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RESUMO

MIGUEL, Larissa Pereira, M.Sc, Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2019.A
funcio do chaperone molecular BiP na resposta a estresses abidticos. Orientador:
Pedro Augusto Braga dos Reis. Coorientadora: Elizabeth Pacheco Batista Fontes.

A manuten¢do da homeostase em organismos vivos passa por mecanismos de percepgao
e propagagdo dos mais diversos sinais dentro da célula e do organismo como um todo
por meio de complexas redes de sinalizacdo.Vias de sinalizacdo em planta possuem,
muitas vezes, o papel de minimizar os efeitos deletérios de estresses bidticos e
abidticos,por meio da ativacdo e repressdo de genes especificos. Estes estresses sao
responsdveis por prejudicar o desenvolvimento e levar a perdas na produgdo. Desta
maneira, diferentes estudos tém focadoem elucidar estasvias de sinalizacdo com a
finalidade de obter cultivares superiores. Dentre estas, a via de resposta a proteinas mal
dobradas (UPR) e a via mediada por proteinas ricas em asparaginas (NRPs), que
transduzem sinais de morte celular originados de estresse no reticulo endoplasmatico
(RE) e osmético, exercem um papel de atenuacdo dos estresses e alteragdes relacionadas
ao desenvolvimento. A chaperona molecular residente do RE, BiP, foi demonstrada
retardar a inducdo de morte celular em condi¢des de estresse ea senescéncia
natural,regulando, assim, ambas as vias de sinalizacdo. No entanto, o mecanismo pelo
qual BiP controla estas vias € totalmente desconhecido. Desta forma, osobjetivos do
presente trabalho foram(I) avaliar o papel do dominio ATPase e da atividade chaperona
de BiP no processo de modulacdo das vias de resposta a estresses no RE, osmético e de
morte celular programada (II) Identificar possiveis candidatos moduladores supressores
do mecanismo de tolerancia a seca mediado por BiP. Foram geradas muta¢des no gene
de BiPD no sitio de hidrélise do ATP (T44G) e no sitio de ligacdo ao ATP (G233D),
com o proposito de demonstrar se a regido chaperona de BiP influéncia na sua
modulacdo das vias de sinalizacdo. A partir destes mutantes, diferentes técnicas foram
utilizadas para demonstrar que estas mutagdes levaram a perda de funcdo de BiP.
Experimentos de estresse hidrico foram realizados demonstrando que as plantas
transformadas com o gene mutado ficaram mais susceptiveis a morte celular. Através do
tratamento com tunicamicina (indutor de estresse no RE), o nivel de expressao de genes
da UPR aumentou nas plantas BiPD-T44G e BiPD-G233D, além do fenétipo de morte

celular ter sido mais agravante comprovado pelo experimento de Azul de Evans e de



infiltracdo. Além disso, o comportamento da inducdo de genes NRPs foi alterado nestas
plantas, uma vez que houve um aumento da inducdo destes genes quando comparados
com a planta superexpressando BiP. Os resultados obtidos indicam que a funcdo
chaperone de BiP estd relacionada com a forma que BiP atua em resposta a estresse
hidrico e estresse no RE. De forma a identificar possiveis moduladores do mecanismo
de tolerancia mediado por BiP, foram realizadas mutacdes com EMS em plantas
superexpressando BiPD, e por meio do sequenciamento do genoma das mesmas foram
selecionados possiveis supressores do mecanismo de tolerancia a seca de BiP. Dentre os
genes identificados, ZARI1 foi selecionado para estudo.Primeiramente foi demonstrado
que ZAR1 apresenta expressdo aumentada em plantas superexpressando BiPD. Além
disso, foram obtidas plantas superexpressando e silenciadas para o gene ZARI1. Ensaio
de infiltracdo de tunicamicina em Arabidopsisthalianamostrou que plantas
superexpressando ZAR1 apresentam menor grau de clorose decorrente do processo de
morte celular, enquanto que em plantas knock-down para ZARI1 este processo foi
acelerado. Estudos mostraram que o regulador de proteina G, RGS1, possui funcio de
dessensibilizar a sinalizacdo mediada por proteina G, além de estar envolvido na
regulacdo em resposta a seca. Este mecanismo ainda nio € totalmente conhecido,
entretanto foi identificado queproteinas LRRRLK sdo responsaveispela fosforilacao de
RGS1 ativando sua modulacdo das proteinas G. ZAR1 possui sitio de ligagdo a proteina
G e pertence a familia das LRRRLK, desta maneira ensaio de co-imunoprecipitacdo e
ensaio de complementacdo de fluorescéncia bimolecular foram realizados e, a interagdo
entre ZAR1 e RGS1 foi provada.No entanto, posteriores estudos precisam ser realizados
para identificar o mecanismo envolvido nesta interacdo, além de qual resposta €
desencadeada apds essa interacao. Estes resultados indicam uma correlagdo direta entre
ZAR1 e morte celular induzida por tunicamicina e apontam favoravelmente para um

envolvimento direto de ZAR1 como supressor do mecanismo de ac¢do de BiP.
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ABSTRACT

MIGUEL, Larissa Pereira, M.Sc, Universidade Federal de Vigosa, February, 2019. A
function of molecular chaperone BiP in response to abiotic stress. Advisor: Pedro
Augusto Braga dos Reis. Co-advisor: Elizabeth Pacheco Batista Fontes.

The maintenance of homeostasis in living organisms involves a mechanism of
perception and propagation of the most diverse signals within the cell and the organism
as a whole through complex signaling networks. Signaling pathways in plants often
have the role of minimizing the deleterious effects of biotic and abiotic stresses by
activating and repressing specific genes. These stresses are responsible for impairing the
development of plants leading to losses in production. In this way, different studies
have focused on elucidating these signaling pathways in order to obtain superior
cultivars. Among these, the pathway to unfolded proteins response (UPR) and the
asparagine-rich proteins (NRPs)-mediated pathway, which transduce signs of cell death
originating from stress in the endoplasmic and osmotic reticulum, exert a role of
attenuation of the stresses and changes. The resident molecular chaperone of RE, BiP,
has been shown to delays the induction of cell death under stress conditions and natural
senescence, thereby regulating both signaling pathways. However, the mechanism by
which BiP controls such pathways is totally unknown.Therefore,the objectives of the
present work were (I) to evaluate the role of the ATPase domain and the chaperone
activity of BiP in the process of modulating the stress response pathways in the ER,
osmotic and programmed cell death (II) to identify possible candidate suppressor
modulators of the BiP-mediated drought tolerance mechanism. BiPD gene specific
mutations were generated at the ATP hydrolysis site (T44G) and at the ATP binding site
(G233D), in order to demonstrate whether the BiP chaperone region influences its
modulation of the signaling pathways. From these mutants, different techniques were
used to demonstrate that such mutations led to loss of BiP function. Water stress
experiment was performed demonstrating that the transgenic plants carrying the mutated
gene were more susceptible to cell death. Through the treatment with tunicamycin
(stress inducitor in RE), the level of UPR gene expression increased in the BiPD-T44G
and BiPD-G233D plants, and the cell death phenotype was more aggravated by the
Evans Blue experiment and the infiltration. In addition, the behavior of the induction of

NRPs genes was altered in these mutated plants, since there was an increased induction
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of these genes when compared to the plant overexpressing BiP. The results indicate that
the chaperone function of BiP is related to the way that BiP acts in response to water
stress and RE stress. In order to identify possible modulators of the mechanism of
tolerance mediated by BiP, mutations with EMS were performed in BiPD
overexpressing plants, and through the sequencing of the genome were selected possible
suppressors of the mechanism of tolerance to drought of BiP. Among the identified
genes ZAR1 was selected for study. First, ZAR1 gene has been shown up-regulate in
BiPD overexpressing line. Moreover, ZAR1 overexpressing and silencing lines were
obtained. Tunicamycin infiltration in Arabidopsis thaliana showed that ZARI1
overexpressing lines showed a lower chlorosis level due to the cell death process,
whereas in ZAR1 knock-down plants this process was accelerated. Studies have shown
that the G protein regulator, RGS1, has the function of desensitizing the G protein-
mediated signaling, besides being involved in regulation in response to drought. This
mechanism is not yet fully understood, however it is showed that LRRRLK proteins are
responsible for the phosphorylation of RGS1 activating its G protein modulation. ZAR1
has a G protein binding site and belongs to the LRRRLK family, in this way co-
immunoprecipitation assay and bimolecular fluorescence complementation assay were
performed and the interaction between ZAR1 and RGS1 was proved. However, further
studies are necessary to identify the mechanism involved in this interaction, in addition
to which response is triggered after this interaction. These results indicate a direct
correlation between ZAR1 and tunicamycin-induced cell death and favorably point to a

direct involvement of ZART1 as a suppressor of the BiP action mechanism.
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Introducao Geral

As plantas sdao organismos sésseis € estdo constantemente submetidas a
variacOes ambientais e a condi¢cdes adversas. Desta forma, estdo sujeitas a uma
variedade de estresses bidticos (causados por microrganismos, herbivoros ou virus) e de
estresses abidticos (disponibilidade de dgua, nutrientes, variacdo de temperatura). Estes
estresses sdao responsdaveis por prejudicar o crescimento, desenvolvimento e
produtividade das plantas, induzindo a perda de produgdo de grandes culturas voltadas
para o agronegdcio.

O estudo da fisiologia molecular dos vegetais frente as diferentes condi¢des de
cultivos e estresses ambientais € de grande relevancia para a melhoria da produtividade
e manejo de culturas. A fim de minimizar os efeitos deletérios nas células, uma das
formas utilizadas pelas plantas para lidar com os estresses € a ativacdo de vias de
sinalizacdo com consequente alteracdo na expressao de genes especificos, cuja funcdo
seja garantir a sobrevivéncia da planta. Portanto, entender estas vias de sinalizacdo tem
sido fundamental para obtencdo de cultivares superiores, visando aumentar a
produtividade, diminuir o custo no cultivo e tornar as plantas mais tolerantes aos
estresses.

O reticulo endoplasmético (RE) é uma organela essencial envolvida em
diversas respostas a estresse. O RE contém chaperones moleculares os quais
aparentemente funcionam como sensores de alteragdes na quantidade e qualidade de
proteinas que atravessam a organela. As plantas podem potencialmente utilizar esta
maquinaria de reconhecimento para estimular respostas rdpidas durante condi¢des de
estresses (Cascardo et al., 2000; Reis et al., 2011; Valente et al., 2009; Howell., 2013;
Srivastava et al., 2013). O potencial de BiP como modulador da via UPR (Bertolotti e?
al., 2000; Howell., 2013; Xu et al., 2013; Srivastava et al., 2013) e a sua capacidade de
aumentar a tolerdncia de plantas transgénicas sob condic¢des de déficit hidrico (Alvim et
al., 2001; Valente et al., 2009) evidenciamque a via UPR e a via de sinaliza¢do a
estresse osmatico convergem molecularmente ou compartilham respostas integradas de
defesa dependentes de BiP.

A sobreposicio do transcriptoma de soja, induzido por PEG (estresse
osmotico) e por tratamentos com tunicamicina e AZC (agentes indutores da via UPR),
identificou uma série de genes que codificam proteinas regulatérias com o potencial de

integrar as duas vias de sinalizacdo a estes estimulos abidticos em uma resposta



potencializada (Irsigler et al., 2007). Estas respostas fisioldgicas representam uma via
de sinalizagdo mediada por proteinas ricas em asparagina (NRPs), que transduz sinais
de morte celular originados por estresses no RE e estresse osmotico. Esta é uma via de
sinalizacdo de morte celular programada (PCD) especifica de plantas e tem sido
caracterizada como uma relevante resposta adaptativa a estresses e a eventos de
desenvolvimento, como senescéncia natural de folhas (Costa et al., 2008; Faria et al.,
2011; Reis et al., 2011; Mendes et al., 2013; Reis et al., 2012; Pimenta et al., 2016; Reis
et al., 2016).Esta resposta é acionada como medida protetora contra condicdes extremas
de estresses em que sdo submetidas as células vegetais.

NRP-A e NRP-B sdo proteinas marcadoras do processo de morte celular
programada induzida por estresse osmoético e do RE, que apresentam na regido C-
terminal o dominio conservado DCD (Development and Cell Death), além de um
dominio adicional rico em asparagina (Ludwig e Tenhaken 2001; Irsigler et al., 2007,
Costa et al., 2008; Reis et al., 2011, 2012). Assim como NRP, GmNACS81 é um fator de
transcricdo que tem sua expressdo aumentada em condicdes de estresse osmético e do
RE, apresentando resposta sinergistica a ambas inducdes, além de ter sido provado sua
atuacao jusante dos NRPs (Faria et al., 2011). Da mesma forma, o transfator GmNAC30
¢ induzido em plantas de soja submetidas a ambos os estresses e também atua
downstream a NRPs na via de morte celular (Mendes et al., 2013). O componente
upstream da via de morte celular mediada por NRP, GmERDI1S5 (Glycine max Early
Responsive to Dehydrate 15), € um fator de transcri¢do localizado no nicleo das células
e € induzido por estresses osmoético e do RE, o qual se liga no promotor de NRP-B e
induz a expressdo deste gene (Alves er al., 2011). No nidcleo de células vegetais
estressadas, GmNAC30 interage com GmNACS]1 para se ligar em promotores e ativar
expressao de genes codificadores de enzimas hidroliticas, principalmente VPE (vacuolar
processing enzyme; Mendes et al., 2013). VPE € uma proteina com atividade caspase-
1-like, que atua como um executor da resposta de morte celular induzida por stress no
RE e osmético (Mendes et al., 2013) (Figura 1).

