtro para YFP, clorofila e luz transmitida. As barras de escala
representam 40 um
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Figura 16 - Células da epiderme de folhas de N. tabacum agroinfiltradas com as construcées GRF9 (pSPYCE) e
MST1 (pSPYNE). A- Observacéo sob filtro para YFP. B- Imagem de luz transmitida. C- Filtro para
clorofila. D- Sobreposicdo do filtro para YFP, clorofila e luz transmitida. As barras de escala
representam 20 pum

4.3 A regido Box 1 é importante para a interacédo entre GRF9 e proteinas cliente

Foi iniciada a caracterizacdo da interacdo entre as proteinas GRF9 e THI1 e entre
GRF9 e MST1 por meio de delecbes na sequéncia codificadora da proteina GRF9 e
subsequentes ensaios de duplo-hibrido em levedura.

A primeira delecdo planejada e realizada na regido Box 1 de 14-3-3 (Figura 17) foi
utilizada nos experimentos que pretenderam verificar se esta regido em GRF9 também é

importante na interacdo com THI1 e MSTL1.

GRF9 (GF14 mu):
MGSGKERDTFVYLAKLSEQAERYEEMVESMKSVAKLNVDLTVEERNLLSVGYKNVIGSR
RASWRIFSSIEQKEAVKGNDVNVKRIKEYMEKVELELSNICIDIMSVLDEHLIPSASEGEST
VFFNKMKGDYYRYLAEFKSGNERKEAADQSLKAYEIATTAAEAKLPPTHPIRLGLALNFS
VFYYEIMNAPERACHLAKQAFDEAISELDTLNEESYKDSTLIMQLLRDNLTLWTSDISEE
GGDDAHKTNGSAKPGAGGDDAEVSIRDSFTRGKSN

Figura 17 — Regido Box1 deletada na sequéncia de GRF9, destacada em negrito.
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A construcdo GRF9-Dell-pGBKT7 foi testada contra as constru¢bes contendo as
proteinas completas de THI1-pGADT7 ou MST1-pGADTY. Foi realizada sele¢éo de coldnias
transformadas com os dois vetores (pGADT7 e pGBKT7) e ap6s crescimento de 3-4 dias
essas colonias foram inoculadas em 2 tipos de meio seletivo para indicar interacdo entre as
proteinas, em auséncia dos aminoacidos histidina e adenina (SC-trp-leu-his e SC-trp-leu-his-
ade).

O resultado dos ensaios de GRF9-Dell contra THI1 e GRF9-Dell contra MST1
indicaram a auséncia de interacdo em ambos os casos (Figura 18).

THI1

-trp-leu -trp-leu-his

-trp-leu-his-ade

A
B
C
MST1
-trp-leu -trp-leu-his -trp-leu-his-ade

A

ve]

Figura 18 - Ensaios de duplo-hibrido em levedura. Teste de interacdo entre GRF9-Dell + THI1 e GRF9-Dell +
MST1. A- Controle positivo de interacdo. B- Ensaio de interacdo. C- Controle negativo de interac&o.
Meio seletivo SC-trp-leu- demonstra transformacdo bem sucedida com os vetores para duplo-
hibrido, e SC-trp-leu-his- e SC-trp-leu-his-ade, os testes de interacéo

4.4 Predicd@o de aminoacidos importantes na interacdo de GRF9 e proteinas alvo

Para a identificagdo de aminoéacidos especificos de GRF9 envolvidos na interacdo com
outras proteinas, foram conduzidos ensaios computacionais para predicdo das estrutura
tridimensionais das proteinas e também das interagdes verificadas nos ensaios in vivo, a fim
de direcionar futuros experimentos, de delecdo ou substituicdo de residuos de aminoécidos

nas proteinas do estudo, e continuar a caracterizagdo dessas interagoes.
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A predigdo estrutural por homologia foi realizada para GRF9, THI1 e MST1, para as
quais foi possivel encontrar estruturas de proteinas homologas disponiveis no banco de dados
publico do PDB.

Os modos de interacdo preditos entre o dimero da proteina GRF9 e as proteinas alvo
mostraram THI1 e MST1 em interacdo com a regido C-terminal dos mondmeros de GRF9
(Figura 19), confirmando a relevancia dessa regido para interagdes proteina-proteina
(ICHIMURA et al., 1997).

GRF9-THI1 GRF9-MST

Figura 19 — Modos de interacdo preditos entre o dimero de GRF9 (branco) e as proteinas THI1 e MST

(coloridas).

O papel da regido Box 1 da GRF9 foi analisado nos resultados do docking. Os
experimentos de predicdo mostram que residuos presentes nesta regido estdo envolvidos em
ambas as interacfes, GRF9-MST e GRF9-THI1. Todos os residuos observados envolvidos na
interacdo GRF9-MST e GRF9-THI1 sdo apresentados no ANEXO A.

