PATRICIA PEREIRA FONTES

IDENTIFICAGAO DE INTERAGOES PROTEINA-PROTEINA DO FATOR DE
TRANSCRICAO GmbZIPE2 DE SOJA (Glycine max)

Dissertacao apresentada a
Universidade Federal de Vigosa,
como parte das exigéncias do
Programa de Pdés-Graduacdo em
Bioquimica Aplicada, para obtencao
do titulo de Magister Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL
2016



Ficha catalografica preparada pela Biblioteca Central da
Universidade Federal de Vicosa - CAmpus Vicosa

Fontes, Patricia Pereira, 1991-
F682i Identificacdo de interagdes proteina-proteina do fator
2016 de transcricdo GmbZIPE2 de soja (Glycine max) / Patricia
Pereira Fontes. - Vigosa, MG, 2016.
vii, 42f. : il. (algumas color.) ; 29 cm.

Inclui anexos.

Orientador : Luciano Gomes Fietto.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de
Vicosa.

Referéncias bibliograficas: £.33-40.

1. Soja - Interacdo proteina-proteina. I. Universidade
Federal de Vicosa. Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular. Programa de Pds-graduacdo em Bioquimica
Aplicada. II. Titulo.

CDD 22. ed. 633.34




PATRICIA PEREIRA FONTES

IDENTIFICACAO DE Il\lTERAQC)ES PROTEINA-PROTEINA DO FATOR DE
TRANSCRICAO GmbZIPE2 DE SOJA (Glycine max)

Dissertacao apresentada a
Universidade Federal de Vigosa,
como parte das exigéncias do
Programa de PoOs-Graduacdo em
Bioquimica Aplicala para obtencdo
do titulo de Magister Scientiae.

APROVADA: 22 de julho de 2016.

Pedro Augusto Braga dos Reis Maria Cristina Baracat-Pereira

Luciano Gomes Fietto
(Orientador)



AGRADECIMENTOS

A Deus, por ter me guiado em cada passo, dando sabedoria e for¢a para chegar até aqui.

A Universidade Federal de Vicosa, pela oportunidade de estudar em uma instituicdo de
exceléncia, pela 6tima estrutura fisica e pelo agradavel ambiente de estudos e trabalho.

Ao Professor Luciano Gomes Fietto, pela confianga em meu trabalho e pelos seus
ensinamentos, tanto profissionais quanto pessoais. Obrigada pela disponibilidade e
paciéncia.

A Professora Maria Cristina Baracat-Pereira e ao Professor Pedro Augusto Braga dos Reis,
pela excelente contribuicdo cientifica. O conhecimento e colaboracdo de vocés foram
essenciais para o enriguecimento do trabalho.

Aos meus pais, que apesar de todas as dificuldades, sempre me apoiaram, acreditando nas
minhas escolhas, e me deram forca para continuar e ndo desistir.

Aos meus irmaos, que torceram e vibraram junto comigo.

Ao meu esposo Claudinei, pelo imenso amor e paciéncia. Obrigada pelo companheirismo e
apoio durante essa caminhada.

As meninas da soja, obrigada pela troca de conhecimentos e pelo excelente ambiente de
trabalho. Em especial, a Silvana, Amanda e Vanessa.

A Silvana, por ser meu apoio e alicerce desde que cheguei ao laboratorio. Obrigada por sua
atencdo, orientacdo, dedicacdo. O que sei hoje foi gracas aos seus ensinamentos. Obrigada
pela paciéncia e pela amizade. Essa conquista hoje também é sua.

A Amanda, parceirona de bZIP, agradeco por cada momento que passamos juntas, e por
dividir seu bZIP comigo. S6 a sua companhia ja € motivo de agradecer a Deus. Obrigada
pelas boas conversas e risadas e alguns cochilos apds o almoco.

A Vanessa, que sofreu/lutou comigo nesse mestrado, menina de ouro e exemplo para
todos. Obrigada por estar sempre ao meu lado, mesmo que seja nos piores grupos de
trabalho. Vocé me ensinou demais e essa conquista tem muito de vocé.

A Ayla, Dani e Ananda, amigas sem igual, que abrilhantaram meus dias de trabalho e com
as quais aprendi demais. Obrigada por serem tao especiais e companheiras e por estarem
sempre presentes.

A todos do LBM, obrigada pela acolhida e por todos os momentos que vivemos juntos.

Ao Eduardo, que de secretario se tornou um grande amigo, sempre muito solicito, tornou a

nossa vida na p6s um pouco menos burocratica.



Aos amigos, pela torcida e por sempre estarem dispostos a me escutar e a ajudar em todos
0S momentos.

Aos professores do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, pelos
ensinamentos.

Aos funcionarios, obrigada pela ajuda e 6tima convivéncia.

Ao CNPq (Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnol6gico), Fundacéo
de Apoio a Pesquisa de Minas Gerais (FAPEMIG) e Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pelo apoio financeiro.

A todos que ajudaram, direta ou indiretamente, na realizacédo desse trabalho, obrigada.



SUMARIO

1 1Y [ SRR vi
AB ST R A CT ittt ettt e e e e ettt e e e e e e b e e reee e e e ——— et e e e e e aatrateeee e e e naraaaaeeeannrees Vii
I 01 1o Yo [T o 1RSSR 1
2. REVISEO U8 LItEIAtUIA .. .ceeiiiiiiiieeee e ettt e e e e e e e e e e e e e e e b e e ee e 3
2.1. Fatores de transcricdo e modulacao de vias de defesa de plantas...............cc.......... 3
2.2. Fatores de transSCriCa0 DZIP ..........uuuiiiiiiiiic e 4
2.3. Interacdes proteina-proteina de fatores de transcricdo bZIP................cccccccvvvnnnnne, 5
S €10 01 o A | P 7
3. ODJBLIVOS ...t e e e e e e e e e e e e e e 11
3.1, ODbjetivVOS €SPECITICOS ..o e 11
4. Material € MELOUODS........ccee i e e e e e e e e e r e e raeaaaaaaeaaeas 12
4.1. Clonagem do gene de GMDZIPEZ ... 12
4.2. Ensaio de transativagdo do GMBZIPE2Z............couiiiiiiiiiiiiiiieeee 12
4.3. Varredura para identificacdo de interacdo proteina-proteina pelo sistema de duplo
(a1 o o [oJe (SR oAV =T [0 = 1P SRR 13
4.4. Caracterizacdo das interacdes pela ativacdo de genes reporteres .........ccccccevvvvneee 14
4.5. Andlise das sequéncias obtidas no sequenciamento .............ccccoeeevvevviiiiiiiiee e 15
4.6. Predicao de peptideos de transito de cloroplasto para a proteina GmbZIPE2...... 15
4.7. Técnicas de biologia MOIECUIAT .............coooiiiiiiiiiiae e 15
ST (ST ] | =T [0 1R 16
5.1. Ensaio de transativagdo do sistema reporter pelaisca GmbZIPE2...................... 16
5.2. ldentificacdo e caracterizacdo de parceiros de interacdo do GmbZIPE2.............. 16
5.3. Andlise das sequéncias dos clones do duplo hibrido ..............ccccuuiiiiiiiiiiiiiiinnennn. 19
R I ot U 1Y o U 26
A O] o o] U 17= Lo TP UTTTRT 32



ST =71 o] T o |- 1 - PSRRI 33

S B N £ [ (o B PP PPPPPPPPPPPPTTRN 41
0.1, PDONRZ0L ...ttt e et et e e e e et e e e e et aaaene 41
0.2, PDESTB2 oottt 41
0.3, PEXP-ADSODZ ... e 41
9.4, PDEST22 oottt 42



RESUMO
FONTES, Patricia Pereira, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2016.

Identificacdo de interacdes proteina-proteina do fator de transcricdo GmbZIPE2 de

soja (Glycine max) Orientador: Luciano Gomes Fietto. Coorientadores: Maximiller Dal-
Bianco Lamas Costa e Murilo Siqueira Alves.