A chaperona molecular residente do RE, BiP, possui importante papel nesta via
de sinalizacdo. A atuagdo de BiP se dd pela modulagdo da indugdo de marcadores de
morte celular, como NRP-A, NRP-B e GmNACS81, os quais estdo envolvidos na
transdug@o de sinais para o processo de morte celular originado do RE e por estresse

osmotico (Valente er al., 2009; Reis et al., 2011)



Ic)s.w-:wm | |Er-a-::'¢u| Figura 1. Via de sinalizagdo de morte celular mediada por NRP/DCDs em

\ 7 resposta aos estresses osmotico e do reticulo endoplasmatico. O
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} Il enguanto setas cheias indicam gue o gene & um alvo imediato a jusante.
NRPs 4= /| UPR, unfolded protein response (Mendes et al., 2013).
A
by
GmNACI0 + GmNACE!
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Esta via de morte celular programada mediada por proteinas NRPs ¢é
conservada em plantas.No genoma de Arabidopsis thaliana estdo presentes ortélogos
dos componentes da via, como AtNRP-1 e AtNRP-2 ortélogos de GmNRP-A e
GmNRP-B, ANACO036 ortélogo de GmNACO081 e gVPE ortdlogo de VPE. Assim como
em soja, estes genes sdo induzidos em condig¢des de estresse osmotico e do RE e quando
expressadas transientemente em folhas de Nicotiana benthamiana foram capazes de
induzir morte celular. Também foi demonstrada, que assim como em soja, a chaperona
molecular BiP modula a via, regulando negativamente a expressdo génica desses genes
indutores de morte celular. (Reis et al., 2016).

Em plantas, a expressdo de BiP € induzida em resposta a uma variedade de
estresses bidticos e abidticos, exibindo uma regulagdo da expressdo complexa, com
multiplos mecanismos reguladores de controle (Cascardo et al., 2001; Reis et al., 2011;
Srivastava et al., 2012; Xu et al., 2013; Valente et al., 2009; Carvalho et al., 2014; Reis
etal.,2016).

Assim sendo, a proteina BiP parece ter uma fun¢do protetora geral contra uma
diversidade de estresses impostos pelas condi¢cdes adversas do meio ambiente. Embora
o papel de BiP seja considerado de relevancia em eventos de tolerdncia a seca, o
mecanismo pelo qual BiP controla a via de morte celular mediada por NRPs é
totalmente desconhecido. Assim, este presente trabalho teve como objetivos (I) avaliar
o papel do dominio ATPase e da atividade chaperona de BiP no processo de modulagdo
das vias de resposta a estresses no RE, osmético e de morte celular programada (II)
Identificar possiveis candidatos moduladores supressores do mecanismo de tolerancia a

seca mediado por BiP. O primeiro objetivo serd abordado no primeiro capitulo



intitulado “A atividade chaperona de BiP ¢ essencial para a tolerancia a estresses em
Arabidopsis”. O segundo objetivo serd apresentado no capitulo II intitulado “ZARI

possivel supressor do mecanismo de tolerancia mediado por BiP”.
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Capitulo 1

A atividade chaperona de BiP é essencial para a tolerancia a
estresses em Arabidopsis



1. Introducao

O controle da qualidade da célula pode ser alterado, promovendo uma situacao
de estresse, quando ocorre 0 acimulo de proteinas incorretamente enoveladas devido a
alteracdes das func¢des do RE (Trombetta e Parodi, 2003).

Tais condig¢des de estresse podem atuar diretamente sobre a homeostase do RE,
organela que estd altamente envolvida em processos como sintese de proteinas,
dobramento, processamento e controle de qualidade de proteinas secretoras
recentemente sintetizadas, além da manutencdo da homeostase de Ca*t (Silvaet al.,
2015).

O estresse gerado no RE ativa a via de resposta a proteinas mal dobradas
(unfolded protein response, UPR). Para minimizar o acimulo de proteinas mal dobradas
no lumen do RE, uma via de degradac¢do de proteinas (ERAD) € ativada por um sistema
de controle de qualidade de proteina (PQC). Além deste mecanismo de degradacio de
proteinas mal dobradas, durante uma situacdo de estresse e elevada sintese destas,
ocorre degradacdao de RNA mensageiros que codificam proteinas secretoras com o
proposito de reduzir as demandas dos dobramentos de proteinas (Liu et al., 2016).

Enquanto que em mamiferos a ativacdo da UPR ocorre por meio da ativacao de
trés tipos de transdutores de sinal associados a membrana do RE, duas proteinas
quinases, PERK (protein kinase RNA-like ER kinase) e Irel (inositol-requiring protein-
1), e um fator de transcricdo ATF6 (activating transcription factor-6), em plantas, esta
ativacdo consiste de fatores de transcri¢do associados a membrana e uma enzima de
processamento de RNA (Irel). Em Arabidopsis, os andlogos de ATF6 sao os bZIP17 e
bZIP28 e os ortdlogos de Irel sao Irela e Ire1b(Liu et al., 2016).

A chaperona molecular residente do RE, BiP, se encontra conectada bZiP28
durante condicdes normais. Em situagdes de estresse, Irel reconhece e provoca o
splicing de RNAm bZiP60, que é importado para o nicleo e ativa a transcricdao de genes
da UPR e, bZiP28 se desloca para o complexo de Golgi onde é clivado por proteases e
entdo direcionado para o nucleo para também ativar a transcri¢do de genes da UPR (Li
etal.,2017).

A superexpressio de BiP em plantas transgénicas de tabaco (Nicotiana
tabacum), soja (Glycine max) e Arabidopsis (Arabidopsis thaliana)aumenta a tolerancia

a estresse hidrico, provoca um atraso no processo de senescéncia e atenua o estado de



estresse do RE, sugerindo um papel para BiP na regulacao da ativacao da UPR. Além
disso, demonstrou modular a via a partir da resposta mediada por proteinas ricas em
asparaginas (NRP) (Alvim et al., 2001; Costa et al., 2008; Valente et al., 2009, Reis et
al., 2016).

A via de sinalizacdo mediada por NRPs € especifica de plantas sendo ativada
quando estresse osmoético e estresse no RE sdo integrados, por meio da ativacdo de
proteinas ricas em asparaginas com dominio de morte celular (DCD/NRP), fatores de
transcricdo (GmNAC81 e GmNAC30), enzima de processamento vacuolar (VPE) o
qual possui atividade de caspase e induz morte celular por colapso do vacuolo. Esta via
de sinalizacdo mediada por NRPs também € ativada por estresse hidrico (Reis et al.,
2012).

BiP € responsdvel por modular esta via, uma vez que a sua superexpressao atrasa
a resposta de morte celular por estresse osmotico, estresse no RE e durante eventos de
seca, promovendo melhor adaptacdo de linhagens transgénicas durante estresse hidrico.
Em soja, BiPD atua modulando o nivel de expressdo e a atividade de genes relacionados
com a via de mediada por NRP, como GmNRP-A, GmNRP-B, GmNACS81 e VPE (Reis
et al.,2011; Carvalho et al., 2014).

Esta sinalizacdo de morte celular é conservada em outras plantas dicotiledoneas
e monocotiledoneas, sendo assim conservada em Arabidopsis(Reis et al., 2016). Os
genes AtNRP1 eAtNRP2 transduzem sinal de morte celular em Arabidopsis, uma vez
que a perda de funcdo de AtNRP1 e AtNRP2 aliviou a morte celular induzida por
estresse no RE, enquanto que a superexpressdo de AtNRP2 aumentou o processo de
morte celular. Além disso, a modulacdo da via a partir da chaperona BiP também ¢é

conservada em Arabidopsis (BiP1 e BiP2).

Pertencente a familia Hsp70, BiP interage com proteinas nascentes prevenindo
o enovelamento incorreto destas. Foram identificadas quatro isoformas de BiP em soja
(Kalinski et al., 1995; Figueredo et al., 1997), oito em tabaco e trés em Arabidopsis
(Snowden et al., 2007).

BiP consiste em um dominio de ligacdo de proteina C-terminal e um dominio
de ligacdo ao ATP N-terminal. A habilidade de BiP se ligar e desligar das proteinas mal
dobradas € regulada por ciclos de ligacdo de ATP, hidrélise e troca de nucleotideos, os
quais sao controlados por diversos co-fatores. Quando BiP estd ligada com o ATP, seus

dominios estdo proximos e sua afinidade com o substrato € fraca. Co-chaperonas, como
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ERdj3, sdo responsaveis por introduzir os substratos em BiP aumentando sua atividade
ATPase. Deste modo, com a hidrdlise do ATP, os dominios de BiP se distanciam e a
ligacdo do substrato com BiP se torna forte. Para liberar o substrato e disponibilizar BiP
para outro ciclo, o ADP deve ser trocado por ATP, o qual ocorre mediante fatores de
troca de nucleotideo (NEFs), como Grpl170 e Sill (Behnke et al., 2015). Portanto, a
atividade ATPase e a ligacdo do ATP sido criticas para a atividade chaperona de BiP,
pois regulam os ciclos de ligacdo e liberacdo da proteina com o peptideo (Snowden et
al., 2007).

O mecanismo molecular para modulacdo de BiP em resposta a estresses no RE,
osmotico e de morte celular programada, ainda € incipiente. Assim, no referido trabalho
evidenciamos a importancia da atividade chaperone de BiP no mecanismo de resposta a
estresse. Com base na homologia de sequéncia foram geradas mutacOes no sitio de
hidrélise de ATP e no sitio de ligagdo ao ATP do gene de BiPD de soja. Estas mutagdes
mostraram alteracdo na capacidade de ligacdo e hidrélise de ATP. Além disso, plantas
transformadas com estes genes mutados ndo apresentaram as respostas moleculares
caracteristicas da superexpressdo dogene de BiPD intacto. Sugerindo a importincia da

atividade chaperona de BiP em mecanismos de tolerancia a estresse.
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2. Material e Métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Biologia Molecular de
Plantas (LBMP) do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, o qual se
localiza no Instituto de Biotecnologia aplicada a Agropecudria — BIOAGRO na
Universidade Federal de Vicosa e estd associado ao Instituto Nacional de Ciéncia e

Tecnologia (INCT) em Interacdes Planta-Patégeno.

2.1. Obtencao das construcoes de DNA

Para obter as mutacdes de BiPD, pDONR?221 contendo a sequéncia de BiPD
foi utilizado para amplificar o DNA utilizando primers de BiPD mutado (T44G e
G233D). Os vetores amplificados com as mutagdes foram purificados e, depois, usados
na reacdo de ligase (Promega). A reacdo de ligase foi utilizada para transformar E.coli
DH5a, para gerar pPDONR221-BiPD-T44G e pDONR221-BiPD-G233D. Esses vetores
de entrada foram utilizados para transferir, por reacdo de LR clonase, para o vetor de
destino pK7WG@G?2, originando pK7WG2-BiPD-T44G e pK7WG2-BiPD-G233D (Reis,
2014).0s DNAs plasmidial BiPD, BiPD-T44G e BiPD-G233D foram previamente
extraidos por Reis (2014). A partir destes DNAs, foi realizada a clonagem em vetor de
expressdo em bactéria, pDEST15, em DHS5a, obtendo os clones BiPD-pDESTI15
(pUFV3164), BiPD-T44G-pDEST15 (pUFV3165) e BiPD-G233D-pDEST15
(pUFV3166), e posteriormente foram transferidos para a linhagem BL21 pLyss.

2.2. Transformacio de planta

Para obtencdo de linhagem transgénica de Arabidopsis, o DNA plasmidial dos clones
pK7GW2-BiPD-T44G e pK7GW2-BiPD-G233D foi extraido e utilizado para
transformar Agrobacterium tumefaciens estirpe GV3101 por eletroporacao (2500 mV,
3-4 ms). O transformante foi plaqueado e selecionado em meio de cultura LB contendo
gentamicina (50mg/L) e espectiomicina (100mg/L) e confirmado via PCR. A col6nia
confirmada foi inoculada em meio LB contendo os mesmos antibidticos de selecdo a

28°C até atingir a ODgponm = 0,6-0,8. A cultura foi centrifugada por 6000 x g por 10 min
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a 25°C. O pellet foi ressuspendido em solugdo sacarose 5% (m/v) contendo Silwet-L77
0,02% (v/v). Arabidopsis Col-0 foi transformada pelo método do mergulho do pendao
floral por trés semanas consecutivas (Bent et al, 2006). Duas linhagens independentes
de cada mutacdo, BiPD-T44G pll, BiPD-T44G pl5, BiPD-G233D pll, BiPD-G233D

pl3 foram selecionadas para anélises posteriores.

2.3. Preparo de células competentes e expressiao heteréloga

As células da E.coli da estirpe BL21:DE3 (pLys) foram cultivadas em S5mL de
LB contendo o antibidtico de sele¢do cloranfenicol (35 mg/mL). A cultura foi
centrifugada a 6000 g por 2 minutos e o pellet foi ressuspendido em 1000 pL de CaCl,
0,1M. Esta solugdo foi novamente centrifugada e o pellet ressuspendido em 150 pL do
CaCl; 0,1 M (Sambrook et al, 1989). As aliquotas de 75 puL foram transformadas com
cada plasmideo, pelo método de choque térmico, e a cultura crescida foi plaqueada em
meio LB solido contendo os antibidticos de selecdo, ampicilina (100 mg/L) e
cloranfenicol (35 mg/mL). Os transformantes foram confirmados por PCR e o produto
amplificado foi visualizado em gel de agarose 1% (p/v). Os transformantes selecionados
foram pré-inoculados em 5 mL meio LB acrescido dos antibidticos de selecao por 16
horas. Em seguida foram diluidos em 500 mL de meio LB contendo os mesmos
antibidticos e a cultura foi incubada a 37°C, 150 rpm até atingir OD600nm= 0,4 - 0,6.
Em seguida, foi adicionado isopropil-B-Dthiogalactopiranosideo (IPTG) na
concentracgdo final de 1,0 mM e a cultura foi incubada a 20°C, 120 rpm por 16 horas. A
cultura foi centrifugada a 10000 x g por 10 minutos a 4°C e submetidas ao protocolo de

purificagdo.