Em um dos monémeros de GRF9, a previsdo mostrou uma lisina presente na regiao
Box 1 em ligacdo, por ponte de hidrogénio, com uma serina da proteina MST (Figura 20).

Essa mesma lisina da regido Box 1 de GRF9 interage com uma serina de THI1 por
ponte de hidrogénio, e também com um é&cido glutdmico (ponte de hidrogénio e ligacdo
idnica) (Figura 21). Além disso, um residuo de acido glutamico da regido Box 1, presente no
outro monémero de GRF9, também foi predito como envolvido na interacdo, ligando-se a
uma asparagina (ponte de hidrogénio) e uma arginina (ponte de hidrogénio e ligacdo ibnica)
de THIL.
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Figura 19 — Anadlise da interacdo entre o dimero de GRF9 (branco) e a proteina MST (azul), de acordo com a
predicdo por docking estrutural. A regido deletada de GRF9 nos ensaios in vivo é apresentada em
vermelho em cada um dos mondmeros. A linha pontilhada em amarelo representa a ponte de

hidrogénio observada entre as proteinas

Figura 20 — Andlise da interacdo entre o dimero de GRF9 (branco) e a proteina THI1 (verde), de acordo com a
predicdo por docking estrutural. A regido deletada de GRF9 nos ensaios in vivo é apresentada em
vermelho em cada um dos mondmeros. As linhas pontilhadas em amarelo representam as pontes de

hidrogénio observadas entre as proteinas
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A lisina da regido Box 1 que foi indicada em interagdo nos dois casos pode ser

visualizada na sequéncia de GRF9 (Figura 21).

GRF9 (GF14 mu):
MGSGKERDTFVYLAKLSE QAERYEEMVESMKSVAKLNVDLTVEERNLLSVGYKNVIGSR

RASWRIFSSIEQKEAVKGNDVNVKRIKEYMEKVELELSNICIDIMSVLDEHLIPSASEGEST
VFFNKMKGDYYRYLAEFKSGNERKEAADQSLKAYEIATTAAEAKLPPTHPIRLGLALNFS
VFYYEIMNAPERACHL AFDEAISELDTLNEESYKDSTLIMQLLRDNLTLWTSDISEE

GGDDAHKTNGSAKPGAGGDDAEVSIRDSFTRGKSN

Figura 21-Destaque na lisina de Box 1 numerada como Lys424 no complexo de GRF9 com THI1 e MST1.

Foram realizadas buscas na seqtiéncia de THI1 e MST1 para verificar a presenca de
motivos consenso de ligacdo a proteinas 14-3-3 e sitios de fosforilacdo, utilizando-se os
programas Prosite (http://kr.expasy.org/tools/scanprosite/) e PhosPhat
(http://phosphat.mpimp-golm.mpg.de/) (DUREK et al., 2009; HEAZLEWOOD et al., 2008).
N&o foram encontrados em THI1 ou MSTL1 os sitios de ligacdo a proteinas 14-3-3 mais
comuns (RSXpSXP e RXY/FXpSXP) (YAFFE et al., 1997). No entanto, um sitio alternativo
de ligagcdo a 14-3-3, SXP (SOROKINA et al.,2011), foi verificado em 3 pontos de MST1,
mas ndo THIZ1, o que indica que seu modo de interacéo € outro.

A predicdo dos residuos fosforilados dessas proteinas foi visualizada no programa
PhosPhat (http://phosphat.uni-hohenheim.de/phosphat.html?code=AT5G54770.1,
http://phosphat.uni-hohenheim.de/phosphat.html?code=AT1G79230.1). Os resultados da
analise dos sitios fosforilados preditos mostra que THI1 possui 14 sitios de fosforilacao,
sendo que 3 deles sdo fosfoserinas. Ja MSTL1 possui 16 sitios de fosforilacdo preditos, 4
fosfoserinas. A Serl7, na estrutura gerada para predicdo estrutural de THI1, corresponde a
uma serina na sequéncia de A. thaliana que estd em uma regido considerada um hotspot para
fosforilacdo. J& Ser228, que € a serina na predicdo estrutural de MST que interage com GRF9,

ndo corresponde a posicao das serinas fosforiladas na sequéncia de MST1 de A. thaliana.