Emvias de defesa envolvidas na interacdo planta/patdgeno e planta/ambiente, a modulagéo
da transcricdo é etapa fundamental na ativagdo de respostas intracelulares. Esses
mecanismos séo regulados principalmente pelos fatores de transcricdo (FT), que entre os
mais estudados em plantas estéo a familia basic leucine zipper motif (bZIP). Interacdes dos
bZIP com outras proteinas modulam a atividade destes transfatores por diversos
mecanismos, e essa modulacdo afeta vias de transducdo de sinais nas plantas. O
GmbZIPE2 (Glyma05g168100.1) de soja tem sua expressdo alterada em resposta a
infeccdo por patdgenos e ao tratamento com fitorménios de defesa, sugerindo que esse
transfator possa estar envolvido em vias de sinalizacdo de interacdo planta-patdégeno. O
objetivo deste trabalho foi identificar interagbes proteicas do GmbZIPE2 utilizando o
ensaio de duplo-hibrido de leveduras. Identificamos que a proteina GmbZIPE2 foi capaz
de interagir com G. max uncharacterized LOC100786585 (RbcX), identificada no
Phytozome como Chaperonin-like Rbcx Protein, que atua como chaperona no dobramento
da Rubisco, e a proteina G. max uncharacterized LOC100777895, cuja funcdo biologica
descrita no Uniprot é relacionada a montagem do fotossistema Il (PSIl). Uma vez que
interage com proteinas envolvidas com a fotossintese e que podem atuar como moléculas
sinalizadoras do estado fotossintético da célula, o GmbZIPE2 pode estar relacionado a

transmisséo de sinais do cloroplasto para o nucleo, atuando na via de sinalizagéo retrogada.
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ABSTRACT
FONTES, Patricia Pereira, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2016.

Identification of protein-protein interaction of the transcription factor GmbZIPE2 of
soybean (Glycine max Adviser: Luciano Gomes Fietto. Co-advisers: Maximiller Dal-
Bianco Lamas Costa and Murilo Siqueira Alves.

In defence pathways triggered after the plant /pathogen interaction and upon environment
stress, the transcriptional modulation is a critical step for the activation of intracellular
responses. This modulation is mainly regulated by transcriptional factors (TF). The basic
leucine zipper family (bZIP) is the most studied TF in plants. The interaction between
bZIP and other proteins modulates the activity of these transcripfemtals by several
mechanisms, and that modulation affects the signal transduction pathways. The GmbZIPE2
(Glyma05g168100.1) is responsive to pathogen infection and treatment with
phytohormones related to defense, suggesting that GmbZIPE2 is part of pathogen response
signaling pathways in soybean. The aim of this study was to identify protein that can
interact with GmbZIPE2 using yeast two-hybrid. We found that the GmbZIPE2 was able to
interact with G. max uncharacterized LOC100786585 (RbcX), identified in Phytozome as
Chaperonin-like Rbcx Protein, that acts as chaperone in folding of Rubisco, and the G.
protein max uncharacterized LOC100777895, that was described to the assembly of
photosystem Il (PSII). These interactions suggest that GmbZIPE2 can be related to signal

transmission from chloroplast to the nucleus.
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1. Introducéo

A cultura de soja (Glycine max (L.) Merrill) ocupa espaco relevante na economia
mundial. Neste contexto, a soja € uma das principais fontes de proteina e Oleos,
principalmente no Brasil, onde a safra de 2014/2015 ocupou aproximadamente 32,09
milhdes de hectares, com produtividade média de 2998 kg por hectare. As estimativas para
a safra de 2015/2016 s86306,1t com produtividade média de 2876 kg/ha (Conab, 2016).

A produtividade da cultura da soja, no entanto, pode ser afetada por diversos fatores
estressantes, como clima, qualidade do solo e doencas.

As plantas submetidas a estresses desencadeiam respostas no intuito de diminuir os
impactos no seu desenvolvimento. Em estresses bidticos, o sistema de imunidade inata é
acionado pelo reconhecimento de PAMPs (pathogen-associated molecular patterns)
desencadeando a PTI (PAMP-triggered immunity). No entanto, muitos patdégenos
ultrapassam essa primeira barreira ao liberar moléculas efetoras que inibem@ PTI.
reconhecimento desses efetores pelas plantas desencadeia a segunda fase de defesa ETI
(effector-triggered immunity) (Boller and He, 2010). As respostas das plantas envolvem
ainda a producdo de fitormbnios, como acido salicilico (SA), acido abscisico (ABA),
jasmonato (JA) e etileno (ET), que ativam respostas intracelulares em respostas a estresses
bioticos e abioticos (Pieterse et al., 2012).

Esses mecanismos de resposta sédo regulados por proteinas regulatérias, sendo estas
principalmente os fatores de transcricdo (FT) (Yamaguchi-Shinozaki and Shinozaki, 2006),
gue regulam a expressao dos genes ao interagir com cis-elementos presentes no DNA.
Dentre os FT mais estudados em plantas estdo os que contém o dominio ziper de leucina
basico (bzIP), transfatores envolvidos no controle de diferentes processos bioldgicos,
sendo a defesa contra patdgenos um dos menos estudados (Jakoby et al., 2002; Singh et
al., 2002; Alves et al., 2013).

A funcédo dos fatores de transcricdo bZIP é regulada principalmente por interacfes
com outras proteinas. Essas interacdes modulam as atividades dos transfatores por diversos
mecanismos, tais como modificacdo pds-traducional, degradacéo, localizacdo subcelular e
inativacao (Alves et al., 2014). Essa modulacéo afeta diversas vias de transducao de sinais
na defesa das plantas, principalmente na resposta contra patégenos. Um dos primeiros
bZIP estudados em resposta a estresse bidtico foi 0 G/HBF-1 em soja. Apos a invasao do

patdgeno, o reconhecimento de elicitores leva a interacdo de cinases com o FT, resultando



em sua fosforilacdo e consequente translocacao para o ndcleo e transcricdo de genes alvo
(Droge-Laser et al., 1997).

Entre os fatores bZIPs de soja responsivos a infeccdo por Phakopsora pachyrhizi
(Alves et al., 2015), o0 GmbZIPE2 (Glyma059g168100.1) foi caracterizado funcionalmente
como responsivo a infeccdo por este patdogeno e a fitormdnios. A proteina foi capaz de se
ligar ao H-box, cis-elemento relacionado a patdégenos, eiindugxpressdo de genes de
vias importantes para a defesa da planta, como CHS15-6 e PR-1 (Gongalves, 2014). Estes
resultados corroboram a hipdtese de que esse transfator possa estar envolvido em vias de
sinalizacao na defesa planta-patégeno (Alves, 2013; Goncalves, 2014; Alves et al., 2015).

Pela importancia das interagBes proteina-proteina na funcdo dos bZIPs e pelas
evidéncias de que o0 GmbZIPE2 possa estar envolvido nas vias de sinalizagdo em resposta a
patdgenos, o objetivo do trabalho foi contribuir para desvendar a rede de interacfes do
GmbZIPE2 no intuito de entender as vias em que ele possa atuar na resposta da soja a

estresses.



2. Revisao de Literatura

2.1. Fatores de transcricdo e modulagéo de vias de defesa de plantas

As plantas estdo sempre expostas a desafios, seja devido a altera¢gBes climéticas,
qualidade e manejo do solo e a infec¢do por patégenos. Na defesa contra patdgenos, o
reconhecimento de padrbes moleculares e/ou efetores dos fungos, virus e bactérias
desencadeiam sinais intracelulares que ativam respostas que levam a uma massiva
reprogramacdo génica, acarretando na producdo de fitoalexinas, na producédo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e na inducéo de genes de defesa, dentre eles os qua codifica
proteinas relacionadas a defesa contra patégenos (proteinas PR) (Schwessinger and Zipfel,
2008; van Verk et al., 2009).

No reconhecimento de padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPS), os
receptores de reconhecimento de padrbes (pattern recognition receptors, PRR)
desencadeiam uma resposta de defesa chamada de PTI (PAMP-triggered immunity).
Grande parte destes PAMPs € importante para o ciclo de vida do pa®gsmw
preservados entre as espécies. No entanto, alguns patégenos conseguem ultrapassar essa
primeira barreira de defesa por produzir efetores que inibem essa resposta primaria. As
plantas, por sua vez, sdo capazes de reconhecer essas moléculas efetoras por meio de
receptores intracelulares, os NBS-LRR (nucleotide-binding site leucine-rich regpaat),
acionam a segunda estratégia de defesa, a ETI (effector-triggered immunity) &Bdlle
He, 2010; Dodds and Rathjen, 20T0uan et al., 2016 Os efetores geralmente sdo os
principais responsaveis pela origem da coevolugéo planta-patdogeno. A PTI € uma resposta
normalmente eficiente contra patdégenos ndo adaptados, sendo a ETI mais ativa contra
patébgenos adaptados e considerada uma resposta mais rapida e amplificada da PTI,
resultando em resisténcia a doenca e, geralmente, morte celular localizada (resposta de
hipersensibilidade - HR). Os principais eventos associados com PTIl e ETI séo rapido
influxo de calcio, producao de espécies reativas de oxigénio (ROS), ativacdo de cascatas
MAPK, modulacéo da transcricdo de genes de defesa, entre outros. (Jones and Dangly,
2006; Dodds and Rathjen, 2010; Meng and Zhang, 2013)