2.4. Purificacio de proteinas fusionadas a GST e expressas em E. coli.

As células sedimentadas de E. coli, expressando as proteinas de interesse,
foram ressuspendidas em tampao de lise (NaCl 150 mM, Tris pH7,4 50mM, EDTA
2mM e DTT 2mM) com adicdo de inibidores de protease, PMSF 30 uM, Benzamidina 1
ng/mL e Thioureia 1pg/mL. Nesta solugio, foram também adicionados 300 pg.mL™ de

lisozima, mantendo-se por 30 minutos no gelo. A lise celular foi obtida por
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ultrassonicagdo com os padrdoes de pulso 5, amplitude 60/80, por 15 segundos. Em
seguida, o material foi centrifugado a 10000 x g por 30 minutos e filtrado em membrana
0,45 um, para a remoc¢dao de restos celulares e obtencdo do sobrenadante. Ao
sobrenadante, foi adicionado a resina Glutationa Sepharose 4B (GE HealthCare),
previamente equilibrada com o tampao PBS 1X. Apds 4 horas sob agitacdo lenta, as
proteinas aderidas a resina foram eluidas com o tampdo de elui¢cdo contendo glutationa
reduzida (L-glutationa reduzida (Sigma), Tris-HC1 50 mM, pH 8,0). Uma aliquota do
eluato foi analisada em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 10% (m/v) e quantificado

pelo método de Bradford (1976) para verificar a eficiéncia da expressao e purificacao.

2.5. Cromatografia de afinidade com resina ATP-agarose

Ensaio de cromatografia de afinidade utilizando resina de ATP foi realizado
para determinar a ligacdo das proteinas mutadas com a molécula de ATP. As amostras
de proteinas purificadas foram separadas em duas aliquotas de mesmo volume. Uma
amostra foi determinada fracdo total e a outra fragdo foi incubada por 16 horas a 4°C
com a resina de ATP. Apés as 16 horas foi centrifugada, o qual o sobrenadante foi
designado fracdo ndo ligante e, o pellet ap6s 3 lavagens com tampdo de equilibrio
(20mM Tris-HCL pH 7,8, 20 mM NaCl, 10 mM MgSO,) foi denominado fracdo

ligante.

2.6. Experimentos de Tolerincia a seca

O ensaio de tolerancia a seca foi realizado com linhagens superexpressando
BiPD, BiPs mutadas e Col-0, de 3 semanas apds a germinacdo. Apds a germinagcdo em
placas de meio MS, as plantas de 14 dias de idade foram transplantadas para potes,
previamente pesados com um solo misto e bem irrigado. Os potes foram distribuidos
aleatoriamente nas bandejas, e as bandejas rotacionadas frequentemente durante o
estresse. Apds 15 dias de adaptacdo, as plantas foram cultivadas em estufa (22 °C, 8 h
de luz / 14 h de ciclo escuro) por 18 dias, com irriga¢ao suspendida. Apds o estresse, foi
adicionada a mesma quantidade de d4gua em todas as bandejas. Apds 2 dias foi analisada

a taxa de sobrevivéncia.
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2.7. Estresse em plantulas de Arabidopsis

Para os ensaios de inducdo de estresse no reticulo endoplasmaético, inicialmente
plantulas de Arabidopsis foram germinadas em meio MS (V2 forca) (MURASHIGE &
SKOOG, 1962). Transcorridos 15 dias, estas foram transferidas para placas de 12 pogos
contendo meio MS (% forca) liquido, e deixadas aclimatando por 24 h. O tratamento foi
iniciado pela substitui¢do do meio por uma solugdo de Tunicamicina (TUN) 2,5 pg/mL
em meio MS (% forca) liquido. Foram utilizadas 4 repeticdes, sendo cada uma
composta por 5 plantulas para o experimento de qRT-PCR. Para o controle (tempo de 0
h), utilizou-se meio MS (V4 forca) liquido acrescido de DMSO (para o tratamento com
tunicamicina). Os tempos de tratamento foram de O h e 8 h.

Indugdo de morte celular por tunicamicina também foi feita por infiltracio em
folhas 5 semanas apds a germinacdo, conforme descrito por Cai et al. (2007).
Tunicamicina a 15 pg/mL (ou DMSO) foi infiltrada com uma seringa em folhas de

plantas de Arabidopsis de cinco semanas.

2.8. Ensaio de morte celular pelo método de coloracao com azul de Evans

As plantulas de Arabidopsis foram induzidas em condi¢cdes de estresse no
reticulo endoplasmdtico, a partir do tratamento com uma solu¢do de Tunicamicina
(TUN) 10 pg/mL em meio MS (% forga) liquido por 24 e 48 horas. Apds a indugdo, as
plantulas foram coradas com azul Evans a 2% (p / v) durante 5 min e depois foram

lavadas extensivamente com agua.

2.9. Extracao de RNA de plantulas de Arabidopsis e sintese de cDNA

A extracdo de RNA das linhagens transgénicas foi conduzida pelo método do
Trizol (Invitrogen), seguido por precipitacdio com isopropanol. A qualidade e a
integridade do RNA foram monitoradas, respectivamente, por espectrofotdmetro e por
eletroforese em gel de agarose desnaturante 1,5 %. Cerca de 4 ng de RNA foram

tratados com DNase livre de RNAse (Invitrogen) e utilizados para obtengdo do cDNA,
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usando a enzima transcriptase reversa M-MLV (Invitrogen) e oligo-dT, de acordo com

determinacdo do fabricante.

2.10. PCR em tempo real

Todos os procedimentos de PCR em tempo real, incluindo testes, validagcdes e
experimentos, foram conduzidos seguindo informagdes contidas nos manuais fornecidos
pela Applied Biosystems. As reagdes foram conduzidas no equipamento ABI7500 Real
Time PCR Systems (Applied Biosystems), usando SYBR® Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems).

As reagdes de amplificacdo foram realizadas utilizando-se 20 ng de cDNA,
primers e o protocolo descrito a seguir: 10 min a 95°C, seguido por 40 ciclos a 94°C por
15 s e 60°C por 1 min, seguido da etapa de dissociacdo. A expressdo de genes foi
avaliada utilizando o método comparativo de Ct: 22 Os oligonucleotideos especificos
para os cDNAs dos tratamentos foram utilizados (Tabela 1) e o gene da actina foi

utilizado como controle enddgeno para a normalizacao dos dados.

2.11. Anadlise do efeito das mutacoes em morte celular induzida.

Neste experimento foi avaliada a possivel interacdo dos mutantes de BiP com a
via UPR. A expressdo de componentes da via BiP3 e bZip28 foi avaliada por qRT-PCR,

sob condi¢des de estresse.

2.12. Técnicas de Biologia Molecular

Todas as técnicas de Biologia Molecular, incluindo preparacao de plasmideos,
extracdo de RNA, DNA genomico, DNA plasmidial, transformacao de bactérias, sintese
de cDNA, dentre outras, foram conduzidas segundo protocolos fornecidos pelo

fabricante ou contidos em Sambrook ef al (1989).
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Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados no trabalho

Oligonucletideo

Sequéncia (5'-3")

qRTACTIN FWD ATGTCGTGAGCCATCCCTGTC

qRTACTIN RVS
qRTBiP3 FWD
qRTBiP3 RVS
qRTbZiP28 FWD
qRTbZiP28 RVS
qRTBiP1 FWD
qRTBiP1 RVS
gqRTNRP1 FWD
qRTNRP1 RVS
qRTNRP2 FWD
qRTNRP2 RVS

ACACCGGATTCGTGCGGCAT
CACGGTTCCAGCGTATTTCAAT
ATAAGCTATGGCAGCCACCGTT
CAGTCGCTACGAACAACGAA
AGCTGAGCACTTTCACGGTT
TCACTTGGGAGGTGAGGACTTT
CTCACATTCCCTTCGGAGCTTA
CAAACGCCAGCTTTTCGGATTG
TGAGCACGCTCTTCTTGCTTTCA
TGCTACTGCTTGGGAAGACA
TCCAAGGCTTTGCAGATTTT
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3. Resultados e Discussao

Caracterizacao de mutacoes no dominio de ligacdo ao ATP do gene de BiPD de
soja

De acordo com Snowden et al., 2007, protoplastos de tabaco com proteinas
mutantes deficientes na hidrélise de ATP (T46G) ou deficientes na ligacdo ao ATP
(G235D) demonstraram possuir associacdo permanente com o substrato, uma vez que
foi gerado um bloqueio no processo de liberacdo deste ligante através da mutagdo, além
de determinar que ambos os mutantes causam alteracdo na sintese de proteinas
secretdrias.

Com base na conservagcdo de sequéncia entretabaco, soja e Arabidopsisnos
residuos de treonina na posicao 46 (figura 1A) e de glicina na posic¢ao 235 (figura 1B),
as mutagcoes G233D e T44G (posi¢ao conservada em soja) foram realizadas no gene de
BiPD e plantas de Arabidopsis foram transformadas com tal construcdo (Figura

suplementar 2 e 3).

A
1
BiP1 = - ATGGECTCOGC———— TOGTITGEAGCTAACAGTACCGT TGTGTIG-GCOGATCA
BiP2Z ~ —m———— ATGGCTOGC-—————— TCOGTTTGGAGCARACAGCACTGT TGTGCTT-GCGATCR
BiPFD = —————— ATGGCTEEC-—————— TCG TE66CACGCCGTTCT CTGAT TGTTCTG-GCTATCA
BIFT - ATGECTGETGEIGOGTGEAATAGACGCACATCCTIGAT CGTCTIC-GEEATCG
BiP3 ATGAT TTTTATCARGGARAACACAGCGAAGATGAC GAGGARCARAGCTATTGCGTGTTTG
k x k x x x x X x
BiPl T T GGATGITTATI T G-CeT TETCC T TG AR TAGRAGAGGCTACGRAGTTAGEA
BiP2 TCTTCTTCGGATGTT TATTTG-CGT TTTCC ACTGCAARAGARGAGGCTACGARG TTAGGA
BiED TTTCCTTCGGATGTT TATTTG-CAATTTCCATTGC TARGG AGGAL GCCACAARA TTEEGG
BIFT TCTTGTTCEEETGCT TGTTCG-CAT TTTCT ATAGCCACTGARGAR GCTACCARG TTEEGA
BiP3 GTITITICTGRCTGCT TIGAT GTCARGTTTGGCART AGARGGOCGARGRAGCAGRARCTEEEE
X k k Xk kK kK x k Kk % kk X Kk
BiP1 TCAGTGATAGGEATAGATCT TGE ACTTACTCTTGTGTTGGT GTTTACARGARTGGT
BiP2 TCAGTTATTGGEEATAGRTCT TGS ACTTACTCTIGIGTIGET GTTTACRAGRATGET
BiFD ACGGTCATCGGGATT GATCT TGN CC TATTC ATG TG TTGGT GTTTACARGARCGGC
BIET ACAGT TATTGGAATAGATCT TGN CT TACTCATG TG TTGGT GTTTACARGARTGGR
BiP3 RCGETGATAGGGATCGATCT A ACATATTCATGIGTIGET GTICTATCATARCRRR
k kk kk kk Kk kkkkk kk Ak kk kk kk kkkEkAAAAEEE Kk k kk
BiP1 CATGTCGARATTATT GCCAATGACCARGGARACCGTATTACACCT TCAT GEETTGGTTTT
BiP2 CATGT TGRARTTAT T GOCRATGRACCARGER AR CCGTATTACACCT TCAT GEETTGETTITT
BiPD CATGT TGARATCATAGCCAATGATCARGGT AACCG TATCACCCCATCGT GEETTGCTTTC
BIFT CATGT TGARATTATAGCGAATGACCARGGT AATCG TATCACCCCT TCAT GEETTGOCTTC
BiP3 CATGTGEARA TCATAGCARACGATC ARGGARACAGAATTACACCATCTTGEETTGCATTT
Kkkkk kkkkk Kk kk kk Kk khkkkk &k Xk kk Kk kk kk Khkkkkkk kk
241
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a0l
BEiPl AT TG TCAAT T TGO TAGAR TCATT AATCARCCTACTGCT GCTGCTATT GCOCTAT
Bip2 ATTGC TG TCRAT GT TGO TR R TCATC AL CGRA RCCTACTGCT GCTGCTATT GCOCTAC
BiED AT TGO TCAAT GT TG TAGAR TTATC AR TGRARCCCACTGCT GCTGCCATT GOCTAT
BIFT AT TCEAC TARA T TGO CACA R TTATT AATCRARCCAR CTGCAGCAGCRATT GCOCTAT
BiP3 AT TTARC TG T TOGTATAAT C AL TGAGCCAR CGEET GCTGCCATAGCTTAT
kk &k kk k% kk kk &k k k% kk kk kk kk &k Kk kk kk kk &k kk
BiFl FETCT TEATA ARG TG CAGA AR AT ATCCT TGTGT TTGAT CTTIGEIGET GETACT
BiPk2 FETCT TRATA ARG G G TEAGA AR RC ATCCT TGTAT TTGACCTIGEIGET GETACT
BiPD GEATT GEACA ARG GETGECEAGA AR RCATTCTAGTCT TTGAT CTTEETEET GEGACC
BIFT FEATTAGATAAGAR N GET G TR AR R ATCCT TGTICT TTGACCTIGEIGET GETACA
BiP3 GETTTAGRCARR AR GET G GEACT CRRRC ATTCT CGTAT ATGAT CTTGETGET GRARC A
kk ok kk Kk k% Kkkkk Kk K%k kk k% Kk K kkk kRkKKAANE KK Kk
BiPl TR TG AT I C T TR CAT TGATARC GEAGT GTTTGAGCT T CTCT CCACARRTGET
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Figura 1: Alinhamento das sequéncias de BiP de tabaco (BiPT), de arabidopsis
(BiP1, BiP2 e BiP3) e de soja (BiPD). (A) Conservagao da regido da mutacao T44G
entre as trés espécies. (B) Conservacao da regido da mutacao G233D entre as trés

espécies.