4.5 Andlises de expressdo em mutantes silenciados

Para a continuidade dos experimentos de caracterizagdo de GRF9 e subsequentemente
testar os efeitos do silenciamento e superexpressdo de GRF9 para a localizagdo sub-celular de
proteinas organelares, foram realizadas buscas por mutantes com insercdo de DNA de

transferéncia (T-DNA) para os experimentos com GRF9 silenciada, no banco de dados do
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TAIR (“The Arabidopsis Information Resource”). Mutantes com inser¢do de T-DNA na
regido 5’-UTR de GRF9 (SALK _020026C) foram analisados utilizando iniciadores
flanqueando a regido do T-DNA (APENDICE E) e o iniciador Lbb1.3, utilizado para
genotipagem de mutantes.

Alguns individuos analisados apresentaram amplificacdo em reagdes de PCR para o
iniciador Lbb1.3 e ndo apresentaram produto de amplificacdo em reacdes de PCR utilizando
primers para real-time PCR, especificos para a isoforma GRF9 (HE et al., 2015) utilizando os
iniciadores flanqueadores, indicando genétipo de mutantes homozigotos (ANEXO B). Estas
plantas foram utilizadas para analise de expressdo génica, com extracdo do RNA e producéao
de cDNA.

Estes mutantes apresentaram expressdo génica diminuida quando em comparagao com
a expressao do gene GRF9 em plantas selvagens (Figura 22). Este resultado indica que o
nocaute € confirmado nesta linhagem mutante SALK_020026C

WT T-DNA

GRF9-RT

Actin7

Figura 22- Anélise de expressdo génica de SALK _020026C. O gene Actina 7 foi usado como controle

4.6 Obtencao de plantas trangénicas superexpressando GRF9

Plantas de Arabidopsis thaliana Col-0 foram transformadas para expressdo estavel da
proteina GRF9 em vetor de superexpressdo na Ohio State University (ABRC Lab).

As plantas F1 foram selecionadas em meio MS com canamicina e genotipadas com
iniciador 35S e iniciador reverso do gene GRF9. As sementes resultantes das plantas F1 com
0 genotipo 35S:GRF9 foram enviadas ao Brasil, e foram novamente selecionadas em meio
com canamicina para selecdo e analise das linhagens resultantes. Uma amostra das sementes
selecionadas novamente por canamicina (25 plantas F2) foi analisada para cada linhagem F1

(previamente genotipada como 35S:GRF9).
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Foi realizada a extracdo de RNA, produgdo de cDNA, e analises de PCR (F: 5’
TGATTGGTTCAAGGAGAGCTT 3’; R: 5> AGTAGATTCACCCTCGGAAG 3’) destas
plantas. Pela comparacdo dos padres de expressdo verificados em um numero de plantas
pertencentes a mesma familia (10-20 plantas), verificou-se que apenas uma linhagem
transgénica em homozigose foi obtida (Figura 23). A anéalise de expressdo confirmou que as
plantas dessa linhagem apresentam nivel de expressdo de GRF9 maior do que plantas
selvagens (WT).

WT 35S:GRF9

ACT7

Figura 23 - Andlise de expressdo génica de linhagem em homozigose superexpressando GRF9. O gene Actina 7
foi usado como controle

4.7 Obtencéo de genotipo CS3469/TH-1-GFP

Foi gerado um gendtipo inicial para a obtencdo de populacdo mutante em busca de
novos fatores envolvidos no direcionamento de proteinas aos cloroplastos e estes
procedimentos foram realizados na Ohio State University, no laboratorio do ABRC, sob a
supervisdo da Dra. Jelena Brkljacic.

Como complementacdo dos experimentos de caracterizacdo de GRF9 foi realizado um
experimento de interacdo in vivo entre a proteina GRF9 e TH-1. A construcdo da sequéncia de
TH-1 no vetor de duplo-hibrido pGADT?7 foi usada para transformacéo de levedura e ensaios
contra GRF9 em meios seletivos para a interacdo. Os resultados mostram a interacdo ainda
ndo relatada de GRF9 e TH-1 (Figura 24).
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Figura 24 - Ensaio de duplo hibrido em levedura. Teste de interacdo entre GRF9 + TH-1. A- Controle positivo
de interacdo. B- Ensaio de interacdo. C- Controle negativo de interacdo. Meio seletivo SC-trp-leu-
demonstra transformacdo bem sucedida com os vetores para duplo-hibrido, e SC-trp-leu-his-ade, o
teste de interacdo

A construcdo da sequéncia de TH-1 fusionada a GFP foi transformada em folhas de N.
tabacum e visualizadas em microscopio confocal. As imagens para o filtro GFP mostram a
expressdo de GFP em estruturas que se assemelham aos cloroplastos, o que pode ser
confirmado pela sobreposicdo da imagem do filtro para GFP e clorofila, que se co-localizam

nas mesmas estruturas (Figura 25).