As respostas das plantas a estresses podem ainda envolver os horménios vegetais,
incluindo jasmonato (JA), acido salicilico (SA), acido abscisico (ABA) e etileno (ET),
moléculas de sinalizacdo importantes para uma resposta eficiente a estimulos bidticos e

abidticos. Normalmente, a sinalizagéo por SA relaciona-se com a resisténcia a patdogenos



biotroficos e hemibiotroficos; ja vias relacionadas com ET e JA ativam a resisténcia contra
patdgenos necrotroficos (Yang et al., 1997; Pieterse et al., 2012). ABA, por sua vez, é 0
principal horménio relacionado a estresses abidticos. No entanto, estas vias de sinalizagédo
por hormoénios ndo sdo exclusivas de determinado estresse, podendo ter acdo em mais de
um estresse e na resposta a estresses multiplos, atuando sinérgica ou antagonicamente
(Prasch and Sonnewald, 2015

As vias de sinalizacdo de defesa em plantas sdo reguladas por proteinas
regulatorias, sendo os fatores de transcricdo um dos principais exemplos. Os fatores de
transcricdo sdo proteinas que se ligam ao DNA e que, por interagirem com componentes da
maquinaria de transcricdo, sdo capazes de modular a funcdo de um determinado gene de
acordo com o ambiente bioquimico, ativando ou reprimindo a sua expresséo (Chen et al.,
2002; Udvardi et al., 2007; Boyle and Després, 2010).

Os fatores de transcricdo sdo classificados em familias de acordo com a
conservacao dos motivos de ligagdo ao DNA. Em plantas, as principais familias de fatores
de transcri¢do relacionados a defesa sdo: WRKY, AP2/ERF, MYC, MYB, NAC, Whirly
bZIP (Eulgem, 2005). Estes fatores determinam a especificidade e as vias de respostas
desencadeadas em determinados estresses (Atkim#idrwin, 2012).

Dentre os fatores bZIP, uma das mais abundantes familias de transéatores
plantas e com diversas func¢des descritas na literatura, poucos membros séo descritos como
atuantes em vias de defesa contra patégenos (Jakoby et al., 2002; Singh et al., 2002; Alves
et al., 2013). Um exemplo é o TabZIP1 de trigo, isolado e caracterizado por Zhang et al.
(2008), envolvido na resposta de defesa ao patégeno da ferrugem através de vias mediadas
por ET/MeJA.

2.2. Fatores de transcricao bZIP

A familia bZIP é uma das maiores familias de fatores de transcricdo em plantas e
estdo envolvidos na regulacdo de genes em resposta a estresse abibtico, maturacdo de
semente, desenvolvimento floral e defesa a patdgeno (Jakoby et al., 2002). A familia é
caracterizada pela presenca de um dominio basico de ziper de leucina (Basic Leucine
Zipper), sendo a regido rica em aminoacidos basicos envolvida na ligagdo ao DNA, e o
ziper de leucina, caracterizado pela repeticdo de leucina a cada sete residuos, intercalados
por outros aminoacidos hidrofébicos, formando uma hélice anfipatica, importante para a

homo e heterodimerizag&o das proteinas (Schindler et al., 1992; Jakoby et al., 2002).



Os fatores bZIP de soja foram classificados em dez grupos (A, B, C, D, E, F, G, H,
| e S) quanto a similaridade de sequéncia e aos motivos conservados (Liao et al., 2008),
mesmos dez grupos utilizados anteriormente na subdivisdo dos bZIP de Arabidopsis
thaliana por Jakoby et al. (2002).

Apesar da abundancia de fatores da familia bZIP, poucos estudos tém buscado a
caracterizagdo funcional dessas proteinas em vias de sinalizagédo a estresse e defesa de soja.
Os bZIPs GmbzIP44, GmbzIP62 e GmbZIP78 foram caracterizados como possiveis
reguladores negativos da sinalizacdo de ABA e possuem fungéo na tolerancia a sal e frio
(Liao et al., 2008). Alves et al. (2015) mostraram que o gene GmbZIP105 é responsivo ao
tratamento por fitormonios e infeccdo por Phakopsora pachyrhizi, tendo a expressao
induzida em plantas de soja tratadas com SA e MeJA (metil jasmonato) e na fase inicial da
infeccao.

A funcdo e as respostas mediadas por bZIP sdo reguladas pela @omo-
heterodimerizacdo, mecanismo essencial para modular a afinidade dos FT por determinado
cis-elemento e determinar a via de sinalizacdo a ser desencadeada sob determinado
estresse. A compreensao das interacfes proteina-proteina é essencial para o entendimento

da funcéo do FT em diferentes processos biolégicos (Sornaraj et al., 2016).

2.3. Interacdes proteina-proteina de fatores de transcricdo bZIP

As interacdes proteina-proteina possuem importantes funcdes em uma variedade de
processos biolégicos, como transducdo de sinais, respostas a diferentes estresses e de
defesa, resultando, em modificacdo pds-traducional, alteracdo da localizacao subcelular,
degradacéo, inativacdo, dentre outros (Feldbriigge et al., 1994; Ding et al., 2009; Alves et
al., 2013). A homo- e heterodimerizacdo de fatores de transcricdo sdo eventos cruciais na
ativacdo ou repressdo de vias de transducdo de sinais, visto que podem aumentar a
seletividade da interacdo DNA-proteina, importante para o entendimento molecular dos
processos celulares (Chen et al., 2002; Singh et al., 2002; Pawson and Nash, 2003; Van
Verk et al., 2009; Perez-Rodriguez et al., 2009; Paul et al., 2011).

Diversos exemplos de interagBes proteina-proteina envolvendo bZIPs em vias de
defesa (Figura 1) tém sido descritos. Em A thaliana, a agdo de TGA é controlada pela
localizacdo subcelular de NPR1 (nonexpressor of pathogenesis-related proteins 1). Em
situacdes normais, a maior parte de NPR1 esta presente no citoplasma, na forma

oligomérica. Sob estimulo de patégenos, a producdo de SA acarreta em mudancas no



estado redox da célula, resultando na monomerizacdo de NPR1. NPR1 monomérico
transloca-se para o nucleo e os monémeros interagem com os TGAs, que sa ligam
promotores e levam a transcricdo de genes responsivos a SA (Fu et al., 2012; Pieterse et
al., 2012; Kaltdorf and Naseem, 2013; Pajerowska-Mukhtar et al., 2013).

Em A thaliana, o AtbZIP10 regula positivamente a resposta de hipersensibilidade
(HR) e sua funcédo é modulada pela interacdo com a proteina LSD1 (lesions simulating
disease resistance 1). Patdgenos ativam a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), levando a dissociacédo do complexo AtbZIP10/LSD1 e o bZIP entéo é dirigido para
0 nucleo, ativando a transcricdo de genes de defesa (Kaminaka et al., 2006).

J& em soja, um dos primeiros bZIPs estudados em resposta a estresse biotico foi o
G/HBF-1. Ap6s o ataque de Pseudomonas syringae glycinea, o reconhecimento de
elicitores leva a fosforilacdo de G/HBF1, que resulta na sua translocacdo para o ndcleo. No
nacleo, este regula a expressdao de genes biossintéticos ao se ligar a cis-elementos
relacionados a elicitores de agentes patogénicos, denominados G-box (CACGTG) e H-box
(CCTACC), encontrados no promotor do gene da chalcona sintase CHS15, envolvido na
producado de diterpenoides e flavonoides durante a resposta a agentes patogénicos (Droge-
Laser et al., 1997).
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Figura 1. Representacdo esquematica de interacdes entre proteinas e bZIPs na modulacéo de
respostas de defes@® ataque de um patégeno, em Arabidopsis thaliana, desencadeia uma via de
sinalizacdo mediada por SA, que altera o estado redox da célula, levando a monomerizagdo de
NPR1. NPR1 monomérico transloca-se para o nucleo, interage com TGA e o complexo ativa a
expressdo de genes responsivos a SA. Ja o complexo AtbZIP10/LSD10 é dissociado na presenca
de ROS, via de sinalizag&o ativada por ataque de patdgenos. AtbZIP10 é direcionado paca o nucl

e ativa a transcricdo de genes HR e relacionados com a defesa basal. Em sojavapas do
patégeno, o reconhecimento de elicitores resulta na fosforilacdo de G/HBF1, que apds ser
translocado para o nucleo, regula a expressdo de genes da biossintese fenilpropanoides, como
chalcona sintase CHS15. Os pontos de interrogacéo (?) representam processos ou componentes
ainda nao elucidados (adaptada de Alves et al., 2013).