Para confirmar se a mutacdo realizada é funcional, as proteinas BiPD, BiPD-
G233D e BiPD-T44G foram fusionadas a cauda GST na regido amino terminal e
expressas em E. coli (BL21 pLyss). Estas foram purificadas por cromatografia de
afinidade utilizando resina Glutationa Sepharose 4B e submetidas a gel SDS-PAGE
10% (m/v). Para todas as proteinas foram coletadas trés fracOes de eluicao (Figura 2A).
Com a finalidade de testar a afinidade destas proteinas com a molécula de ATP, as
proteinas purificadas, foram utilizadas para um ensaio de cromatografia de afinidade
utilizando resina de ATP e, posteriormente submetidas a western blotting utilizando
anticorpo anti-BiP. Foi possivel observar que a associacdo de BiPD-T44G ¢ aumentada
quando comparada com BiPD, enquanto que BiPD-G233D levemente diminuiu sua
associacdo com ATP, em relacdo a BiPD (Figura 2B). O mutante BiPD-G233D ndo
aboliu a ligacdo ao ATP, porém apresentou uma redu¢do, demonstrando ser uma
mutagdo funcional.

O mutante BiPD-G233D ndo demonstrou comportamento semelhante ao

realizado por Snowden e colaboradores, uma vez,que este mutante ndo apresentou sinais
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de ligacdo ao ATP. Este resultado oposto pode ser explicado por dois motivos, (1) o
autor utilizou expressdo transiente em protoplastos, realizando o experimento in vivo,
podendo existir alguma modificagdo pds-traducional em BiPrealizada pela célula,
enquanto que nos experimentos realizados neste trabalho foram utilizadas proteinas
purificadas por meio de expressdo heter6loga em bactéria, (2) na regido conservada da
mutacio existem 3 residuos de glicina consecutivos e a mutacdo foi realizada na
primeira glicina, o que ndo exclui, assim, o potencial efeito dos outros dois residuos de

glicina, (3) interferéncia da tag-GST no papel de BiP.

BiPD G233D T44G
102 kDa - - .
— 102 kDa- | — — 102 kDa - —
S — -
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Q
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m " BPD  TuG G233D

Figura 2: Caracterizacio de mutantes da proteina de ligacdo (BiP) com ligacio
alterada de ATP. (A): Purificacdodas proteinas expressas em bactéria sob mesmas
condicdes, utilizando resina Glutationa Sepharose 4B. As canaletas 1,2 e 3 se referem
ao 1°, 2° e 3° eluatos. As proteinas purificadas apresentam massa molecular igual a 102
KDa (26 KDa da tag GST + 76 KDa da proteina BiPD). (B): Anélise da afinidade ao
ATP das proteinas purificadas, de acordo com a intensidade da banda do western
blotting revelado com anti-BiP. Fracdo total € a fracdo retirada antes da cromatografia

de afinidade com a resina de ATP, sobrenadante é a fracdo que ndo se ligou na resina de
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7

ATP apés a cromatografia, e pellet € a fracdo ligante a resina de ATP apds a
cromatografia. (C) Quantificacdo das proteinas detectadas em (B), o qual o pellet estd
representado em azul e o sobrenadante em vermelho, ambas foram calculadas em

relacdo ao total.

Mutacoes no dominio de ligacao ao ATP promovem a perda da tolerancia a seca
mediada pelo gene de BiPD

A expressio de BiP de plantas ocorre em resposta a uma variedade de
condicdes de estresse abidtico e bidtico, como estresse hidrico, variacdes de
temperatura, ataque de insetos e infestacdo de fungos (Alvin et al., 2001). BiP estd
relacionada por conferir tolerdncia em tabaco, soja e Arabidopsis frente diferentes
naturezas de estresse(Alvim et al., 2001; Costa et al., 2008; Valente et al., 2009, Reis et
al., 2016).

Deste modo, de acordo com a importancia do papel de BiP durante o estresse
hidrico, plantas jovens de ArabidopsisCol0 foram transformadas com as construgdes
mutadas BiPD- G233D e BiPD-T44G, para validacdo da perda da resisténcia frente a
este estresse (Figura suplementar.1).

O experimento de estresse hidrico foi realizado utilizando as plantas
transformadas com o gene de BiPD com as muta¢desG233D (Glicina por aspartato)
ouT44G ( treonina por glicina), planta wild-type( Col0O) e planta superexpressando
BiPD, que foi utilizada como controle uma vez que ja é comprovado que esta confere
tolerancia a seca (Valente et al., 2009; Reis et al., 2016). Plantas de mesma idade (15
dias) foram transplantadas individualmente para potes com mesma quantidade de
substrato. Foi colocada a mesma quantidade de d4gua induzindo a homogeneidade para o
inicio do experimento. Neste ponto, a irrigacdo foi interrompidaporl8 dias.Apds este
periodo em condicdo de déficit hidrico as plantas foram reidratadas com a mesma
quantidade de dgua e entdo, apds 3 dias, foi calculada a taxa de sobrevivéncia (Figura
3).

O fendtipo das plantas foi observado durante o curso do estresse (figura 3A).
No inicio do experimento todas as linhagens apresentavam o fendtipo tirgido,
caracteristico de plantas irrigadas. Ao longo do estresse, plantas que superexpressam o

gene de BiPD com a mutagdo T44G ou G233D apresentaram um fendtipo mais sensivel
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ao déficit hidrico quando comparadas as plantas Col0 e plantas superexpressando BiPD
intacto. Apds a reidratacdo, 100% das plantas superexpressando BiPD intacta
retornaram ao fenétipo tdrgido (sobreviveram ao estresse), enquanto que plantas Col0
(80%), BiPD-T44G (71% e 61%) e BiPD-G233D (55% e 73%) ndo tiveram a totalidade
das plantas retornando ao fenétipo tirgido (Figura 3B).

A superexpressdo dos genes BiPD de soja, BiP1 e BiP2 de arabidopsis atenua a
indugdo dos genes sinalizadores de morte celular AtNRP1, AtNRP2, ANAC036 e VPE
em condicdes de estresse hidrico e do RE. Além disso, durante eventos de estresse
hidrico, a superexpressio de BiP manteve a turgidez foliar tanto em soja, tabaco e
arabidopsis (Reis et al., 2016).

Por meio deste experimento de estresse hidrico realizado com plantas mutadas
no gene BiPD, plantas superexpressando BiPD e plantas Col-0, fica evidente que as
mutacdes no dominio de ligacdo ao ATP alteram a atividade chaperona de BiP causando
uma maior sensibilidade das plantas a condi¢des de déficit hidrico, ressaltando a

importancia da atividade chaperona para o mecanismo de tolerancia a seca.

[ Reidratagdo ]

Col 0

BiPD T23

G233D pl1

G233D pi3

T44G pi1

T44G pl5
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Figura 3: Mutacoes no dominio ATPase de BiPD prejudicam a funcao de BiP
durante estresse hidrico. (A) Linhagens BiPDox, BiPD-T44G, BiPD-G233D e Col0
foram expostas a déficit hidrico por 18 dias. Ap6s 18 dias de estresse hidrico, as plantas
foram reidratadas e avaliadas depois de 2 dias (B) Taxa de sobrevivéncia das plantas

apos a reidratacdo. O experimento foi realizado com duas repeticoes.

Plantas de BiP mutadas nao conferem tolerancia a estresse no RE

Durante eventos de estresse no RE, ocorre o acimulo de proteinas mal
dobradas no limen da organela. Este sinal de estresse € transduzido por meio da via de
resposta proteina mal dobrada (UPR).

Em plantas, a ativacdo da UPR se dd por duas classes de receptores
transmembranas: bZIP17 e bZIP28, os quais em condi¢des de estresse no RE sdo
translocados para o complexo de Golgi, clivados por SP1 e SP2, liberando o dominio
bZIP, que desloca para o nucleo induzindo a expressao de genes da UPR; e Irela e Irelb
os quais quando ativados realizam o splicing de bZIP60, originando uma proteina
solivel, que se desloca até o nicleo e induz promotores de genes da UPR. Ambas as
respostas promovem a expressao de chaperonas residentes do RE e ativam o sistema de
degradacdo de proteinas associado ao RE (ERAD; Camargos et al., 2018).

Com a proposta de determinar se plantas com mutacao na regido chaperona de
BiP apresentam alteracdo na induc¢do dos genes relacionados a UPR, estas foram
submetidas ao estresse com tunicamicina, um potente indutor de estresse no RE, por 8
horas e a expressao dos genes da via UPR foram analisados. Além disso, plantas col-0 e
superexpressando BiPD (BiPDox) foram utilizadas como controle. Assim como DMSO

foi utilizado como controle do tratamento.
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Plantas superexpressando BiPD em condicdes normais ( figura 4, em azul)
apresentam uma maior inducdo dos genes da via UPR, BiP3 (A), bZip28 (B) e BiP1 (C)
quando comparada com plantas Col-0. Em condicdes de estresse no RE proporcionada
pela tunicamicina (graficos em vermelho), as plantas BiPDox possuem uma repressao
destes genes quando comparados com plantas Col-0. No entanto, plantas
superexpressando BiPD-T44G e BiPD-G233D apresentaram uma maior expressdo de
marcadores da UPR: BiP3, bZiP28 eBiP1l, quando comparado com plantas Col-0,
demonstrando a perda de fun¢ao de BiP devido a mutacao.

Além da regulacdo a nivel de expressdo genica, em condi¢des de estresse no
RE, plantas superexpressando BiP de Arabidopsis previnem a remobilizacido de bZiP28
para o nucleo, ressaltando o papel protetor de BiP (Srivastava et al., 2013). Neste
mesmo trabalho, também foram avaliados o efeito da mutacdono residuo de ligacdo ao
ATP semelhante a mutacao no residuo 235 de BiP de tabaco(BiP1 de Arabidopsis e
BiPDde soja correspondem ao residuo 233) na mobilizacdo de bZiP28 para o nicleo. A
mutacdo no gene de BiP1 também preveniu a relocacdo de bZiP28 para o nicleo
mediante ao tratamento com tunicamicina por 2 horas. Este resultado pode ser explicado
pelo fato de a mutacdo no residuo de glicina 233 de BiP1 ndo altera a interacdo com
bZiP28, apenas faz com que uma maior carga de BiP1, mesmo apresentando a mutacao,

seja capaz de prevenir a relocacdo de bZiP28.
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Figura 4: As linhagens BiPD-T44G e BiPD-G233Daumentam a expressao de genes
relacionados a UPR, sem tratamento (azul) e sob tratamento (vermelho) de
tunicamicina. O RNA total foi extraido de plantulas de Arabidopsis de 15 dias tratadas
com tunicamicina (2,5 mg/ml) por 8 horas. DMSO foi utilizado como controle. O nivel
de transcrito de genes selecionados, BiP3 (A), bZIP28 (B) e BiPl1 (C) foram

quantificados por qRT-PCR e actina foi utilizada como controle endégeno.

O outro brago da via UPR foi avaliado por meio do monitoramento da forma
processada de bZiP60. Em condicoes de estresse no RE, bZiP60 sofre um
processamento ndao convencional por meio das proteinas Irela/Irelb (Nagashima et al.,
2011). Embora ndo apresentem maior inducdo do gene de bZiP60 em condi¢des sem
estresse, plantas BiPD-T44Gox e BiPD-G233Dox apresentaram uma maior indugdo do
mesmo em condi¢des de estresse por tunicamicina. Além disso, a forma processada
também foi aumentada, indicando uma maior severidade da condicdo de estresse nestas
plantas. Plantas superexpressando BiP e Col0 apresentaram o mesmo padrio de
expressdo e de processamento de bZiP60. O mesmo resultado foi mostrado pela
superexpressdo dos genes de BiP1 e BiP3 de Arabidopsis (Srivastava et al., 2012). Tal
efeito indica que a superexpressdo de BiP pode ndo atuar diretamente sobre controle

deste processamento.
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Figura 5. Avaliacdao do processamento de bZiP60 em condicoes de estresse no RE.
O RT-PCR foi realizado com 50ng de cDNA de plantas Col0, BiPDox, BiPD-T44Gox e
BiPD-G233Dox utilizando os primers de actina, da forma ndo processada de bZiP60

(bZiP60us) e da forma processada (bZiP60s).

Plantas de BiP mutadas alteram a expressao de genes NRPs ricas em asparaginas

A via de morte celular mediada por proteinas ricas em asparaginas (NRPs) é
ativada por multiplos sinais de estresse, como seca. As proteinas NRPs sdo induzidas
por tratamentos que causam estresses osmoticos e RE (Costa et al., 2008). Além disso,
esta via € modulada transcricionalmente e pds traducionalmente pela superexpressdo da
chaperona molecular BiP (Valente er al. 2009; Reis et al. 2011; Reis et al. 2016;
Carvalho et al. 2014).