Figura 25 — Expressdo transiente de TH-1 fusionada a GFP. A — Filtro para GFP. B- Imagem de luz transmitida.
C- Filtro para clorofila. D- Sobreposicdo das imagens de luz transmitida, e filtros para GFP e
clorofila, mostrando localizac&o cloroplastidial de TH1. As barras representam 20 pm
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Esta construgéo foi utilizada para a complementagédo do mutante CS3469. Foi obtido
sucesso nas transformagdes com a continuidade da irrigacdo das plantas com solucdo de
tiamina até a producdo de sementes. A geracdo F1 do mutante CS3469 complementado com
construcdo de TH-1 fusionada a GFP foi genotipada utilizando iniciadores do gene TH-1 e do
vetor (GFP-Rev), que resultaram em produtos de tamanho esperado (Figura 26) mostrando
que a complementacdo de TH-1-GFP foi realizada.

Gl €2

Qe h

Figura 26- A- Plantas F1 resultantes da complementacdo de TH1-GFP em mutante CS3469 (Cl e C2); B-
Resultados da genotipagem das plantas transgénicas

As linhagens F2 das plantas complementadas CS3469-TH1-GFP foram testadas em
meio de crescimento com auséncia de tiamina para verificar se a complementacdo foi bem

sucedida.
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Como pode-se ver na Figura 27, o mutante CS3469, que possui o0 gene thl silenciado,
ndo é capaz de realizar biossintese de tiamina, necessitando de complementacdo no meio de

cultura ou solo.

MS+thi

‘??iaéf‘v Il ol

Figura 27- Testes de crescimento mutante CS3469. Meio de crescimento (MS ou solo) com presenca ou auséncia
de tiamina 0,01% (thi).

Como um controle negativo para a fluorescéncia de GFP o mutante CS3469, nao

complementado com a construgéo, foi visualizado em microscépio confocal (Figura 28)

Figura 28 — Controle negativo de fluorescéncia de GFP em CS3469. Sobreposicdo GFP e clorofila.

As linhagens F2 das plantas complementadas CS3469-TH1-GFP foram testadas. Do
teste realizado em 10 linhagens, 4 apresentaram o fenotipo complementado com TH1-GFP,
com crescimento em meio na auséncia de tiamina, pois a producdo da proteina TH1 esta
sendo realizada, e nestas linhagens € possivel a visualizagdo de GFP nos cloroplastos das

folhas, mostrando a localizagéo de TH1 nestas organelas (Figura 29).
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Figura 29 — Testes de crescimento linhagens 1, 2, 3 e 4 de CS3469/TH-1-GFP. Meio de crescimento com
presenca (thi) e auséncia de tiamina 0,01% e visualizacdo confocal destas plantas. A- GFP. B —
Clorofila. C- Sobreposi¢do GFP e clorofila. 20pm

As linhagens complementadas com TH-1-GFP estdo sendo mantidas em solo com
auséncia de irrigacdo de tiamina e serdo utilizadas na continuacdo dos experimentos (Figura
30).

Figura 30 — Plantas mutantes CS3469/TH-1-GFP.
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As plantas serdo utilizadas nos experimentos para indugdo de mutagdes aleatorias no
genoma de sementes tratadas com o mutagénico quimico EMS (etil metano sulfonato).
Espera-se encontrar na populacdo resultante, mutantes com alteracao fenotipica relacionada a
localizacdo final da proteina TH-1 e, desta maneira, descobrir 0s genes responsaveis pela
alteragéo.
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5 DISCUSSAO

A proteina GRF9 apresentou interacdo in vivo e in planta com as proteinas THIL e
TH-1, importantes na biossintese da tiamina, e MST1. As evidéncias de interacdo de proteinas
organelares com GRF9, uma proteina 14-3-3 com diversas funcdes relatadas mas até hoje,
nenhuma em relacdo a biossintese da tiamina, ou & detoxificacdo de acido cianidrico
(realizada pela proteina MST1) nos leva a cogitar se sua funcdo ao interagir com as mesmas
tem relagdo com o direcionamento, no momento em que ainda se encontram no citosol, onde
parecem interagir, de acordo com os resultados de interacéo in planta.

O resultado dos ensaios de GRF9-Dell contra THI1 e MST1 indicaram a auséncia de
interacdo em ambos o0s casos. A regido Box1 de GRF9 se mostrou essencial para a interacao
com THI1 e MST1 in vivo e este resultado mostra que a regido deletada é importante na
conformacéo estrutural de GRF9 e que aminoacidos presentes nessa regido podem estar em
interacdo com THI1 e MST1.