2.4. GmbZIPE2

Em estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa, foram identificados quatro
fatores de transcricdo da familia bZIP de soja que apresentaram expressao diferenciada em
resposta a infeccdo por P. pachyrhizi (Alves et al.,, 2015). Um destes fatores é o
GmbZIPE2 (Glyma05g168100.1 XP_003525005), que € um FT RF2-like, com massa



molecular de aproximadamente 42 kDa. Foi classificado como membro do grupo E, grupo
do qual ha poucos dados funcionais disponiveis.

A proteina GmbZIPE2 é similar em sequéncia de aminoéacidos ao fator de
transcricdo TabZIP1 de trigo, o qual foi caracterizado como responsivo a infec¢cdes por
Puccinia striiformis f. sp. Tritici, fungo causador da ferrugem do trigo, o que corrobora
com a hipétese da funcdo deste bZIP estar relacionado a defesa contra esse patégeno
(Zhang et al., 2008

Na caracterizacao funcional da proteina GmbZIPE2, Alves (2013) mostrou que a
construcdo YFP-GmbZIPE2 se localiza tanto no citoplasma quanto no nucleo das células,
0 que sugere que a acdo da proteina bZIP possa estar sob controle da localizacao
subcelular. O fator de transcricAo mostrou-se ainda responsivo a fitormonios, com
expressao diminuida tanto apos tratamento com SA quanto com MeJA, e a infed@do por
pachyrhizi, com expressdo induzida em 24 hpi e 48 hpi em plantas suscetiveis
(EMBRAPAA48) e reprimida em todos os tempos de infecgdo analisados em plantas
resistentes (P1561356). Esses dados indicam que esse transfator esta envolvido em vias de
sinalizacao dinteracao planta-patégeno (Alves et al., 2015).

Goncalves (2014) demonstrou a interacdo do GmbZIPE2 com cis-elementos
presentes na regidao promotora do gene da chalcona sintase 15 (CHS15), ao observar a
formacdo do complexo GmbZIPE2/H-boem ensaio de mudanga de mobilidade
eletroforética. Weisshaar et al. (1991) também identificaram trés bZIPs, CPRF-1, CPRF-2
e CPRF-3 de salsinha capazes de interagir com cis-elementos presentes no gene da CHS.

A CHS15, EC 2.3.1.74, catalisa a condensacgédo descarboxilativa da p-coumaroil-
CoA com trés malonil-CoA produzindo a naringenina chalcona (Figura 2), intermediario
chave na biossintese dos fenilpropanoides, como flavonoides e antocianinas, grupo
estruturalmente diverso de metabdlitos secundarios envolvidos na interacdo planta-
ambiente (Noel et al., 2005; Abe and Morita, 2010). Muitos fenilpropanoides induzidos
por estresse sédo derivados de um esqueleto flavonoide de 15 carbonos, o resultado da
reacdo da CHS15 (Harborne, 1988 inducédo de CHS e acumulo de fitoalexinas tém sido
observados em interacdes incompativeis mais rapidamente do que em interacfes
compativeis (Heath, 2000)Em soja, a indugdo de genes envolvidos na via de
fenilpropanoides apos infecgdo por P. pachyrhizy ocorre pelo menos um dia antes em
plantas resistentes que em susceptiveis (Goellner et al., 2010).
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Figura 2: Representacdo esquematica das principais vias de biossintese de fenilpropanoides
em plantas. As cores representam as classes dos compostos envolvidos nas vias. Azul:
fenilpropanoides; preto: flavonoides; vermelho: isoflavonoides; cinza: antoasarAbreviagoes:

ANS, anthocyanidin synthase; ANR, anthocyanidin reductase; C4H, Cinnamate 4-hydroxylase;
CHI, chalcone isomerase; CHS, chalcone synthase; 4CL, p-coumaroyl CoA-ligase; DFR,
dihdroflavonol reductase; F3H, flavanone 3-hydroxylase; FLS, flavanol synthase; HID, 2-
hydroxyisoflavanone dehydratase; HI4’'OMT, S-adenosyl-LMet:2,7,4'-trihydroxyisoflavanone 4'-
O-methyltransferase; IFR, isoflavone reductase; IFS, isoflavone synthase; 12'H, isoflavone 2'-
hydroxylase; LAR, leucoanthocyanidin reductase; PAL, Phe ammonia Ip&$e, polyketide
reductase PTR, pterocarpan reductase; VR, vestitone reductase. (Garcia-Calderon et al., 2015

adaptado)



A superexpressao do gene GmbZIPE2 em protoplastos de soja resultou na inducéo
da expressdo dos genes CHS15-6 importante para a defesa da planta. Este resultado
corrobora com o papel do GmbZIPE2 na defesa da planta, porém mais estudos sdo
necessarios para a elucidacdo do mecanismo utilizado por esse bZIP (Gongalves, 2014).

Diante da importancia das interacdes proteina-proteina na funcdo dos bZIPs
controlando tanto sua localizagdo quanto sua atividade e das evidéncias de que o
GmbZIPE2 possa estar envolvigon vias de sinalizacdo a estresse, especialmente na
resposta contra patdégenos, conhecer e caracterizar parceiros de interacdo da proteina pode

auxiliar a desvendar a sua funcéo na resposta de defesa de soja.
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3. Objetivos

Identificar parceiros de interacédo da proteina GmbZIPE2 de soja.

3.1. Objetivos especificos

= |[dentificar parceiros de interacdo do GmbZIPEZ2;
= Compreender o papel das interacdes na resposta a estresse;
= A partir das interagfes obtidas, inferir sobre possiveis vias de sinalizacdo em que o

fator de transcricdo possa atuar.
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4. Material e métodos

4.1. Clonagem do gene de GmbZIPE2

Para clonar a sequéncia codificadora do GmbZIPE2, o gene foi amplificado com
oligonucleotideos especificos (Tabela 1) a partir de cDNA de soja. Em uma segunda
reagcdo de PCR utilizando primers com a sequéncia attb (Tabela 1) foi obtida a sequéncia
de interesse flanqueada pelos sitios de recombinagéo. Os produtos da amplificagdo foram
purificados com o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega), e inseridos
no vetor pPDONR201 (Anexo 9.1) pela enzima BP clonase (Invitrogen). O vetor obtido,
pDONR201-GmbZIPE2, foi utilizado para transferéncia do cDNAs para o vetor pDEST32
(LEU2,CEN, Gentamicirfd (Anexo 9.2) pela enzima LR clonase (Invitrogen), pelo
sistema Gateway, resultando no clone pBD-GmbZIPE2 (pDEST32-GmbZIPE2), em que a
sequéncia do GmbZIPE2 estéa fusionada ao dominio de ligacdo ao DNA (BD) do Gal4p.

Tabela 1: Oligonucleotideos especificos para amplificacao e clonagem do GmbZIPE2
e para amplificacao de vetores

Oligonucleotideo  Sequéncia (5°-3”)
GmbZIPE2 Fw AAAAAGCAGGCTTCACAATGGCAAATTCAAAGGGCTC
GmbZIPE2 Rv AGAAAGCTGGGTCGCGGCCGCAAGCTTCTAAATTCTGA

GAGCAGGGT
attbl GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC
attb2 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTC

pEXP-AD502 Fw CGGTCCGAACCTCATAACAACTC
pPEXP-AD502Rv  GTAAATTTCTGGCAAGGTAGAC

4.2. Ensaio de transativagdo do GmBZIPE2

Um ensaio preliminar de transativacao foi realizado para determinar a capacidade
da proteina GmbZIPE2 sozinha ativar o sistema reporter. A levedura Saccharomyces
cerevisiae AH109 (MATa, trpl-901, leu2-3,112, ura3-52, B&B- gal4A, gal804,
LYS2::GALLuas-GALLtatA-HIS3, GALZ2iasGAL2tata-ADE2, URA3::MELuas-MEL11aTA-
lacz) foi transformada pelo método do acetato de litio/polietilenoglicol, com os vetores
pBD-GmMbZIPE2 e pAD-vazio (que seria utilizado no screening) e o resultado da
transformacao foi plagueado em meio de sele¢cdo SD (synthetic dropout) na auséncia de
leucina e triptofano (SD-LEU-TRP).
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As colbnias AH109 pDEST32-GmbZIPE2/pAD-vazio foram crescidas em meio
liguido e utilizadas no ensaio de transativacdo do gene reporter HIS3, segundo orientagcbes
do manual da Clontech, variando-se a concentracao 3-AT (3-amino-1,2,4-triazol) no meio.
O resultado desse ensaio foi utilizado para determinar a concentracdo do inibidor a ser

utilizado na varredura.