A superexpressdao de BiP em soja demonstra regulacdo negativa de genes
relacionados com resposta a morte celular. Além disso, plantas de soja
superexpressando BiP exibem um atraso na senescéncia das folhas acompanhado de
reducdo na expressdo de genes da sinalizacio de morte celular mediada por NRP
(NRPA e NRPB, GmNACSI1 e VPE) (Carvalho et al., 2014). Esta via de sinalizac¢do foi
demonstrada ser conservada em diferentes espécies de plantas, inclusive em
arabidopsis, além de demonstrarem que a expressdo dos genes AtNRPI e AtNRP2

também é diminuida em plantas superexpressando BiP (Reis et al., 2016).
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Com o intuito de avaliar se as mutagdes nos sitios de ligacdo e sitio de hidrdlise
de ATP alteram a expressdo dos genes AtNRP1 e AtNRP2, foi analisada por qRT-PCR,
apos o tratamento de plantulas de Arabidopsis tratadas com tunicamicina.

A indugdo dos genes AtNRP1 (A) e AtNRP2 (B) nas plantas superexpressando
BiP foi consideravelmente menor que em plantas Col0, assim como sugerem os estudos
anteriormente citados (figura 6). Do mesmo modo, pode-se observar que as plantas
BiPD-G233D e BiPD-T44G obtiveram menor inducido dos genes em relacdo a col0,
porém a indugdo destes genes teve um aumento significativo quando comparados com
as plantas superexpressando BiP, demonstrando que estas mutagdes alteram a fungdo da

superexpressdao de BiP em relacdo a via de morte celular mediada por NRPs.
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Figura 6: Inducio de NRP1 e NRP2 por indutor de estresse no RE em linhagens
mutadas (BiPD-T44G e BiPD-G233D), superexpressando BiP (BiPD T23) e Col0.
O RNA total foi extraido de plantulas de Arabidopsis de 15 dias tratadas com
tunicamicina (2,5 mg/ml) por 8 horas. DMSO foi utilizado como controle. O nivel de
transcrito de NRP1 (A) e NRP2 (B) foram quantificados por qRT-PCR e actina foi

utilizada como controle endégeno.

A inducdo de plantulas de Arabidopsis por tunicamicina pode desencadear o

processo de morte celular em condi¢des de estresse prolongado. Desta forma, plantulas
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de Arabidopsis Col0O, BiPDox, BiPD-T44Gox e BiPD-G233Dox foram submetidas ao
tratamento com tunicamicina por 24 e 48 horas. DMSO foi utilizado como controle.
Ap6s este periodo, foram incubadas com Azul de Evans (corante de marcagdo de
vitalidade de células) seguida de sucessivas lavagens com dgua. Apds as lavagens, foi
possivel observar onde h4 retengiio do corante, indicando as células mortas. E possivel
observar que as linhagens mutadas retiveram mais o corante em relacdo a Col0 e
BiPDox indicando terem sido mais afetadas ao tratamento (Figura 7), evidenciando a

sensibilidade de plantas BiPD-T44Gox e BiPD-G233D a condig¢des de estresse no RE.

Col0 G233D pi1 G233D pl3 T44G pl1 T44G pl5

T23

Figura 7: Coloracao de Azul de Evans de pliantulas de Arabidopsis tratadas com
tunicamicina ou DMSO. As linhagens Col0O, BiPDox, BiPD-T44G, BiPD-G233D

DMSO

Tun 24

Tun 48

foram tratadas com tunicamicina (5 pg/ml) por 24 e 48 horas e coradas com Azul de

Evans.

De maneira a garantir que o tempo de desenvolvimento ndo apresenta
influéncia na resposta ao estresse mediada pela superexpressao de BiP, plantas adultas
(5 semanas) foram infiltradas com tunicamicina (15 pg/mL), utilizando uma seringa, na
parte abaxial das folhas. Apds 4 dias da infiltragdo foi observado o fendtipo das folhas.
Como controle foi infiltrado DMSO (Figura 8). Podemos observar que tanto BiPD-
G233D e BiPD-T44G apresentaram um fendtipo de morte celular mais agravante que
Col0. O fenétipo de aceleragdo de morte celular em indug¢do por tunicamicina

apresentado por plantas superexpressando BiPD-T44G e BiPD-G233D se assemelha a
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fendtipos de plantas mutantes nulos para genes transdutores de sinal da via UPR (Chen
e Brandizzi., 2012). Mutantes nulos para os genes de Irela e Irelb apresentaram um

fenétipo de morte celular mais precoce que o apresentado por plantas Col0.

Col-0 BIPDT23 BIPDG233D pld

Tun

DMSO

BIPDG233D pi3 BIPDT44G pl1 BIPDTA4G piS

Tun

DMSO

Figura 8: Mutacao nos dominios de BiP leva a plantas mais sensiveis. Plantas ColO0,
BiPDox, BiPDG233D e BiPDT44G de 5 semanas foram infiltradas com tunicamicina
(15ug/ml). Apés 4 dias, foram analisados os fendtipos de morte celular. DMSO foi

utilizado como controle.
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4. Conclusao

Mutacdes no dominio de ligacdo do ATP da chaperona molecular BiP, tanto na
atividade de ATPase como na ligacdo de ATP, prejudicam a atividade chaperona da
molécula e fortalecem sua ligacdo com o ligante devido ao bloqueio da liberagdao do
peptideo substrato

Mutacdes na regido chaperona de BiP foram demonstradas possuirem uma
ligacdo permanente como o ligante, além de interferir na producdo de proteinas
secretoras.

Desta maneira, por vdrias linhas de evidéncia comprovamos a importancia da
atividade chaperona de BiP no processo de tolerancia a estresse. Primeiro,as mutacoes
geradas (BiPD-G233D e BiPD-T44G) sdo funcionais e alteram o padrdo de ligacdo ao
ATP quando comparadas ao gene de BiPD intacto. Embora no ensaio de afinidade ao
ATP a mutacdo G233D ndo tenha sido abolida a ligacdo ao ATP, mostramos que esta
mutacdo € funcional em plantas. Condicdes de déficit hidrico e estresse no RE por
tunicamicina, tanto em plantulas quanto em plantas adultas, evidenciaram a
sensibilidade de plantas BiPD-T44Gox e BiPD-G233Dox mediante a estas condicoes.
Além disso, os mutantes deficientes em hidrolise de ATP (T44G) ou deficientes em
ligacdo a nucleotideos (G233D) perderam a capacidade de modular negativamente a
expressdo de genes da via de resposta a proteinas mal dobrada em resposta a condicdes
de estresse do ER, além de alterarem a inducdo de genes da via de NRP. Estes
resultados indicam que a funcdo protetora de BiP contra estresse hidrico e estresse no

RE estd provavelmente ligada a sua propriedade chaperona.
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Figuras Suplementares

78 Kda ‘-

Figura S1. Expressdo de proteinas nas plantas transformadas com os mutantes BiPD-

G233D (B e C) e BiPD-T44G (D e E), comparadas com Col0 (A).
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Figura S2. Sequenciamento do DNA da planta BiPD-G233D, confirmando a mutagao,
onde ocorreu troca da glicina por aspartato. Foi sequenciado pelo método de Sanger

para a verificacdo de sua identidade e a sequéncia contigua foi alinhada com a sequéncia

da OREF disponivel no enderego https://www.arabidopsis.org
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Figura S3. Sequenc1amento do DNA da planta BiPD-] T44G confirmando a mutagao

onde ocorreu troca da treonina por glicina. Foi sequenciado pelo método de Sanger para

a verificacdo de sua identidade e a sequéncia contigua foi alinhada com a sequéncia da

OREF disponivel no endereco https://www.arabidopsis.org
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Anexo

Anexo 1: Alinhamento completo das sequéncias de BiP1, BiP2 e BiP3 de arabidopsis,

BiPD de soja e BiPT de tabaco. Em destaque regido conservada das mutag¢des T44G e

G233D geradas no gene de BiPD.

BiP1
BiP2
BiPD
BIPT
BiP3

BiP1
BiP2
BiPD
BIPT
BiP3

BiP1
BiP2
BiPD
BIPT
BiP3

BiP1
BiP2
BiPD
BIPT
BiP3

BiP1
BiP2
BiPD
BIPT
BiP3

BiP1
BiP2
BiPD
BIPT
BiP3

BiP1
BiP2
BiPD
BIPT
BiP3

BiP1
Bip2
BiPD
BIPT
BiP3

BiP1
BiP2
BiPD
BIPT
BiP3

BiP1
Bip2
BiPD
BIPT
BiP3

BiP1
BiP2
BiPD

——————— ATGGCTCGC----—--TCGTTTGGAGCTAACAGTACCGTTGTGTTG-GCGATCA
——————— ATGGCTCGC----—--TCGTTTGGAGCAAACAGCACTGTTGTGCTT-GCGATCA
——————— ATGGCTGGC------TCGTGGGCACGCCGTTCTCTGATTGTTCTG-GCTATCA

——————— ATGGCTGGTGGTGCGTGGAATAGACGCACATCCTTGATCGTCTTC-GGGATCG
ATGATTTTTATCAAGGAAAACACAGCGAAGATGACGAGGAACAAAGCTATTGCGTGTTTG
* ok ok * * * ok ok *
TCTTCTTCGGATGTTTATTTG-CGTTGTCCTCTGCAATAGAAGAGGCTACGAAGTTAGGA
TCTTCTTCGGATGTTTATTTG-CGTTTTCCACTGCAAAAGAAGAGGCTACGAAGTTAGGA
TTTCCTTCGGATGTTTATTTG-CAATTTCCATTGCTAAGGAGGAAGCCACAAAATTGGGG
TCTTGTTCGGGTGCTTGTTCG-CATTTTCTATAGCCACTGAAGAAGCTACCAAGTTGGGA
GTTTTTCTGACTGCTTTGATGTCAAGTTTGGCAATAGAAGGCGAAGAGCAGAAACTGGGG
* ok Kk Kk Kk * x * * kk ok *k ok kK
TCAGTGATAGGGATAGATCTTGGT] ACTTACTCTTGTGTTGGTGTTTACAAGAATGGT
TCAGTTATTGGGATAGATCTTGGT ACTTACTCTTGTGTTGGTGTTTACAAGAATGGT
ACGGTCATCGGGATTGATCTTGG ACCTATTCATGTGTTGGTGTTTACAAGAACGGC
ACAGTTATTGGAATAGATCTTGG CTTACTCATGTGTTGGTGTTTACAAGAATGGA
ACGGTGATAGGGATCGATCTAGG ACATATTCATGTGTTGGTGTCTATCATAACAAA
Kk kk kx Kk Kk kkkkk kk kk Kk Kk Kkk kkkkkkkkkkk Kkk Kk Kk*
CATGTCGAAATTATTGCCAATGACCAAGGAAACCGTATTACACCTTCATGGGTTGGTTTT
CATGTTGAAATTATTGCCAATGACCAAGGAAACCGTATTACACCTTCATGGGTTGGTTTT
CATGTTGAAATCATAGCCAATGATCAAGGTAACCGTATCACCCCATCGTGGGTTGCTTTC
CATGTTGAAATTATAGCGAATGACCAAGGTAATCGTATCACCCCTTCATGGGTTGCCTTC
CATGTGGAAATCATAGCAAACGATCAAGGAAACAGAATTACACCATCTTGGGTTGCATTT
khkkhkk kKKK K KKk Kkk Kkk kk KAKKK KKk Kk Kkk kk Kk KKk Kkkkkkk kK
ACTGACTCTGAAAGACTCATTGGTGAGGCTGCTAAGAATCAAGCAGCTGTTAATCCAGAG
ACTGACTCTGAAAGGCTCATTGGTGAGGCTGCTAAGAATCAGGCGGCTGTTAATCCTGAG
ACCGACAGTGAGAGACTAATTGGAGAGGCTGCCAAGAATCTGGCAGCTGTCAACCCAGAA
ACTGATGGTGAGAGGCTGATTGGTGAGGCAGCAAAGAATTTAGCCGCTGTTAACCCAGAG
ACTGATACCGAACGTCTCATCGGGGAAGCTGCTAAGAATCAAGCAGCCAAGAACCCGGAG
*k ko kk ok kk kk kx Kk Kk Kkk kkkkkk kK ko kK kok koK
AGGACTGTCTTCGACGTTAAGAGATTGATCGGGCGAAAATTTGAGGATAAGGAGGTTCAA
AGGACTGTCTTCGACGTTAAGAGATTGATCGGGCGAAAATTTGAGGACAAGGAGGTTCAA
AGGACCATCTTTGATGTCAAGAGACTTATTGGAAGAAAGTTCGAAGATAAGGAAGTTCAA
AGGACCGTCTTCGATGTCAAAAGACTTATTGGAAGAAAGTTTGATGACAAAGAAGTACAA
CGAACCATCTTCGACCCGAAACGTCTGATTGGAAGAAAATTTGATGATCCTGATGTACAA
Kk kk kKKK KK khk ok ok KKk KKk kkkk kk Kk KK *k kk KKK
AAGGATAGGAAACTTGTACCTTACCAGATTGTGAACAAGGATGGTAAGCCATACATTCAA
AAGGACAGGAAACTTGTACCTTACCAGATTGTGAACAAGGATGGTAAGCCATACATTCAA
AGAGATATGAAGCTTGTTCCTTATAAGATTGTCAACAAGGATGGAAAACCTTACATACAA
AGGGACATGAAACTTGTTCCGTACAAGATTGTTAACAAGGATGGTAAACCATATATCCAA
AGGGATATCAAATTCTTGCCATACAAGGTTGTGAACAAAGATGGGAAGCCTTACATTCAA
Kk kk ok KKk Kk Kk kk kk KKk Kkkkk Kkhkkkk KAKKK KKk Kkk kk Kk KKK
GTCAAGATCAAGGATGGTGAGACTAAGGTTTTCAGTCCTGAGGAGATTAGTGCTATGATT
GTCAAGATCAAGGATGGTGAGACTAAGGTTTTCAGTCCTGAGGAGATCAGTGCCATGATT
GTGAAAATTAAGGATGGTGAGACCAAGGTGTTCAGCCCTGAGGAAATCAGTGCCATGATT
GTTAAGATTAAAGATGGGGAGACCAAGATCTTCAGTCCTGAGGAGATCAGTGCAATGATC
GTGAAGGTTAAAGGTGAAGAGA---AATTGTTTAGCCCTGAGGAAATAAGTGCTATGATA
kk kk ok kk ok Kk kokokok Kk k kk kk kxkkkkkk kk kkkkk kAKX
CTGACTAAGATGAAGGAGACAGCTGAAGCCTACCTTGGAAAGAAAATCAAGGACGCTGTT
CTGACTAAGATGAAGGAGACAGCCGAAGCCTACCTTGGAAAGAAAATCAAGGACGCTGTT
CTGACTAAGATGAAGGAAACTGCGGAAGCATTCCTTGGAAAGAAAATTAATGATGCCGTG
CTGACCAAGATGAAGGAAACAGCTGAAGCTTACCTCGGAAAGAAAATCAAGGATGCAGTT
CTAACCAAGATGAAAGAAACAGCTGAAGCTTTCTTGGGAAAGAAGATTAAAGATGCTGTG
khk kk kKKK KKKK Kkk Kkk kk KAKKK K Kk Kk Kkhkkkkkkk Kk Kk Kk Kkk Kk*
GTCACTGTTCCAGCTTACTTCAATGATGCTCAAAGGCAAGCTACTAAGGATGCTGGTGTT
GTCACTGTTCCAGCTTACTTCAATGATGCTCAAAGGCAAGCTACCAAGGATGCCGGTGTT
GTCACTGTCCCAGCTTACTTCAATGATGCTCAGAGGCAGGCCACCAAGGATGCTGGTGTC
GTCACTGTTCCAGCATACTTTAACGATGCCCAGAGGCAAGCCACTAAGGATGCAGGTGTA
ATCACGGTTCCAGCGTATTTCAATGATGCGCAGAGGCAAGCCACAAAGGATGCAGGGGCA
kkkk kx kkkkk kk kk kk xxAAk kk kkkkk kk xk kkkkkkkk kk X
ATTGCTGGGCTCAATGTTGCTAGAATCATTAATGAACCTACTGCTGCTGCTATTGCCTAT
ATTGCTGGGCTCAATGTTGCTAGAATCATCAACGAACCTACTGCTGCTGCTATTGCCTAC
ATTGCTGGTCTCAATGTTGCTAGAATTATCAATGAACCCACTGCTGCTGCCATTGCCTAT
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BiP1
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BiPD
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BiP1
Bip2
BiPD
BIPT
BiP3