Certamente essa delecdo em GRF9 gerou uma alterag@o dréstica para a proteina, que
perdeu 2 helices, no entanto a delecdo desta sequéncia completa foi a mesma abordagem
utilizada em estudos in vitro (ICHIMURA et al., 1997). Molzan et al. (2011) verificou a
interacdo de 14-3-3¢ (de humanos) e a proteina myeloid leukaemia factor 1 (MLF1), por um
motivo de ligacdo fosforilado, também ocorrendo nesta regido. Yaffe et al. (1997), apds
analise estrutural, identificou aminoacidos da sequéncia de 14-3-3 importantes para a
interacdo com proteinas alvo, sendo que lisinas foram identificadas como essenciais para a
manutencdo de sua conformacao estrutural e agindo nas interac6es proteina-proteina.

O papel da regido Box 1 da GRF9 foi analisado nos resultados do docking. Nos
ensaios in vivo observou-se que a remocao dessa regido causa perda na capacidade de ligacdo
entre GRF9 e as proteinas MST e THI1. Os experimentos de predicdo mostram que residuos
presentes nesta regido estdo envolvidos em ambas as interagdes, GRF9-MST e GRF9-THI 1.

A interacdo de GRF9 com serinas em THI1 e MST1 estd em acordo com dados sobre
a importancia de fosfoserinas na interacdo com 14-3-3 (MUSLIN et al., 1996). Esses
resultados levantam uma hipo6tese de como a dele¢do da regido Box 1 de GRF9 pode ter
afetado a interacdo com THI1 e MST1, pela predicdo da interacdo entre residuos desta regido
e das proteinas alvo.

Os sitios de ligacdo a proteinas 14-3-3 mais comuns ndo foram encontrados em THI1
e MST1, mas apesar de um grande namero de proteinas alvo de 14-3-3 reproduzir esses sitios
com exatiddo, uma mesma porcentagem de proteinas ndo os possui (YAFFE et al., 1997). Nos

motivos de interacdo a 14-3-3, os residuos ao redor das fosfoserinas podem variar; no entanto,
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quanto mais préximos estiverem das caracteristicas presentes nos motivos conhecidos, mais
forte a interacdo entre as proteinas, como a presenca de Arg na posi¢cdo -3 ou -4 das
fosfoserinas; e isto pode ser determinante na funcdo que 14-3-3 terd sobre a proteina alvo,
como sequestradora, ou adaptadora (YAFFE et al., 1997). Como ndo foram verificadas as
caracteristicas esperadas em ligacdes com 14-3-3 em THI1 e MST1, talvez a interacdo entre
elas poderia ser de menor forca e estabilidade, pois seria uma interacdo transiente até o
destino final das proteinas.

A interacdo de 14-3-3 a residuos fosforilados em proteinas alvo € bem comum
(RITTINGER et al., 1999; FURUKAWA et al., 1993; MUSLIN et al., 1996). Estes residuos,
além dos residuos de THI1 e MST1 preditos na interacdo com GRF9 poderiam ser preferidos
em proximas delecOes e substituicbes para a identificacdo dos sitios essenciais a interacéo
entre as proteinas do estudo.

Nos experimentos de localizacdo sub-celular de GRF9, a fluorescéncia pode ser
observada no citosol e nucleo, como ja foi reportado (KOROLEVA et al, 2005) e
aparentemente também no citoesqueleto. A localizagcdo de GRF9 no citoesqueleto ndo havia
sido verificada antes em estudos da fusdo da proteina com GFP. Os tratamentos de folhas
infiltradas para plasmolise mostram a presenca de GRF9 no citosol, e a interacdo in planta
com THI1 e MST1 ocorrendo no citosol. A localizacdo de GRF9 no citosol tornaria possivel
sua interacdo com pré-proteinas que apds a traducdo se beneficiariam da estabilidade
fornecida pela interacdo com proteinas chaperonas durante a movimentacao até seus destinos
finais. Existem estudos que mostram chaperonas purificadas em complexos proteicos, agindo
com outras proteinas citosolicas ou co-chaperonas, que estabilizam a interacdo com proteinas
recém sintetizadas (FELLERER et al., 2011). Dados sobre formacao de complexos de 14-3-3
com chaperonas Hsp70 (MAY; SOLL, 2000) sugerem que sua participacdo na localizacéo
final de pré-proteinas seria como co-chaperona, auxiliando as interacdes proteina-proteina.