4.3. Varredura para identificacdo de interacédo proteina-proteina pelo
sistema de duplo hibrido de leveduras

A varredura pelo duplo hibrido de leveduras foi realizada de acordo com as
instrucdes do manual da Clontech. Como isca foi utilizada a constru¢cao pBD-GmbZIPE2 e
como presa uma biblioteca de cDNA de soja (Alves et al.,, 2011). A biblioteca foi
construida com o vetor pEXP-AD502 (TRP1, CEN, AmpicH)néAnexo 9.3), vetor que
permite a producdo da proteina fusionada ao dominio de ativacdo (AD) de Gal4p.

Leveduras AH109 foram transformadas utilizando o método do acetato de
litio/polietilenoglicol, com o vetor pBD-GmbZIPE2 e os transformantes foram
selecionados em meio deficiente em leucina (SD-LEU). Apds confirmacdo dos
transformantes, as leveduras AH109 pBD-GmbZIPE2 foram inoculadas enSbreBU
e crescidas overnight a 28°/180 rpm. O pré-indculo foi transferido para 80 mL de meio SD-
LEU e mantido a 28°/180 rpm até Ds63.0,4-0,6. A cultura foi centrifugada a 5080y
por 10 min, e o pellet ressuspendido em agua destilada autoclavada. O passo de lavagem
foi repetido trés vezes. Na dUltima lavagem, o pellet foi ressuspendido no mix de
transformacdao (7,2 mL de polietilenoglicol (PEG) 50 % (m/v), 1,08 mL de acetato de litio
1 M, 1,5 mL de DNA fita simples de esperma de salmao (ssDNA) previamente fervido por
5 min e 1,02 mL de DNA (20 pL de biblioteca de cDNA de soja + 1 mL de agua))
mantido a 42°C por 50 min. A transformacao foi centrifugada a 3000 x g/20°C por 10 min
e o pellet lavado com agua destilada por trés vezes e ressuspendido em meio seletivo SD-
LEU-TRP-HIS. A transformacao foi plagueada em meio SD-LEU-TRP-HIS adicionado de
30 mM de 3-AT.

As colbnias crescidas foram transferidas para meio de selecdo liquido e os
plasmideos foram extraidos com o kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA Purification
System (Promega). Com os primers do pEXP-AD502 (Tabela 1) as sequéncias das presas
obtidas foram amplificadas e os produtos de PCR foram submetidos ao sequenciamento.

Para amplificacdo do numero de cépias dos vetores-presa e manutencdo em estoque, O
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plasmideos extraidos foram utilizados para a transformacdo de bactérias DH5
eletrocompetentes. O plasmideo-presa extraido foi utilizado para transformar AH109 pBD-
GmbZIPE2 para que os experimentos fossem repetidos e tivesse maior confiabilidade da

interacdo encontrada.

4.4. Caracterizacdo das intera¢cfes pela ativacao de genes reporteres

As interacOes obtidas foram caracterizadas quanto a ativacdo de dois genes
reporteres, segundo orientacdes do manual da Clontech.

O primeiro desses genes reporteres, HIS3, codifica a enzima His3p
(imidazolglicerol-fosfato desidratase). A expressdo desse gene confere capacidade de
crescimento em meio deficiente em histidina a linhagens de leveduras auxotroficas para
esse aminoacido. Essa enzima possui um inibidor competitivo, o 3-AT. A forca das
interacdes reflete-se na expressdo dos niveis de His3p e, consequentemente, na
sobrevivéncia das leveduras em elevadas concentragdes do inibidor.

Para este ensaio, as leveduras obtidas na varredura foram plagueadas em meios
seletivos SD-LEU-TRP-HIS com diferentes concentracdes de 3-AT, variando de 30 a 100
mM, e crescidas em estufa a 28°C por 4 dias.

O segundo gene, o LacZ, codifica a enzflygalactosidase e a atividade desse gene
pode ser visualizada pela degradacdo de X-gal (5-bromo-4-cloro-3-ifieloxil-
galactopiranosideo), ensaio no qual as interacdes entre proteinas sao identificadas pelo
aparecimento de coloracao azul.

No ensaio desse gene reporter, as leveduras foram transferidas para membrana de
nitrocelulose sobre meio sélido YPD-A, e deixadas crescer a 28°C overnight. A membrana
foi submersa em nitrogénio liquido para a lise das células e colocada sobre papel filtro
embebido em Tampéao Z (BPQ: 60 mM, NaHPQs 40 mM, KCI 10 mM, MgS@1 mM
pH7,0) adicionado de X-gal (0,5 mg/mL) e beta-mercaptoetanol. A membrana foi incubada
a28°C até o desenvolvimento de coloracéo azul.

A atividade do gene reporter LacZ foi quantificada também pelo ensaio de
transativacdo em meio liquido, que utiliza ONPG (o-nitrofgrgklactosideo) como
substrato, que, quando quebrado pela enzima, altera a coloracdo para amarelo. Para o
ensaio, as leveduras foram inoculadas em meio SD-LEU-TRP e crescidas overnight a
28°C. O pré-inoculo foi entédo transferido para meio YPD-A e crescido até @dB3-0Q0.

As células foram recuperadas por centrifugacdo e ressuspendidas em Tampédo Z,
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cloroférmio e SDS e lisadas sob agitacdo em vortex. ONPG (4mg/mL em tampéo Z) foi
adicionado para iniciar a reagao. As amostras foram incubadas a 28°C e, assim que houve o
aparecimento da cor amarelada, a reacdo foi parada pela adicdoCigs NaM. A

atividade foi determinada pela diferenca na absorbancia a 420 nm. Os ensaios foram
realizados com trés réplicas biolégicas (Amberg et al., 2005). O controle positivo dos
ensaios foram os plasmideos clonados com duas proteinas que ja se tem a confirmacao da

interacao entre elas.

4.5. Andlise das sequéncias obtidas no sequenciamento

As sequéncias obtidas foram analisadas no programa Vecscreen
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/vecscreen/) para retirada da regido correspondente ao
vetor pEXP-AD502 e posteriormente analisadas no ORFINDER
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html) para identificacdo do frame de leitura das
sequéncias. As sequéncias foram analisadas por busca de similaridade no Phytozome
(http://www.phytozome.net/) e NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) para identificacdo das

proteinas correspondentes.

4.6. Predicdo de peptideos de transito de cloroplasto para a proteina
GmbZIPE2

Para a predicdo da existéncia de peptideos de transito de cloroplasto (cTP) na
proteina GmbZIPE2, a sequéncia aminoacidica foi analisada em algoritmos de predi¢do de
sequéncias  sinais  TargetP http://www.cbs.dtu.dk/services/TargexP/ ChloroP
(http://www.cbs.dtu.dk/services/ChlorgRY PSORT Ifttp://psort.hgc.jp/form.htnl

4.7. Técnicas de biologia molecular

Todas as técnicas de Biologia Molecular ndo descritas foram conduzidas de acordo
com Sambrook et al. (1989).
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5. Resultados

5.1. Ensaio de transativacao do sistema repérter pela isca GmbZIPE2

O ensaio de transativacdo do sistema reporter HIS3 pela proteina GmbZIPE?2 se fe
necessario para evitar a captura de presas inespecificas, principalmente devido a proteina
isca de interesse ser um transfator. Nesse ensaio, a levedura AH109 pBD-
GmbZIPE2/pEXP-AD502-vazio foi capaz de crescer apenas no meio seletivo SD-LEU-
TRP-HIS sem a adicdo de inibidor, indicando apenas uma pequena atividade de
transativacdo da isca. Em todas as concentragdes de 3-AT testadas, ndo foi observado

crescimento. Assim, a concentracao a ser utilizada na varredura foi 30 mM de 3-AT.

5.2. Identificacdo e caracterizacao de parceiros de interacao do
GmbZIPE2

Apos sete dias de incubacao das placas da varredura do duplo hibrido de leveduras,
22 clones foram obtidos, identificados como 1DH, 2DH, e assim até o 22DH, sendo estes
transferidos para meio liquido seletivo SD-LEU-TRP-HIS. Apenas os clones 1, 2, 3, 9, 10,
11, 15, 18, 19, 21 e 22 DH cresceram e a partir desses foi realizada a extracdo do DNA.