BiP1
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BiPD
BIPT
BiP3

BiP1
BiP2
BiPD
BIPT
BiP3

BiP1
Bip2
BiPD
BIPT
BiP3

BiP1
BiP2
BiPD
BIPT
BiP3

BiP1
BiP2

ATCGCTGGACTAAATGTGGCCAGAATTATTAATGAACCAACTGCAGCAGCAATTGCCTAT
ATCGCGGGGCTTAACGTGGTTCGTATAATCAATGAGCCAACGGGTGCTGCCATAGCTTAT
*k*k kk kk Kk Kkk K**k X * kk kk kk Kk kk Kk*k X )k Kkk kK Kk Kkx
GGTCTTGATAAGAAGGGTGGCGAGAAGAATATCCTTGTGTTTGATCTTGGTGGTGGTACT
GGTCTTGATAAGAAGGGTGGTGAGAAGAACATCCTTGTATTTGACCTTGGTGGTGGTACT
GGATTGGACAAGAAAGGTGGCGAGAAGAACATTCTAGTCTTTGATCTTGGTGGTGGGACC
GGATTAGATAAGAAAGGTGGTGAAAAGAACATCCTTGTCTTTGACCTTGGTGGTGGTACA
GGTTTAGACAAAAAAGGTGGGGAGTCAAACATTCTCGTATATGATCTTGGTGGTGGAACA
* * Kk Kk kK kK Kkkkkk kK kk kk Kk kk kK kkk khkkkhkkhkkhkkAkAkAkAkKk KK
TTTGATGTCAGTGTCTTGACCATTGATAACGGAGTGTTTGAGGTTCTCTCCACAAATGGT
TTTGATGTCAGTGTCTTGACCATTGATAACGGAGTGTTTGAGGTTCTCTCCACAAATGGT
TTTGATGTCAGTATCTTGACAATTGATAATGGTGTTTTTGAAGTTCTTGCCACAAATGGA
TTTGATGTTAGCATCCTCACCATTGATAATGGTGTTTTTGAAGTTCTTTCCACAAATGGA
TTCGATGTTAGTATCCTTACCATAGACAATGGAGTCTTTGAAGTCTTATCCACAAGTGGA
Kk Kk kkk kK kK kK kK kK kk Kk Kk Kk Kkkkkk X% * *kkkkk  kkk
GACACTCACTTGGGAGGTGAGGACTTTGACCACAGGGTGATGGAGTACTTCATCAAGTTG
GACACTCACTTGGGAGGTGAGGACTTTGACCACAGGATCATGGAGTACTTCATCAAGTTA
GATACTCATCTTGGAGGTGAGGACTTTGATCAGAGAATAATGGAGTACTTCATTAAATTG
GACACTCACCTGGGAGGAGAGGACTTTGACCAGAGGATTATGGAGTACTTCATTAAATTG
GACACTCACCTTGGTGGAGAAGATTTTGACCACAGAGTGATGGACTATTTCATCAAACTT
* Kk kkkk*k * kk kk kk kk kkhkkkk kk k% * kkkkhkk kk Kkkhkkhkkk kx *
ATTAAGAAGAAGCACCAGAAGGACATCAGCAAGGACAACAAGGCTCTTGGTAAGCTCCGA
ATTAAGAAGAAGCACCAGAAGGACATCAGCAAGGACAACAAGGCTCTTGGTAAGCTCCGA
ATCAAGAAAAAGCATGGAAAGGATATTAGCAAGGACAACAGAGCACTTGGCAAGCTGAGG
ATTAAGAAGAAGCACGGAAAGGATATCAGCAAGGACAACAGGGCCTTGGGTAAGCTTAGA
GTCAAGAAGAAGTATAACAAAGACATTAGCAAGGATCACAAAGCCCTTGGTAAACTTAGG
* kkkkk Kkkk KX Kk kK kK KAk kkk kKK * * x * * * kk kk k% *
AGGGAATGTGAGAGGGCAAAGAGAGCTCTAAGTAGTCAGCACCAAGTCCGTGTAGAGATT
AGGGAATGTGAGAGGGCAAAGAGAGCTCTAAGCAGTCAGCACCAAGTCCGTGTAGAGATT
AGAGAGGCTGAGCGTGCAAAGAGGGCTCTCAGCAGCCAGCACCAGGTCCGCGTGGAAATT
AGAGAAGCTGAGCGTGCCAAGAGAGCTTTGAGCAGTCAACACCAAGTTAGGGTTGAGATT
CGTGAATGTGAGCTTGCGAAACGATCTTTGAGCAACCAGCACCAAGTCCGTGTTGAGATT
* kK Kk kK Kk kK * kK kK KKk K Kkk kkkkKk KK * kK kK kKK
GAGTCACTCTTTGATGGTGTTGATTTTTCTGAGCCACTCACCAGAGCTCGTTTCGAGGAG
GAGTCACTCTTTGATGGTGTTGATTTATCTGAGCCACTCACCAGAGCTCGTTTCGAGGAG
GAATCACTTTTTGATGGTGTTGATTTTTCTGAGCCACTCACCCGAGCTCGTTTTGAGGAG
GAATCTCTTTTCGATGGTGTGGATTTCTCTGAACCACTTACTCGGGCACGTTTTGAGGAG
GAGTCGCTCTTTGATGGAGTTGATTTCTCTGAGCCTTTAACGAGAGCAAGATTCGAGGAA
Kk kk Ak kk khkkkk kk khkkkk khkkkk XKk * Kk x * Kk x * kK Kk kKK
CTTAACAATGATTTGTTCAGGAAGACCATGGGACCTGTGAAGAAGGCCATGGATGATGCC
CTTAACAATGATTTGTTCAGGAAGACCATGGGACCTGTGAAGAAGGCCATGGATGATGCC
TTGAACAATGATTTGTTCCGGAAGACCATGGGGCCAGTGAAGAAGGCTATGGAAGATGCA
CTAAACAATGATTTATTCAGAAAGACAATGGGACCTGTTAAGAAGGCTATGGATGATGCT
CTCAACATGGATTTGTTCAAGAAGACTATGGAGCCAGTGAAGAAGGCTCTTAAAGATGCG
* kKKK KkKkKkKkKk KKK KKk KkKkKk KKKk Kkk kk KAk KkKkKkKkK * K kKKK K
GGTCTACAGAAGAGCCAGATCGATGAGATTGTCCTTGTTGGTGGAAGCACCAGGATCCCA
GGTCTACAGAAGAGCCAGATCGATGAGATTGTCCTTGTTGGTGGAAGCACCAGGATCCCA
GGATTACAGAAGAGTCAGATTGATGAGATTGTTCTTGTTGGTGGAAGCACAAGGATTCCA
GGTCTGGAGAAAACCCAGATTGATGAAATTGTCCTTGTTGGTGGAAGTACCAGGATTCCA
GGTTTGAAGAAATCTGATATCGACGAGATTGTTCTTGTTGGAGGAAGCACTCGAATCCCA
* % * * * k% * kk kk kk kkkkk kkkkkkkk kkkkk kK * kk Kkkk
AAGGTTCAGCAACTGTTGAAGGACTTCTTTGAAGGTAAAGAGCCAAACAAGGGTGTGAAC
AAGGTTCAGCAACTGTTGAAGGACTTCTTTGAAGGTAAAGAGCCAAACAAGGGTGTGAAC
AAGGTACAACAGCTTTTGAAGGACTACTTTGATGGAAAGGAGCCAAACAAGGGTGTCAAC
AAAGTTCAACAGCTTTTGAAGGATTATTTTGATGGCAAGGAGCCCAACAAGGGTGTCAAC
AAAGTTCAGCAGATGTTAAAGGATTTCTTCGACGGCAAGGAACCCAGCAAAGGGACTAAC
*k kk kk kK * kk kkkkk Kk *k kk kk kk kk kk ok kkk kK * k%
CCCGACGAGGCTGTTGCCTATGGTGCTGCTGTTCAGGGTGGTATTTTGAGCGGAGAAGGC
CCCGACGAGGCTGTTGCCTATGGTGCTGCTGTTCAGGGTGGTATTTTGAGCGGAGAAGGC
CCTGATGAAGCAGTTGCCTATGGTGCTGCAGTGCAAGGAAGCATTTTGAGTGGAGAGGGT
CCTGATGAAGCAGTTGCTTATGGTGCAGCCGTACAAGGAGGAATTTTGAGTGGCGAGGGA
CCTGATGAGGCTGTGGCCTATGGCGCCGCGGTCCAAGGTGGAGTATTAAGTGGTGAAGGT
KkKk kK kK Kk kK Kk Kkhkkkk kK kK Kk Kk K% * * kk kK Kk Kk K%k
GGTGATGAGACCAAAGATATCCTTCTTCTTGATGTTGCGCCACTCACTTTGGGTATCGAG
GGTGATGAGACCAAAGATATCCTTCTTCTTGATGTTGCGCCACTCACTTTAGGTATCGAG
GGTGAAGAAACCAAAGACATCCTTCTCCTGGATGTGGCTCCCCTCACTCTCGGAATTGAA
GGTGATGAAACCAAAGATATTCTTCTTCTGGATGTGGCTCCACTCACTCTTGGTATTGAA
GGAGAAGAAACACAAAATATTCTACTGCTTGATGTTGCGCCTTTGAGTCTCGGTATTGAA
Kk Kk kK kK * Kk kK kK kK kK Kk Kkhkkkk *k K% * kX xX kx **k Kk k%
ACTGTAGGAGGAGTGATGACAAAGTTGATCCCGAGAAACACGGTTATTCCAACCAAGAAA
ACTGTAGGAGGAGTGATGACAAAGTTGATCCCAAGAAACACGGTTATTCCAACCAAGAAA
ACTGTTGGTGGAGTCATGACAAAGTTGATTCCCAGAAACACTGTTATCCCAACCAAGAAA
ACTGTTGGTGGAGTGATGACTAAGCTGATCCCAAGAAACACTGTTATTCCTACTAAAAAG
ACTGTCGGAGGCGTGATGACAAACATTATTCCGAGGAACACGGTGATCCCAACGAAGAAG
KKk KkKkKk Kk kK kk Kkhkkkk K% * kK kK kK kkkkk kK kK Kk Kk Kk K%
TCTCAGGTTTTCACAACGTACCAAGACCAGCAGACTACCGTCTCCATTCAGGTCTTTGAA
TCTCAGGTTTTCACAACGTACCAAGACCAGCAGACCACCGTCTCCATTCAGGTCTTTGAA
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BiPD
BIPT
BiP3