Os variados modos de acéo que proteinas 14-3-3 possuem sobre suas proteinas alvo as
tornam candidatas potenciais para a formacédo de complexos proteicos com outras proteinas. A
formacdo de complexos ocorreria pela associacdo de duas proteinas com GRF9, interagindo
com as duas partes do dimero no qual as 14-3-3 costumam se organizar. A possibilidade de
formacdo de heterodimeros aumenta as possibilidades de interacdo com proteinas alvo
(JONES et al., 1995). A ac¢do das proteinas 14-3-3 também pode ser mascarar ou expor sinais
de direcionamento, que levam a alteracdo da localizagdo sub-celular de proteinas alvo, como
diversos estudos de shuttling demonstram (CAHILL et al, 2001; GROZINGER,;
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SCHREIBER, 2000; BASU et al., 2003; JIANG et al., 2003; KUMAGAI; DUNPHY, 1999;
SEIMIYA et al., 2000; YANG et al., 1999).

Recentemente, foi verificado o aumento de transcritos de 14-3-3 em plantas sob
estresse térmico (altas temperaturas), especialmente da isoforma GRF9 (DOBRA et al., 2015),
que indica seu potencial como proteina reguladora envolvida em resposta ao estresse. Estes
dados podem indicar que GRF9 possui funcdo similar a outras chaperonas na manutencao da
conformacdo de proteinas alvo e evitar a denaturacdo (FRYDMAN, 2001). Ja foi observado
que a interacdo com proteinas 14-3-3 pode alterar a conformagdo estrutural de uma proteina
alvo (GOKIRMAK; PAUL; FERL, 2010), que ¢ um dos modos de a¢io das chaperonas.

As 14-3-3 estdo envolvidas em diversas funcdes e seu potencial no direcionamento de
proteinas organelares em plantas podera ser confirmado com a continuidade dos experimentos
de caracterizacdo da GRF9 e com testes de plantas nocaute cruzadas com plantas expressando
proteinas organelares fusionadas a GFP, que poderd confirmar esta fungdo, caso seja
observada alteracdo na eficiéncia do direcionamento organelar.

A obtencéo de populagdes mutantes € uma ferramenta que permite desvendar fungdes
desconhecidas de genes relacionados a um fendtipo de interesse, pelo mapeamento das
linhagens mutantes e posterior sequenciamento. Avancos de NGS (Next Generation
Sequencing) para o sequénciamento de genomas facilitaram o processo de identificacdo de
mutaces, tornando-o mais rapido e acessivel. PopulacGes mutantes geradas através do uso de
EMS permitiram a descoberta de genes responsaveis por diversos processos celulares, como o
Constitutive Triple Response 1 (CTR1 - AT5G03730), envolvido no desenvolvimento de raiz
mediado por boro (TABATA et al., 2013), identificado apos selecdo de populacdo mutante. E
também de componentes envolvidos na resposta a ABA. Através do estudo de fenotipos
provenientes de uma popula¢do mutante se descobriu também uma ligacdo entre componentes
envolvidos na resposta a ABA e estresses abidticos na germinacdo de sementes. O mutante
abhl possui tolerancia a seca e hipersensibilidade a ABA durante a germinacdo. Apds geracao
de um mutante com fenotipo insensivel a ABA (soal- suppressor of abhl hypersensitivity to
ABA 1), foi identificado que a mutacdo causadora de soal ocorre no gene de ABI4 (ABA
insensitive 4) (DASZKOWSKA-GOLEC et al, 2013).

Em vista do fato que existem muitas questdes ndo respondidas em relacdo ao
mecanismo de importacdo de proteinas ao cloroplasto, é provavel que proteinas adicionais, ou
fatores regulatérios, ainda possam ser descobertos. Para a busca de novos mecanismos
envolvidos no direcionamento organelar foi escolhido um mutante para a proteina TH-1

(A1G22940) na geragdo do gendtipo inicial para os experimentos. Esta proteina também esta
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envolvida na biossintese da tiamina (GOYER, 2010) e sua escolha foi realizada por esta se
localizar apenas aos cloroplastos, diferentemente de THI1, que é duplo-direcionada. Desta
forma, serd possivel isolar fatores celulares agindo o direcionamento, visto que proteinas
duplo-direcionadas poderiam ter sua localizacdo influenciada por determinados contextos
ambientais (SILVA-FILHO, 2003).

Como base para o gendtipo gerado foi utilizado um duplo mutante condicional letal
(CS3469), que permite a sobrevivéncia da planta nula em thl por irrigacdo com solucéo de
tiamina no solo. Assim, haverda um fenétipo facilmente reconhecivel (folhas
branco/amareladas) para plantas que tiveram a biossintese de tiamina afetada, e desta forma, a
selecdo de plantas para anélise no microscépio de fluorescéncia sera mais direta. Apenas as
plantas que apresentem o fenotipo de selecdo inicial serdo analisadas para o fendtipo de
interesse, que é a alteracdo da localizacdo de TH-1 fusionada a GFP. Além disso, 0 mutante
CS3469 permite que as plantas que apresentarem o fenotipo letal possam ser irrigadas com
solucgéo contendo tiamina para que retornem a sua forma saudavel.