Os plasmideos obtidos foram utilizados para a amplificacdo dos genes contidos no
vetor com os primers pEXP-AD502 (Tabela 1) para estimar o tamanho dos insertos de
cDNA das presas (Figura 3). Os produtos do PCR apresentaram tamanhos variados, de 500
até 1500 pb. Apenas dois clones apresentaram mais de uma banda de amplificacdo,
podendo indicar a presenca de mais de um vetor da biblioteca de cDNA na levedura. Os

produtos dos PCR foram enviados para sequenciamento.
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Figura 3: Gel de agarose para visualizagdo dos fragmentos amplificados a partir dos clones
obtidos no screening do duplo hibrido. A1. 1 kb DNA Ladder (Sinapse), 2: 1DH, 3: 2DH, 4:
3DH, 5: 9DH, 6: 10DH, 7: 11DH, 8: 15DH, 9: 18DH, 10: 19DH, 11: 22DH, 12: 1 kb Didder
(Sinapse)B: 1: 21 DH; 2: 1 kb DNA Ladder (Sinapse

O ensaio de transativacdo do gene reporter HIS3 e LacZ foi realizado com os
clones, variando-se a concentracdo de 3-AT nos meios. Apenas os clones 3 e 18 DH
cresceram em meios adicionados dAT3-e apresentaram coloracdo azul, similar ao
controle positivo dos experimentos. Ao aliar os resultados dos genes repdrteres com o
sequenciamento descrito abaixo, as demais col6nias foram consideradas falso-positivas,
pois o quadro de leitura das proteinas identificadas ndo estava em frame com o dominio
AD-GAL4 do vetor e, por essa mudanca na traducdo, cédons de parada apareciam logo no
inicio do gene.

Os plasmideos-presa extraidos foram entdo utilizados para transformar AH109
pBD-GmbZIPE2 para que os ensaios de transativacdo fossem realizados e assim ter maior
confiabilidade da interacdo encontrada. No ensaio do gene repérter HIS3, os clones 3DH
apresentaram crescimento até 45 mM de 3-AT e os 18DH cresceram até 100 mM (Figura
4). Observa-se ainda que o GmbZIPE2 apresenta capacidade de homodimerizacao,

crescendo até 20 mM do inibidor.
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Concentragtes de 3AT

0 = 20 30 43 60 100 (mM)

1 01001 1 01001

0,1 0,01 0,1 0,01 0,1 0,01 0,1 0,01 0.1 001

pDB-E2/pAD-E2

pDB-vazio/pAD-vazio -

Figura 4: Ensaio de ativacao do gene repoérter HISXrescimento das colénias em meio sélido seletivd ED-TRP-HIS com diferentes concentra¢des
de 3-AT ap0s quatro dias de incubacgéo a 28°C. As concentracdes de 3-AT utilizaddy farat 30, 45, 60 e 100 mM do inibidor. O ensaio foi realizado
com os clonesBD-E2/pAD-3DH, PBD-E2/pAD-18DH, [B-E2/pAD-vazio, BD-E2/pAD-E2 e BD-vazio/pAD-vazio, com as gotas referentes a DO 1, 0,1
e 0,01. Os ensaios foram realizados em triplicata biolégica e como controle positivozelaitiluas proteinas que ja se sabe da interacao.
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Como os ensaios de duplo-hibrido sdo suscetiveis a muito falso-positivos, o uso de
mais de um gene reporter auxilia na identificacdo de verdadeiras interagfes. No teste de
transativacdo do gene reporter LacZ, os dois clones também foram capazes de ativar o
sistema, apresentando coloragédo azul no ensaio qualitativo com X-Gal, semelhante ao
controle positivo, e atividade, medida em unidades relativisgddactosidase, no ensaio
do ONPG, de aproximadamente 4 e 2,5 vezes maior que o controle negativogbamna os
3DH e 18DH, respectivamente (Figura 5).
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Figura 5: Ensaio qualitativo e quartitativo da atividade da enzima p- galactosidase. AEnsaio
qualitativo em membrana de nylon:BD-E2/AD-E2; 2: DB-E2/AD-vazio, 3: BD-E2/AD-3DH,:4
BD-E2/AD-18DH.B: Ensaio quantitativo da ativacdo do gene repoérter lacZ. O asterisco indica os
valores das médias que diferem estatisticamente do controle no Teste t.

5.3. Analise das sequéncias dos clones do duplo hibrido

As sequéncias obtidas no sequenciamento foram analisadas e, apds o alinhamento
destas no BLAST e Phytozome, identificaram-se as proteinas codificadas por cada clone
da biblioteca (Tabela 3). A partir desses dados, os transformantes, exceto 3 e 18 DH, foram
considerados falso-positivos, atentando-se para o estudo apenas das proteinas codificadas
pelos clones 3 e 18 DH (destacadas em negrito na Tabela 3). A analise do quadro de leitura
mostrou que ambas estavam em frame com o dominio AD-GAL4 do vetor, indicando que
a traducgédo da proteina final correspondia a identificada no alinhamento.
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Tabela 3: Identificagéo dos clones obtidos no screening.

Clone Proteina

1DH -Nao foi possivel identificar-

2DH** G. max probable fructose-bisphosphate aldolase 2
3DH G. max uncharacterized LOC100786585 (RbcX)
9DH* G. max thioredoxin-like 1-1,chloroplastic-like

10DH* Calcium binding complex CML38-like

11DH* G. max aminolivulinate, delta-,dehydratase (HEMB)
15DH* G. max differentially expressed in soybean LOC54809¢
18DH G. max uncharacterized LOC100777895

19DH* G. max putative lactoylglutathionelyase-like, transcript
21DH**  Predicted G. max serine hidroxymethyltrasnferase 3, X
22DH* G. max uncharacterized LOC547916 (BetV-like)

*Sequéncia do clone ndo estda em frame com o dominio AD-GAL4 do ¥E&tdlinhou apenas na regido
3’UTR.

A sequéncia do clone 3DH apresentou similaridade de 99% (249/251 pb) com a
proteina G. max uncharacterized LOC100786585 no NCBI (NP_001241067.1),
identificada no Phytozome como Chaperonin-like Rbcx Protein, Glyma08g33B8500.
regido identificada no screening compreende 112 pb da CDS e parggdd UTR.

A regido codificadora do gene compreende de 272-949 pb, tendo a proteina entédo
225 residuos de aminoacidos (aa) e 25,6 KDsplicing alternativo do transcrito primario
pode resultar em outros dois transcritos, sendo que apenas o primario contém a regido
identificada na interacdo com o GmbZIPE2, que corresponde a regido de 839-1079 pb do
MRNA de 1141pb. A regido de 620-808 pb do mRNA corresponde a regido do dominio

RbcX, como mostrado na figura 6, que caracteriza a funcionalidade da proteina.

Zenes

Figura 6: Representacdo esquemética do gene Glycine max uncharacterized LOC100786585.
Representacdo do mRNA, da CDS e regido correspondente ao dominio RbcX da proteina em soja.
A regido circulada de azul corresponde a identificada na interagdo com o GmbZIEBR (N

http://www.nchbi.nlm.nih.gov/protein/359806917?report=gjaph
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Em A thalianaa proteina RcbX é identificada como uma proteina do tilacoide no
cloroplasto que atua como chaperona no dobramento da Rubisco, um processo complexo e
nao completamente entendido. A ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenase (Rubisco) I,
enzima responsavel pela fixacdo de.G@mosférico durante a fotossintese, € composta
por oito subunidades maiores (RbcLs - codificadas pelo genoma plastidial) e 8 menores
(RbcSs — codificadas pelo genoma nucleaiKolesinski et al., 2011). Seu correto
dobramento depende de chapa®moleculares, moléculas importantes para mediar
dobramento e prevenir agregacdo de polipeptideos recém-formados ou desnaturados pelo
estresse, sendo a proteina RbcX apontada como importante nesse sistema de enovelamento
de certas Rubiscos de cianobactérias, atuando downstream ao sistema chaperonina
(Saschenbrecker et al., 2007; Liu et al., 2010; Dur&o et al., 2015). A RbcX funcionaria
como uma bracadeira molecular, ao se ligar a subunidade RbcL, na regido C-terminal
EIKFEFD, que permanece parcialmente desordenada apds processamento pela
chaperoninag estabilizar a formacéo do dimero antiparalelo, facilitando assim a formacéao
do complexo Rbcs. Por possuir ortélogos em plantas e algas verdes, essa € considerada
uma via conservada de dobramento (Kolesinski et al., 2013; Duréo et al., 2015).

A proteina RbcX atua como homodimero no estroma do cloroplasto. Em A
thaliana, as caracteristicas inicias das proteinas RbcX em plantas superiores foram
relatadas porKolesinski et al. (2011). Foram descritas duas isoformas de RbcX,
denominadas X1 (At4G04330) e X2 (At5G19855). A duplicacdo génica muitas vezes pode
estar relacionada a adaptacdo da planta a varios estimulos ambientais e eAtresses.
proteina X2 apresenta expressdo estavel em diferentes estresses e a X1 tem expressao
responsiva a esses estresses, como salinidade, dessecacdao, frio, nos quais sua expressao &
aumentada de 6 a 12 vezes, e oxidativo, em que sua expressdo diminui, possivelmente
decorrente a menor taxa de traducdo da Rubisco (Saschenbrecker et al., 2007; Bracher et
al., 2011 Kolesinski et al., 2011).