BiP1
BiP2
BiPD
BIPT
BiP3

BiP1
BiP2
BiPD
BIPT
BiP3

BiP1
BiP2
BiPD
BIPT
BiP3

BiP1
BiP2
BiPD
BIPT
BiP3

BiP1
BiP2
BiPD
BIPT
BiP3

BiP1
BiP2
BiPD
BIPT
BiP3

BiP1
BiP2
BiPD
BIPT
BiP3

BiP1
Bip2
BiPD
BIPT
BiP3

BiP1
BiP2
BiPD
BIPT
BiP3

BiP1
Bip2
BiPD
BIPT
BiP3

TCTCAGGTGTTCACCACCTATCAGGACCAGCAGACTACAGTCTCCATTCAGGTTTTCGAA
TCTCAAGTCTTCACCACTTATCAGGATCAGCAGACAACAGTGACAATCCAGGTCTTTGAA
TCTCAGGTGTTCACTACTTACCAAGATCAGCAAACTACTGTGACTATCAACGTCTACGAA
KhkKkhkk Kk Kkhkkkk kK kk kk kK kkhkkkk kK kK K% * kK *  kk Kk * kK
GGTGAACGAAGTCTCACCAAGGACTGCAGGCTACTCGGGAAATTCGACCTCAATGGAATC
GGTGAAAGAAGTCTCACCAAGGACTGCAGGCTACTCGGGAAATTCGACCTCACTGGAGTC
GGCGAGAGGAGTCTCACAAAGGATTGCCGCCTTCTTGGGAAATTTGATCTGTCTGGAATT
GGTGAACGCAGTCTCACAAAGGACTGCAGACTGCTGGGGAAGTTTGATTTAACCGGAATA
GGCGAGAGAAGCATGACGAAAGATAACCGCGAGCTTGGAAAATTCGATCTCACAGGCATT
* Kk Kk R * kk kk k% *  * Kk kk kk Kkk k% * * % *
CCACCGGCCCCAAGAGGAACCCCTCAAATCGAGGTCACATTCGAAGTGGACGCCAACGGT
CCACCGGCCCCAAGAGGAACCCCTCAAATCGAGGTCACATTTGAAGTGGACGCCAACGGT
CCTCCAGCCCCAAGGGGTACGCCTCAAATTGAAGTGACCTTCGAAGTTGATGCCAACGGC
GCTCCAGCTCCAAGAGGAACTCCTCAAATCGAGGTTACATTTGAAGTTGATGCAAATGGT
CTTCCTGCACCCAGGGGAGTGCCACAGATTGAGGTGACTTTCGAAGTGGACGCAAATGGG
)k kk kk Kk Kkx )k kk kk kk kk kk kk Kkkhkkkk kk kk kkx Kk*k
ATTCTTAATGTGAAAGCAGAGGACAAGGCGAGTGGTAAATCAGAGAAGATTACTATCACA
ATTCTTAATGTGAAAGCAGAGGACAAGGCGAGTGGTAAATCAGAGAAGATTACAATCACA
ATTCTAAATGTGAAGGCAGAAGACAAGGGCACTGGTAAATCAGAAAAGATCACCATTACA
ATTCTAAACGTCAAAGCTGAAGACAAAGCCTCTGGAAAATCAGAGAAGATCACAATCACC
ATCCTGCAGGTGAAAGCTGAAGACAAAGTTGCTAAGACGTCACAATCGATTACAATAACG
* Kk Kk * kK kK kK Kk Kkkkkk * * * * kK K *kk kK kK k%K
AACGAGAAGGGTCGTCTGAGCCAAGAAGAGATTGACCGGATGGTGAAGGAGGCAGAGGAG
AACGAGAAGGGTCGTCTGAGCCAAGAAGAGATTGACCGGATGGTGAAGGAGGCAGAGGAG
AACGAAAAGGGACGTCTTAGCCAGGAAGAAATTGAGAGAATGGTTCGCGAAGCAGAGGAG
AACGACAAAGGTCGCTTGAGTCAAGAAGAGATTGAGCGTATGGTCAAGGAGGCTGAGGAG
AACGATAAAGGTCGTTTGACAGAAGAAGAGATTGAGGAAATGATCAGAGAAGCAGAGGAG
KkKkkkk Kk Kk k%K * K *k kkkkKk KKkKkkK Kk kK K Kkk kK Kk kKkKkK
TTTGCAGAGGAAGACAAGAAGGTAAAGGAGAAGATCGACGCCAGGAATGCCCTGGAGACA
TTTGCAGAGGAAGACAAGAAGGTGAAGGAGAAGATCGACGCCAGGAATGCCCTGGAGACA
TTTGCAGAGGAAGACAAGAAGGTGAAGGAGAGGATCGATGCTCGCAACAGTCTTGAAACC
TTTGCAGAGGAGGATAAGAAAGTAAAAGAAAGAATTGATGCCAGAAACAGCCTGGAGACA
TTTGCTGAGGAAGATAAGATTATGAAGGAGAAGATTGATGCGAGGAACAAGCTTGAAACG
Kkhkkkk Kkhkkkk Kk Kkk*k * kK KKk K Kk Kk KKk kK * kK kK kK kK
TACGTGTACAACATGAAGAACCAAGTGAACGACAAGGACAAGCTTGCCGACAAATTGGAA
TACGTGTACAACATGAAGAACCAAGTGAGCGACAAGGACAAGCTTGCAGACAAATTGGAA
TATGTATACAACATGAAGAACCAGATCAGTGACAAGGACAAGCTCGCTGACAAGTTGGAG
TATGTGTACAATATGAGGAACCAAATAAATGACAAGGACAAGCTTGCAGACAAGCTAGAG
TATGTGTACAACATGAAAAGTACAGTGGCCGATAAGGAGAAGCTTGCGAAGAAGATAAGT
Kk Ak kkkkk Kk kKk * * Kk kkkkk Kkhkkkk KKk * Kk x *
GGAGATGAAAAGGAGAAGATCGAAGCAGCGACGAAAGAGGCTTTGGAGTGGCTCGACGAA
GGAGATGAGAAGGAGAAGATAGAAGCAGCGACGAAAGAGGCCTTGGAGTGGCTCGACGAG
TCTGATGAAAAGGAGAAAATTGAGACTGCTGTGAAAGAAGCACTGGAATGGCTGGATGAC
TCTGATGAGAAAGAGAAGATTGAAACCGCGACAAAAGAAGCGCTTGAATGGTTGGACGAC
GATGAAGATAAAGAGAAGATGGAAGGGGTTTTGAAGGAGGCTTTGGAGTGGTTAGAAGAG
kK Kk kK Kkkkkk kK K%k * Kk Kk KKk KKk * kk kKK Kk Kk K%k
AACCAAAACTCAGAGAAAGAAGAGTACGACGAGAAGCTCAAGGAGGTAGAGGCAGTGTGT
AACCAAAACTCAGAGAAAGAAGAGTACGACGAGAAGCTCAAGGAGGTAGAGGCAGTGTGT
AACCAGAGTATGGAGAAAGAAGATTATGAAGAGAAGCTGAAGGAGGTTGAAGCCGTTTGC
AACCAGAGTGCTGAGAAGGAAGATTATGAGGAAAAGCTGAAAGAAGTGGAAGCTGTGTGC
AATGTGAATGCAGAGAAGGAAGATTATGATGAGAAACTGAAGGAGGTGGAGTTGGTTTGT
* % * khkkhkkhkk kkkkk kk kk kk kk kk kk kk kk kK *k kK
AACCCAATCATCACAGCAGTTTACCAGAGATCTGGCGGAGCACCAGGTGGTGCAGGAGGA
AACCCAATCATCACAGCAGTTTACCAGAGATCAGGCGGAGCACCAGGTG---CAGGAGGA
AACCCAATCATTAGTGCTGTGTATCAGAGATCTGGAGGAGCCCCAGGCGGT---GGTGGT

AACCCAATAATCACTGCGGTGTATCAGAAGTCTGGTGGAGCACCAGG-———————— AGGA
GACCCGGTTATTAAGTCGGTTTACGAGAAAACCGAGGGAG----AGA-————————— ATGA
*hkkk ok xkk K * kk kx Kk K * ok xxkkK * % *

GAATCATCGACTGAGGAGGAAGATGAGTCTCACGATGAGCTCTAG
GAATCATCGACTGAGGAGGAAGATGAGTCTCACGATGAGCTCTAG
GCATCAGGCGAAGAAGACGAGGACGATTCTCACGATGAGCTCTAG
GAATCAGGTGCTAGCGAGGATGATGA---TCATGACGAGCTGTAG
GGAC-——————— GACGATGGAGATGA---TCACGATGAGTTATAG

* ok ** ok *k kK *kk kk kkk ok kkk
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Capitulo 2

ZAR1 possivel supressor do mecanismo de tolerancia
mediado por BiP
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1. Introducao

Plantas sdo organismos sésseis e estdo susceptiveis a diferentes estresses
bidticos e abidticos, que sdo responsdveis por danos comprometendo seu
desenvolvimento e sua produtividade. A fim de minimizar os efeitos de tais estresses, as
plantas desenvolveram mecanismos de respostas, através da ativacdo e repressido de
genes especificos. Estudos buscando entender estes mecanismos de resposta se tornaram
fundamental com o objetivo de obter cultivares mais adaptadas a tais estresses.

A chaperona molecular BiP, residente do reticulo endoplasmatico, possui
bastante relevancia, uma vez que estudos demonstraram que plantas superexpressando
BiP, em condicdes de estresse osmdtico e do RE, promovem atraso na expressdao de
genes marcadores de morte celular pertencentes a esta via(Reis et al., 2011). Além
disso, durante eventos de estresse hidrico plantas superexpressando BiP também
conferiram maior tolerancia (Cascardo et al., 2000; Valente et al., 2009; Reis et al.,
2016).

Embora se saiba que BiP tenha uma relevancia frente a resposta das plantas aos
estresses, € totalmente desconhecido o mecanismo pelo qual BiP controla a via de morte
celular mediada por proteinas NRPs e promove tolerincia a seca. Uma vez que estudos
confirmaram a conservacdo desta via em diferentes espécies e a caracterizaram no
sistema modelo Arabidopsis (Reis et al., 2016), os avangos nas pesquisas se tornaram
possivelis.

Com o objetivo de identificar supressores do mecanismo de tolerancia a seca
mediado por BiP, um estudo de mutagénese em Arabidopsis foi conduzido. No presente
estudo, durante a anélise fenotipica, foram considerados de interesse aquelasplantas que
demonstraram perda do fenétipo tolerante de BiP, durante estresse hidrico. Estas
tiveram o genoma sequenciado, o que permitiu a identificacdo de possiveis genes
canditados a supressio do mecanismo de tolerdncia mediado por BiP. Dentre os
possiveis genes candidatos ZAR1 (Zygotic Arrest 1) foi selecionado para caracteriza¢io
funcional.

ZAR]1 € uma proteina com 716 residuos de aminoacidos, possui um peptideo
sinal na regido N-terminal, seguido por sete repeticoes de LRR, um dominio
transmembrana, um motivo de ligacdo a CaM, um motivo de ligagdo a G e um

dominio serina/treonina quinase na regidao C-terminal, constituindo a subfamilia (LRR-
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RLK) do tipo II. Embora os ensaios de complementa¢dao de mutantes ndo tenham sido
finalizados, mostramos neste trabalho que ZAR1 pode ser um supressor do mecanismo
de tolerancia a seca mediado por BiP. Plantas superexpressando ZAR1 apresentaram-se
mais tolerantes a inducdo por tunicamicina, enquanto que plantas knock-down
apresentaram maior sensibilidade a este agente. Além disso, mostramos que ZARI
interage com RGS1 um regulador da sinalizacdo de proteina G e que estd envolvido em

diferentes respostas a estresse.
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2. Material e Métodos

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Biologia Molecular de
Plantas do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, o qual se localiza no
Instituto de Biotecnologia aplicada a Agropecudria — BIOAGRO na Universidade
Federal de Vigosa e estd associado ao Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia

(INCT) em Interacdes Planta-Patégeno.

2.1. Mutagénese

O etanosulfato de metila (EMS) é um agente mutagénico quimico que pode
proporcionar a troca de bases nitrogenadas G/C por A/T no DNA, podendo causar uma
mudanca da janela de leitura da sequéncia génica. No processo de mutagénese 20000
sementes foram deixadas agitando em dgua destilada por 24 horas. Apds este periodo
foram imersas em solu¢cdao de EMS (0,5%) e deixadas por agita¢do por 12 horas, dentro
de uma capela de exaustdo. Subsequentemente as sementes foram lavadas trés vezes
com agua destilada. Em cada passo da lavagem as sementes foram deixadas agitando
por 15 minutos. Apds as lavagens as sementes foram colocadas em papel de filtro para
que fossem secas. As sementes, entdo mutagenisadas foram germinadas em solo para
geracdo de M1 plantas. Estas foram entdo selecionadas por estresse de temperatura e

subsequentemente por déficit hidrico.

2.2. Obtencao das construcoes de DNA

A regiao codificante (CDS) de At2G01210 (ZAR1) foi isolado mediante
amplificacdo via PCR, utilizando oligonucleotideos especificos para este gene, ZAR1-
Fwd e ZAR1-RVS (Tabela 1). O produto obtido foi submetido a uma segunda reacao de
amplificacdo utilizando oligonucleotideos contendo extensdes de recombinagdo para
clonagem através do sistema triplo Gateway (Invitrogen) Attbl-Fwd e Attb2-Rvs, e
clonado, por recombinacgdo, nos vetores de entrada (pDONR221 e pDONR207) sem
codon de terminacdo de traducdo. Os clones resultantes, ZARI1-pDONR221
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(pUFV3126) e ZAR1-pDONR207 (pUFV3127), foram confirmados utilizando os
primers pDONR-FWD e ZAR1-RVS. Em seguida, os insertos dos clones de entrada
foram transferidos, por recombinacdo, para vetores de expressdo em plantas
(pEarleyGate103, pSPYNEGW, pSPYCEGW, pDestl5, pK7GWIWG2). Os clones
resultantes, ZARI-SPYNE (pUFV3138) e ZARI1-SPYCE (pUFV3137), o cDNA de
ZAR]1 estéd ligado, respectivamente, ao dominio N-terminal (NE) ou ao dominio C-
terminal (CE) de YFP, sob controle do promotor 35S, foram confirmados utilizando
primers ZAR1-FWD e SPYCE ou SPYNE- RVS. O clone ZARI1-pEarleyGate103
(pUFV3136) contém o cDNA de ZAR1 com GFP fusionado no seu carboxi-terminal,
sob o controle do promotor 35S, foi confirmado utilizando o primer MC36-FWD e
ZAR1-RVS. O clone ZAR1-PK7TGWIWG2 (pUFV3129), confirmado com os primers
MC36 e ZAR1-RVS, foi utilizado para silenciamento génico utilizando a técnica de
RNA de interferéncia.