A geracédo do genotipo CS3469/TH-1-GFP para obtencédo de populacdo mutante abre a
oportunidade de estudos futuros no laboratorio. A selecédo das linhagens resultantes pode levar
a descoberta de mutantes que tiveram o transporte de TH1 ao cloroplasto impedido, por

fatores ainda desconhecidos, que poderdo ser entdo mapeados e identificados.



75

6 CONCLUSOES

- GRF9 interage com as proteinas duplo-direcionadas MST1 e THI1, e com TH-1, direcionada
aos cloroplastos.

- A regido Box 1 de GRF9 é essencial para a interacdo com THI1 e MST1.
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Apéndice A - Iniciadores especificos para 0s genes GRF9 (AT2G42590), THIL(AT5G54770), MST1
(AT1G79230), utilizados para inser¢éo no vetor de entrada p-ENTR-D-TOPO (Invitrogen)

Genes

Iniciador (5’-3’)

AT2G42590 pENTR Fwd
AT2G42590 pENTR Rev
AT5G54770 pENTR Fwd
AT5G54770 pENTR Rev
AT1G79230 pENTR Fwd
AT1G79230 pENTR Rev

CACCATGGGTTCTGGAAAAGAG
ATTTGATTTACCCCGAGTAA
CACCATGGCTGCCATAGCTTCTACT
AGCATCTACGGTTTCAGCTGAATCT
CACCATGGCCTCGACCCTTTTCT
TGAAGAAGATTCAACACTCTCTATGGG

Apéndice B - Iniciadores especificos para clonagem dos genes GRF9 (AT2G42590.3), THI1(AT5G54770),
MST1 (AT1G79230) em vetores para ensaios de duplo-hibrido em levedura

Gene Iniciador (5°-3°)
AT2G42590 Fwd TTAGAATTCATGGGTTCTGGAAAAGAGCGT
AT2G42590 Rev TTAGGATCCTTAATTTGATTTACCCCGAGT
AT1G79230 Fwd TTAGAATTCATGGCCTCGACCCTTTT
AT1G79230 Rev TTACTCGAGTCATGAAGAAGATTCAACACT
AT5G54770 Fwd TTAGAATTCATGGCTGCCATAGCTT
AT5G54770 Rev TTACTCGAGTTAAGCATCTACGGTTTCA

Apéndice C - Iniciadores especificos para os genes GRF9 (AT2G42590), THI1(AT5G54770), MST1
(AT1G79230), para construcdes em vetores de BiFC

Gene

Iniciador (5°-3°)

AT2G42590 BiFC Fwd
AT2G42590 BiFC Rev
AT5G54770 BiFC Fwd
AT5G54770 BiFC Rev
AT1G79230 BiFC Fwd
AT1G79230 BiFC Rev

GCTCTAGAATGGGTTCTGGAAAAGAGCGT
CGGGATCCATTTGATTTACCCCGAGTAAA
TTTCTAGAATGGCTGCCATAGCTTCTACTC
TTGGATCCAGCATCTACGGTTTCAGC
TTATCTAGAATGGCCTCGACCCTTTTCTCC
TTGGATCCTGAAGAAGATTCAACACTCTCTATGG
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Apéndice D - Iniciadores gerados para a construcdo de GRF9-Dell

Nome iniciador Sequéncia (5°-3”)
GRF9-DEL-1-Fwd TTAGAATTCATGGGTTCTGGAAAAGAGCGT
GRF9-DEL-4-Rev TTAGGATCCTTAATTTGATTTACCCCGAGT
GRF9-DEL-2-Rev TAAGCTCCCTCCAACACACCCT
GRF9-DEL-23-Rev TTAAGGTGCTATCTTTGTAGGAAGGGTGTGTTGGAGGGAGCT
GRF9-DEL-3-Fwd TCCTACAAAGATAGCACCTTAA
GRF9-DEL-32-Fwd AGCTCCCTCCAACACACCCTTCCTACAAAGATAGCACCTTAA

Apéndice E - Iniciadores para deteccdo especifica de GRF9

Nome iniciador Sequéncia (5°-3°)
TGATTGGTTCAAGGAGAGCTT

GRF9 detect-1-FDW

GRF9 detect-1- REV AGTAGATTCACCCTCGGAAG

Apéndice F - Mapa dos vetors utilizados no sistema duplo-hibrido em levedura, pGADT7 e pGBKT7
(MATCHMAKER Two-Hybrid System, Clontech Laboratories, Inc.)