No genoma de Glycine max Wm82.a2.vl no Phytozome, cinco genes foram
identificados com RbcX. O alinhamento das sequéncias aminoacidicas com os ortélogos de
A thaliana (Figura 7) revela similaridades entre as sequéncias, sendo que a RbcX
encontrada no screening foi agrupada no mesmo clado que a isoforma X2 de Arabidopsis
de outras duas RbcX de soja. Essas ultimas apresentam regido aminoacidicaadéntica
encontrada na interacdo com GmbZIPE2, podendo ser também parceiras de interacdo do

transfator.
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Figura 7: Alinhamento das sequéncias de residuos de aminoacidos das proteinas RbcX deesdjathaliana. A. Alinhamento das sequéncias de residuos
de aminoécidos das proteindsregido destacada em preto corresponde aos residuos de aminoacidos encontrados na interacdo REh Enindre

filogenética inferida usando o método de Neighbor-Joining realizadas em MEGA?7.
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A segunda sequéncia obtida, do clone 18DH, apresentou similaridade de 94%
(636/680 pb) com a proteina ndo caracterizada de G. max LOC100777895 no NCBI
(NP_001241154.1), no Phytozome identificada pelo Glyma09g232600.1. O mRNA do
gene possui 955pb, sendo que a CDS de 67-588 pb, tendo a proteina 173 aa e 19,1 kDa. A
regido identificada no screening correspoadegidao do5’UTR e a regido N-terminal da
proteina, de 1-515 pb da CDS do gene. No Phytozome ndo ha descricdo de nenhum
dominio conservado. No Uniprot, no entanto, a proteina é relacionada a montagem do
fotossistema Il (PSII), com localizacdo predita para o tilacoide do cloroplasto, sendo uma
proteina integral da membrana. A andlise da proteina em ferramentas de predicdo de
regibes transmembrana (TMHMM ttp://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM-2.0/
TMpred - http://embnet.vital-it.ch/software/TMPRED_ form.htmle DAS-TM -
http://mendel.imp.ac.at/sat/DAS/DAS.hdmlindicou a presenca de duas hélices

transmembrana, de aproximadamente 102 a 124 aa e de 138a 161

Ao alinhar a sequéncia obtida pelo BLASTX, esta apresenta 66% de identidade e
75% de positividade com a proteina Predicted Low Psii Accumulation 2, chloroplastic de
Vigna radiata var. radiata. No Phytozome, a busca pelas pathdraslow PSII
accumulation” identifica cinco genes no genoma da soja. No alinhamento das sequéncias
de residuos de aas das proteinas de soja e A thaliana, a proteina néo caracterizada de G.
max apresentou-se mais similar a LPA2 de Arabidopsis, estando no mesmo clado que as

proteinas LPA3 de ambos organismos (Figura 8).
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Figura 8: Alinhamento das sequéncias de residuos de aminoéacidos das proteinas LPA 1,2 e 3
de soja e A. thaliana e a proteina G. max uncharacterized LOC1007778%Gvore filogenética
inferida usando o método de Neighbor-Joining realizadas em MEGAY para as proteinas EPA 1, 2

3 de soja e A thaliana e a proteina G. max uncharacterized LOC100777895.

5.4. Predigcédo da localizagéao subcelular de GmbZIPE2

A andlise da sequencia aminoacidica do GmbZIPE2 em algoritmos de predicéo de
sequéncias sinais como o TargetRtp(//www.cbs.dtu.dk/services/TargexP/ChloroP
(http://www.cbs.dtu.dk/services/ChlorgP/ e PSORT [fttp://psort.hgc.jp/form.html

indicaram a possivel presenca de um peptideo de transito cloroplasto (cTP) e a possivel

localizac&o dessa proteina no plastideo (Figura 9).
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Figura 9: Predicdo da localizagdo subcelular de GmbZIPE2A: Sequéncia aminoacidica da
proteina GmbZIPE2. Em vermelho, destaca-se a regido predita como peptideo de teansito d
cloroplasto (cTP) e, em verde, a regido correspondente ao dominioBoZResultado obtido no
ChloroP na andlise da sequéncia de residuos de aminoacidos do transfator. "Y" sjgaifica

sequéncia apresenta uma regido que pode conteflam c
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6. Discussao

Os fatores de transcricdo bZIP s&o regulados por interacdes proteina-proteina e a
compreensdo desse mecanismo é essencial para o entendimento da funcdo do FT em
diferentes processos biologicos. A homodimerizacdo € um dos exemplos de interacdo que
modula a afinidade dos FTs por determinado cis-elemento (Sornaraj et al. 2016)
levedura Ah109 pBD-GmbZIPE2/ pAD-GmbZIPE2 foi capaz de ativar o sistema reporter
HIS e LacZ (Figura 4 e 5). Isso demonstra a capacidade do bZIP em formar homodimeros,
0 que caracteriza um mecanismo de regulacdo da funcéo desse fator nas vias de defesa,
seja a estresse bidtico ou abidtico, ja que estas interacbes podem afetar a afinidade e
especificidade de ligagao aos cis-elementos (Jakoby et al. 2002).

O entendimento desses mecanismos de regulacdo, como a descoberta de possiveis
parceiros de interacdo do transfator, pode auxiliar a desvendar a sua funcéo na resposta de
defesa de soja. Em nosso estudo, a proteina GmbZIPE2 foi capaz de interagir com 3DH-
G. max uncharacterized LOC100786585 (RbcX) e 18DH- G. max uncharacterized
LOC100777895, similar a LPA. Ambas as proteinas identificadas na varredura séo
aparentemente proteinas plastidiais. Para que a interacao entre estas e o GmbZIPE2 seja
possivel, € necessaria a colocalizacdo das proteinas em um mesmo compartimento
subcelular. Essa é uma desvantagem da técnica de duplo hibrido, ja que as interacfes
obtidas no ensaio podem n&o ocorrer no contexto celular devido a diferengas na
localizag&o subcelular.

A predicdo da localizacdo subcelular de GmbZIPE2 indicaram a possivel presenca
de um peptideo de transito cloroplasto (cTP) e a possivel localizacdo dessa proteinas no
plastideo. Alves (2013) havia demonstrado que a funcéo da proteina bZIP poderia estar sob
controle da localizacdo subcelular devido a dupla localizacdo do transfator. O ensaio, no
entanto ndo consegue determinar de forma precisa se a construcdo YFP-GmbZIPE2 se
localizou apenas no espaco citoplasmatico ou se também pode ser encontrada nas demais
organelas, como predito nos algoritméAsdupla localizagcdo de moléculas em diferentes
compartimentos subcelulares pode estar associada a transmissao de sinais. A resisténcia a
doencas ou tolerancia a estresses abiodticos se da por essa transmissdo, que permite a fina
comunicacao entre diferentes vias de sinalizagdo (Kangasjarvi et al., 2012), existindo
crosstalk entre as resposta a estresse biotico e abidtico (Saibo et al., 2009).

A relativa “for¢a” das interacdes, verificada pelo crescimento dos transformantes

até 45 e 100 mM de 3-AT, para o clone 3DH e 18DH respectivamente (Figura 4),
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corrobora a ideia de que estas interacdes possam desempenhar papel importante na
modulacdo da@GmbZIPE?2 e, a partir das funcdes relatadas na literatura de cada proteina,
pode-se supor o0 mecanismo de sinalizagdo envolvendo o transfator e seus parceiros de
interacdo (Figura 10).

Em situacdes ambientais favoraveis, por exemplo, em que ndo ha necessidade de
montagem/reparo de PSII, a proteina LPA pode estar na membrana do tilacoide n&o
associada com proteinas do fotossistema e, ao interagir com o GmbZIPE2, o retém na
membrana, impedindo que o transfator atue na sinalizacdo. Nessas condicdes, a
fotossintese esta atuando em condi¢cBes Otimas, podendo acarretar na maior traducédo de
Rubisco, que mantém RbcX atuando como chaperona, interagindo com as RbcLs (Figura
10A).