Hind I

Hindlll
(€644

Hind Il
(1480)

Hindll
{1606)

. SWa0 NLS
Amp pGADT7 GAMAD pGBKT7 T anomt

13kb

Hind 1I1
(2280}
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Apéndice G - Vetores para ensaios de BiFC. O plasmidio pSPYNE-35S, codifica a regido N-terminal da proteina
YFP, e o plasmidio pSPYCE, a regido C-terminal. No caso de interagdo entre as proteinas
inseridas nos vetores, a proteina YFP é restaurada e observada por fluorescéncia

c-myc
YFP"
PSPYNE-35S CSI (aa 1-155)
HA _
_ YFP
pSPYCE-35S "MCSI (aa 156-239)

.........

pulll

al pal tul AscI pel amHI Clal all Xhol CCGﬁénI ma;ar
T S T S S A e S e A A N ¢

CTCTAGAGTTAAC CGGG CTC AGGCC TGGC GCGC CAC TAGT GGA TCCA TCGA TAG TACT GTCGACC TCGA GGG TACCGCTC CCGGGAT G
S RV NRAQAWRATSG S IDSTVDILETGTA AZPGM
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Apéndice H - Vetores pK7FWG2,0 (A) para expressdo de GFP e pK7WG2 (B) para superexpressao, utilizados
para clonagens com sequéncias do estudo

Xbal (11671) Apalif)
A Smal (11862) Aatil (7]

Xmal (11860)

Sacil (11736) Sacl] (245)

Kan Egfp

attR2

Xmal (13259
Smal (1361)
ccdB

EcoRI {2226

LB

SmSpR

pKTFWG2,0
11880 byp

p3ss
Sac] (3751)

Hinglili {3753)
RB

Cla) (7007
Xbai (11130) Apal (1]
B Smal (11149 Aatii (7)
Xmal (11138 T35S

Sacll (11015) Sacil (245
attR2

Xmal (838)

Kan
LB Bmal (540)
cedB
EcoRI[(1507)
attR 1
Spel [1963)
SmiSpR

pK7TWG2,0
11159 by

Cla) (5256
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Anexo A — Lista de residuos envolvidos nas interacbes GRF9-MST e GRF9-THI1

GRF9-MST GRF9-THI1
GRF9 MST* GRF9 THI1*
Leu204 Aspl04 (PH)
Asp205 Aspl04 (1)
Leu207 Tyr106 (H)
Glu209 Arg86 (PH e I); Asn213 (PH)
lle84 (H); Tyr106 (H); Met212
Tyr212 (H); Met246 (PH); Pro248 (H);
lle152 (H); Tyr153 (H; PH) Tyr212 Thr249 (PH)
Leu75 (PH); Phe80 (PH);
Lys213 Ala82 (PH)
Leu217 11139 (H); Leul40 (H); Tyrl53
(H) Leu217 Phe80 (H); Ala82 (H)
GIn220 Ser143 (PH); Alal44 (PH)
Leu221 z:ﬁ)139 (H); Leul40 (H); Tyr153
Arg223 Glul47 (1); Val 158 (PH)
Lys297 Asp129 (1) Lys297 Aspl84 (PHel)
Lys301 Aspl84 (1)
Tyr410 Leul56 (H); Vall157(H)
Asn414 Asnl60 (PH)
Pro416 Metl67 (H)
Lys424 Ser228 (PH) Lys424 Glul3 (PH e 1); Serl7 (PH)
Asp428 Glul3 (1)
Leud34 Alal96 (H); Ala202 (H)
Lys443 Glu3l (PH e I); GIn32 (PH)
Thr446 GIn32 (PH); Arg33 (PH)
Leud47 Arg33 (PH)
Tyr27 (PH); Arg33 (PH); Gly92
GInas0 (PyH) (PH): Args3 (PR): Gy GIn450 Phe8 (PH)
Argas3 Asp9l (1); Lys93 (PH); Asn230 llell (PH); Lys12 (PH); Glul3
(PH) Arg453 (1)
Asp454 Arg33 (1); Gly92 (PH); Lys93 (1) | Asp454 Phe6 (PH)
Leud56 Tyrl (H e PH)
Thr457 Prol121 (PH); Asn230 (PH) Thr457 Asp2 (PH)
Leud58 Alal25 (H); Tyr128 (H) Leud58 Leu3 (H); Val67 (H)
Thr460 Ser228 (PH) Thrda60 Tyrl (PH); Tyr24 (PH)

*Tipos de interagdo: H — hidrofébica; PH — ponte de hidrogénio; e | —idnica
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Anexo B - Confirmacéo da inser¢do de T-DNA em mutantes SALK_020026C feita por PCR do DNA genémico
de plantas

GRF9-F2+ Lbb1.3