A cadeia transportadora de elétrons na fotossintese, no entanto, € um grande sensor
de estresses, auxiliando em ajustes que otimizem a eficiéncia fotossintética. Assim, as
condicbes ambientais sado percebidas por esses checkpoints moleculares, como o estado
redox dos componentes da cadeia transportadora de elétrons, a pressdo de excitacdo de
PSIl ou a concentracdo de espécies reativas de oxigéol) (Lepage et al., 20L3Em
condicOes estressantes, ROS sao produzidos como resultado da geracdo de foétons em
maior quantidade do que a necessaria ou mesmo de respostas celulares a estresses diversos,
podendo ser altamente toxicos para as células. Para que estes efeitos sejam reduzidos, as
plantas possuem mecanismos de desintoxicacdo, seja pela acdo de enzimas (superédxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), dentre outras) ou de
antioxidantes ndo enzimaticos (flavonoides, carotenoides, antocianinas). Em respostas a
varios estresses, bidticos e abioticos, o conteudo desses antioxidantes é alterado no
organismo (Pfannschmidt, 2003; Ferndndez and Strand, 2008; Brunetti et al., 2015; Devi
and Giridhar, 2015).

Mesmo com os sistemas antioxidantes, os danos oxidativos podern inidigio
dos fotossistemas e mecanismos de reparo, que envolvem a substituicdo da proteina do
centro de reacdo D1, principal alvo dos danos oxidativos. As proteinas LPA estdo
envolvidas na montagem e reparo de PSII. LPAL1 pode atuar como chaperona, assistindo no
dobramento e integracdo de D1 na membrana tilacoide e promovendo a interagdo de D1 e
D2. J4 LPA3 interage com CP43 e LPA2, auxiliando na montagem de CP43 no complexo
PSIl. A associagdo de LPA nessas condi¢cdes com a membrana aumenta, no intuito de
auxiliar na montagem das subunidades do PSIlI durante o mecanismo de repao para

manutencdo das atividades fotossintéticas (Peng et al., 2006; Cai et al., 2016t a#rvi
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2015). Nessas situacfes, LPA deixaria de interagir com o GmbZIPE2 para assistir na

montagem do PSII, liberando-o no estroma (Figura 9B).

A S .
Condic¢oes normais

—> | Rubisco ativa

T

Estresse biotico/abiotico

Figura 10: Modelo esquemético da via inferida para a possivel atuacdo do fator de
transcricdo GmbZIPE2 em resposta a estresse bioticos e abibticos na sinalizagao retrograda.
A. Via representativa da situacdo normal.A interacdo com LPA mantém o GmbZIPE2
associado a membrana, impedindo que o transfator atue na sinalizacdo. A fotossinteseratuando
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condi¢bes 6timas, pode acarretar na maior traducdo de Rubisco, que mantém RbcX atuando como
chaperona da Rubisco, interagindo com as RHgL¥ia representativa da situacdo sob estresse.

Em condi¢ces estressantes, a producdo de ROS podem induzir inibicho dos fotossistemas e
mecanismos de reparo. Nessas situacdes, LPA deixa de interagir com o GmbZIRi®2idHoemo
estroma, para assistir na montagem do PSII. A inibicdo da fotossintese e conseoirumtgid

da Rubisco. Assim, pode ser que nessas condicbes a RbcX livre interaja com o GmbZIPE2, que
agora se encontra no estroma do cloroplasto, desencadeando a sinalizagdo da resposta a estresse.

Em condi¢cBes estressantes e respostas imunes, apesar da aparente necessidade de
producdo de energia, 0os genes relacionados a fotossintese s&o down-regulados
(Kangasjarvi et al., 2012). Em estresse bi6tico, por exemplo, 0 gene nuclear que codifica
para RbcS foi down-regulado (Bilgin et al., 2010). Andlises pnoites revelaram que sob
estresse por seca, diversas proteinas da fotossintese tém menor expressdo em soja (Das et
al., 2016). A reducdo dos niveis fotossintéticos pode ser uma defesa da planta para
diminuir a fonte de carbono disponivel para o patdégeno ou em consequéncia da
necessidade de priorizar energia para as vias de defesa ou de aclimatizacdo (Dauyelio et al.
2015). A inibicdo da fotossintese pode diminuir a traducdo da Rubisco ou a presenca de
ROS pode resultar na oxidacdo dos residuos de Cys em vez de serem carbonilados,
acarretando na sua degradacdo (Foyer and Noctor, 2009). Assim, pode ser que nessas
condicdes a RbcX livre interaja com o GmbZIPE2, que agora se encontra no estroma do
cloroplasto, desencadeando a sinalizacao da reposta a estresse (Figura 10B).

Outro mecanismo de regulacdo do transfator que explicaria as interacdes poderia
ser pela interacdo com peptideos oriundos da degradacao oxidativa de proteinas parceiras
do cloroplasto como moléculas sinalizadoras, como proposto por Mgller and Sweetlove
(2010).

No entanto, a real configuracdo dessa via de sinalizacao s6 serd elucidada a partir
de mais estudos. O que podemos discutir € que se o GmbZIPE2 for transportado do
cloroplasto ao nuclemnde atuara na regulacdo génica, este poderia ser um candidato a
atuar na sinalizacédo retrograda.

Na sinalizacao retrograda, o sinal do cloroplasto € transportado do plastideo e age
no nucleo, onde o sinal coordena a expressao de genes nucleares, ndo s6 de genes
relacionados com a fotossintese como também de resposta a diversos estresses (Fernandez

and Strand, 2008 eister, 2012). Sinais relativos a disponibilidade de luz, por exemplo,
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sao provenientes do cloroplastdransmitidos para o nucleo (Foyer et al., 2076és
moléculas classicas de sinalizagéo retrégrada $4g-BrotoporfirinalX (Mg-ProtolX), o
3’-fosfoadenosing’-fosfato (PAP), que se acumula em resposta a estresse de seca e alta
luminosidad, e o B-ciclocitral (3-CC), produto de oxidagdo do B-caroteno (Leister, 2012).

Outras moléculas também séo reconhecidas como envolvidas na sinalizacdo retrograda,
como o MEcPP (methylerythritol cyclodiphosphate), precursor de isoprenoides, o estado
redox dos componentes da cadeia transportadora de elétrons e a producdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) (Fernandez and Strand, 2008; Xiao et al., 2012).

Ha ainda moléculas proteicas envolvidas na convergéncia dos sinais dos plastidios
GUN1, proteina PPR (pentatricopeptiderepeat) do cloroplasto, e ABI4, fator de transcricdo
AP2-like que se liga ao promotor de LHCB (proteina de ligacao a clorofila a/b) (Nott et al.,
2006; Fernandez and Strand, 2008). Sun et al. (2011) descreveram ainda a atuacdo do
transfator PTM ligado a membrana do cloroplasto, que é ativado por clivagem proteolitica
e transmite multiplos sinais do cloroplasto para o nucleo, onde ativa a transcricdo. Além
dessas, Whirly (WHY1)proteina de ligacdo a DNA fita simplesgncontrada tanto no
ndcleo quanto no cloroplasto de uma mesma célula e, apesar de o mecanismo/estimulo
pelo qual WHY1 é translocada ainda néo esteja claro, essa proteina € um 6timo candidato
para atuana via de sinalizagao retrograda (Grabowski et al., 2008; Isemer et al., 2012).

Neste contexto, os plastidios sdo capazes de auxiliar as células durante as respostas
de estresse, integrando as informacdes das redes de sinalizacdo citoplasmaticas e
plastidiais. (Fernandez and Strand, 2008s respostas a estresse podem envolver a
inducdo/repressao de diversas vias, seja de defesa ou relacionadas a fotossintese, processos
muito complexos, cuja especificidade da resposta desencadeada vai depender do aparato
bioquimico das células (Atkinson and Urwin, 2012). As vias de defesa envolvem diversos
componentes, sendo dificil definir quais sdo necessarios e suficientes para conferir defesa
(Dixon and Paiva, 1995).

A identificacdo de FT que podem se ligar a cis-elementos requeridos para a
sinalizacao retrograda € essencial para o entendimento dos mecanismos de sinalizacéo e
interacdo entre as vias (Nott et al., 200Bentro dessas questdes discutidas e dos
resultados encontrados na caracterizacdo do GmbZIPE2 e de seus parceiros de interacéo,
esse transfator pode estar relacionado a transmisséo de sinais do cloroplasto para o nucleo
uma vez de interage com moléculas relacionadas com a fotossintese e que podem ser sinais
de como esta o estado fotossintético da célula sob determinado estresse. A acdo do

GmBZIPE2 pode levar a transcricdo de genes da via de fenilpropanoides, envolvidos na
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defesa a patdgenos e na acdo antioxidantes como quelantes dos ROS. No entanto, mais
estudos sdo necessarios para a confirmacédo desse papel do transfator e do mecanismo de
transmissao de sinais para o completo entendimento da via de defesa desencadeada pelo
GmbZIPE2.
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7. Conclusao

A proteina GmbZIPE2 foi capaz de interagir com G. max uncharacterized
LOC100786585 (RbcX) e com G. max uncharacterized LOC100777895 (similar a LPA).
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9. Anexo

9.1. pDONR201
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