Utilizando primers especificos, ZARI1-ct-FWD e ZARI1-RVS, foi feita a
clonagem, por recombinacdo, apenas da regido citosélica de ZAR1 (ZARI1-ct). Foram
obtidos os clones nos vetores de entrada ZAR1-ct-pDONR 221 (pUFV3174) e 0 ZAR1-
ct-pDONR 207 (pUFV3175), os quais foram confirmados com os primers ZAR1-ct-
FWD e pDONR-RVS e por recombinacio foi transferido para vetor de expressdo em
bactéria, ZAR1-ct-pDest15 (pUFV3179), confirmado com os primers ZAR1-ct-FWD e
ZAR1-RVS ,0 qual possui o cDNA de ZAR1 com GST e foi utilizado para transformar
E. coli para purificacdo de proteinas.

A proteina RGS1 inteira e também apenas a sua regido citosdlica (RGS1-ct) foi
previamente clonada por recombina¢do no LBMP nos vetores de entrada, pPDONR201 e
pDONR221 e também no vetor 6HA (pUFV3043 (RGSI1-6HA)). Foi realizada
recombinacdo para vetores de expressio em planta obtendo os clones, pUFV3053
(RGS1-SPYNE), pUFV3054 (RGS1-SPYCE), confirmados com os primers RGS1-
FWD e SPYCE ou SPYNE-RVS, e também para vetor de expressio em bactéria,
pUFV3187 (RGS1-ct-pDEST15), confirmado com os primers pDEST15-FWD e RGS1-
RVS.

2.3. Transformacido de Agrobacterium tumefaciens GV3101

Aproximadamente 50 ng de DNA plasmidial e 50 pL de células competentes

foram eletroporadas a 2500 V durante 4 a 5 milisegundos. Em seguida, 800 pL de meio

42



Luria-Bertani (LB) foi adicionado e prosseguiu-se a incubacao durante 2 horas a 28°C.
Ap06s o periodo de incubagio, as células recuperadas foram centrifugadas durante 3 min.
a 4000xg e concentradas para 100 pL. A solucdo foi plaqueada em meio LB sélido
contendo 40 mg.L"' de gentamicina e 100 mg.L™' de espectinomicina ou canamicina,
dependendo da resisténcia caracteristica do vetor. As placas foram incubadas durante
dois dias ininterruptos a 28°C e as colOnias positivas foram diagnosticadas no final
dessa etapa, por meio de PCR, utilizando os primers especificos para os genes de
interesse. Os produtos da reagdo foram analisados em gel de agarose 1% (p/v) corado

com brometo de etideo 0,1 ug/mL.

24. Localizacido subcelular e microscopia confocal.

A expressdo transiente de genes de interesse foi mediada por Agrobacterium
tumefaciens estirpe GV3101, transformada segundo descrito no item 2.3, em folhas de
N. benthamiana por agroinoculacdo. As culturas carreando a constru¢cdo ZARI-
pEarleyGate103 foram crescidas em meio LB, contendo os antibidticos adequados, a
28°C por 16 horas. Posteriormente, as células foram centrifugadas a 2500 x g por 5
minutos e lavadas duas vezes com tampao de infiltragdo (MgCl, 10Mm, MES 10mM,
pH 5,6 e acetoceringona 100uM). Cada solug@o de infiltracdo foi preparada contendo a
concentragdo ideal (O.D.600nm = 0,5) dos transformantes de interesse juntamente com
células capazes de promover a expressdo de um supressor viral do silenciamento pods-
transcricional (HCPro - helper-component proteinase). Utilizando seringas estéreis sem
agulha, folhas jovens (4 a 5 semanas) de N. benthamiana foram infiltradas, por meio de
uma leve pressdo através dos estomatos da epiderme inferior. A expressdao da proteina
foi verificada por microscopia de varredura a laser confocal (LSM 510 META invertido
— ZEISS), trés dias apdés a agroinoculacdo. As imagens foram processadas com auxilio
do software “LSM Image Browser 4” (ZEISS). A excitacdo do GFP foi a 488 nm ¢ a

emissao foi detectada usando um filtro de 500-530 nm.
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2.5. Ensaio de Complementacao de Fluorescéncia Bimolecular (BiFC).

O ensaio de BiFC foi realizado utilizando folhas de N. benthamiana
agroinfiltradas com tampdo de infiltracio (MgCl2 10Mm, MES 10mM, pH 5,6 e
acetoceringona 100M) para O.D.600nm=1, com as seguintes combinagdes de

plasmideos:

1. ZAR1-SPYCE + pSPYNE

2. ZARI1-SPYNE + pSPYCE

3. RGS1-SPYNE + pSPYCE

4. RGS1-SPYCE + pSPYNE
5.ZARI1-SPYCE + RGS1-SPYNE
6. ZAR1-SPYNE + RGS1-SPYCE

Fragmentos das folhas foram analisados em microscopia confocal (LSM 510
META invertido — ZEISS), trés dias apds a agroinoculagdo, utilizando o laser de
argdnio, com fluorescéncia do YFP avaliada com excitacdo a 514nm e emissdo a
560nm. As imagens foram processadas com auxilio do software “LSM Image Browser

4” (ZEISS).

2.6. Coimunoprecipitacao

A fim de verificar a interacdo in vivo entre ZAR1 (78KDa) e RGS1 (52 KDa)
foi realizado o ensaio de coimunoprecipitacio utilizando o kit uMACSTM Epitope tag
Protein Isolation (MACS/ Miltenyi biotec). Folhas de plantas jovens de N. benthamiana
foram agroinfiltradas com as construgoes AtZAR1-GFP + AtRGS1-HA e AtRGS1-HA
+ eGFP. Ap6s 72 horas, as folhas foram maceradas em 750 uL do também de tampao de
lise (glicerol 20%, Triton x-100 2%, EDTA 1mM, NaCl 150 mM, Tris 50 mM, pH 7.,5)
para obtencao do extrato proteico, o qual foi incubado por 2 horas com beads anti-GFP
(MACS/ Miltenyi Biotec) a 4°C, sob suave agitacdo. As beads foram recolhidas em

coluna magnética, conforme instru¢cdes do fabricante. Apds a lavagem da coluna, as
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proteinas foram eluidas em 70 ul do tampao de eluicdo previamente aquecido a 95°C.
Foram detectadas por Western Blotting, utilizando anticorpos anti-HA e anti-GFP. A
ligacdo do anticorpo foi detectada utilizando-se anticorpo secunddrio anti-IgG de rato
conjugado com HRP, em associacdo com o sistema de deteccdo SuperSignall®West

Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific).

2.7. Transformacao de Arabidopsis e seleciao de transformantes independentes

As construgdes obtidas, contendo os genes expressos no vetor pPK7TGWIWG2 e
pEarleyGate103 foram utilizados na transformacdo de Arabidopsis via metodologia de
mergulho floral (Fonteset al., 2004) mediado por A. tumefaciens para obtengdo de
linhagens silenciadas e superexpressando ZARI1.

A. tumefaciens, estirpe GV3101 contendo as constru¢des supracitadas foram
inoculadas, separadamente, em meio LB seletivo (40 mg.L™' de gentamicina e 100
mg.L'1 de espectinomicina ou canamicina) por 24 h a 28 °C. Em seguida, 1 ml do
in6culo foi reinoculado em 200 mL de LB seletivo, que foi incubado 24 h a 28 °C. Apds
o periodo de incubacdo, as células foram sedimentadas por centrifugacio,
ressuspendidas em 250 mL de sacarose 5% (p/v), contendo Silwett L-77 3% (p/v) e
usadas para transformar Arabidopsis pelo método de mergulho floral (Fonteset al.,
2004). As plantas recém-transformadas foram mantidas em casa-de-vegetacdo para a
obtencdo de sementes. Essas sementes transgénicas foram esterilizadas utilizando
tampao de esterilizacdo (1ml de agua sanitdria, 4 ml de etanol absoluto e 3 ml de agua)
por 15 min, seguido de tré€s lavagens com etanol absoluto e plaqueadas em meio MS
(MURASHIGE & SKOOG, 1962) meia forca, contendo canamicina 100 mg.L‘1 ou 100
mg.L' de espectinomicina para a selecdo dos transformantes independentes.

As placas contendo as sementes foram incubadas por 3 dias a 4 °C antes de
serem transferidas para uma incubadora a 22 °C e fotoperiodo de 12 h, para o
crescimento das plantas. Apds um més de germinacgdo, os transformantes independentes
foram transplantados para vasos e mantidos em casa de vegetacdo na temperatura de
22°C para a obtencdo de sementes da geracdo F2 (T1). A expressdao do transgene foi

monitorada por qRT-PCR.
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2.8. Extracao de RNA de plantulas de Arabidopsis e sintese de cDNA

A extracdo de RNA das linhagens transgénicas foi conduzida pelo método do
Trizol (Invitrogen), seguido por precipitacdo com isopropanol. A qualidade e a
integridade do RNA foram monitoradas, respectivamente, por espectrofotdmetro e por
eletroforese em gel de agarose desnaturante 1,5 %. Cerca de 4 pg de RNA foram
tratados com DNase livre de RNAse (Invitrogen) e utilizados para obtengdao do cDNA,
usando a enzima transcriptase reversa M-MLV (Invitrogen) e oligo-dT, de acordo com

determinacao do fabricante.

2.9. PCR em tempo real

Todos os procedimentos de PCR em tempo real, incluindo testes, validacdes e
experimentos, foram conduzidos seguindo informagdes contidas nos manuais fornecidos
pela Applied Biosystems. As reagdes foram conduzidas no equipamento ABI7500 Real
Time PCR Systems (Applied Biosystems), usando SYBR® Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems) e os oligonucleotideos especificos para os cDNAs dos

tratamentos. Foi utilizado o gene da actina como controle enddgeno para a normaliza¢io

dos dados

2.10. Técnicas de Biologia Molecular

Todas as técnicas de Biologia Molecular, incluindo preparacido de plasmideos,
extracdo de RNA, DNA gendmico, DNA plasmidial, transformacao de bactérias, sintese
de cDNA, dentre outras, foram conduzidas segundo protocolos fornecidos pelo

fabricante ou contidos em Sambrook ef al.(1989).

46



Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados no trabalho

Oligonucletideo
ZAR1-FWD
ZAR1-RVS
Attbl

Attb2

pDONR-FWD (3397)

MC36

SPYCE

SPYNE
ZAR1-ct-FWD
RGS1-FWD
RGS1-RVS
pDEst15
gRTACTIN FWD
gRTACTIN RVS
gRTZAR1 FWD
qRTZAR1 RVS

Sequéncia (5'-3")
AAAAAGCAGGCTTCACAATGTTGGCCTCGCTGATCATC
AGAAAGCTGGGTCATCGCCGGCCACGGGTAATC
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT
TCGCGTTAACGCTAGCATGGATC
TCCTTCGCAAGACCCTTCCTC
TTACTTGTACAGCTCGTCCA
TTAGGCCATGATATAGACGT

AAAAAGCAGGCTTCACAATGTACTGCTACTCAAAGTTCTG

AAAAAGCAGGCTTCACAATGGCGAGTGGATGTGC
AGAAAGCTGGGTCACCGGGACTACTGCAT
CCAATGTGCCTGGATGCGTTCC
ATGTCGTGAGCCATCCCTGTC
ACACCGGATTCGTGCGGCAT
GGATTGCTACAGGGCTTGTT
GAATGTTGCTTGGCTTGAGA
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3. Resultados e Discussao

Identificacio do gene supressor do mecanismo de tolerancia mediado por BiP,

provalvemente envolvido na via de resposta a proteinas NRPs.

Uma importante ferramenta molecular para a identificac@o de intermedidrios de
vias de sinalizacdo € a utilizacdo de screening genético baseado em mudancgas
fenotipicas. Sementes de Arabidopsissuperexpressando BiPD foram submetidas ao
processo de mutagénese ocasionado pelo composto mutagénico EMS. Para tentar
identificar intermedidrios da via de sinalizacdo de resposta a estresse hidrico mediada
por BiPD um screening genético foi realizado (30 mil sementes M1 superexpressando
BiPD), no qual em um primeiro screening foi avaliado o fenétipo de ndo crescimento de
hipocétilo de plantas superexpressando BiPD em condi¢Ges de estresse térmico (figura
1). As plantas selecionadas foram submetidas a um segundo screening no qual se
avaliou a perda da tolerancia de plantas superexpressando BiPD ao déficit hidrico
(figura 2). As plantas que apresentaram o fendtipo de perda de tolerancia foram

mapeadas para identificar os genes responsaveis por tal efeito.

30°C

rs

BiPD ovx EMS- BiPD ovx Col0

Figura 1- Avaliacao fenotipica de plantas superexpressando BiPD mutagenisadas

germinadas a 30°C.
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Figura 2- Plantas superexpressando BiPD mutagenisadas submetidas a déficit

hidrico.

Genes candidatos a reverter o fendtipo de tolerancia conferido pela
superexpressdao do gene de BiPD foram identificados por meio de sequenciamento de
nova geracdo. Assim, foram identificadas possiveis mutagdes no genoma das plantas
geradas pelo tratamento com EMS em comparacdo as plantas superexpressando BiPD
sem tratamento. Dentre os possiveis genes mutados, foi selecionado o gene AtZARI
para valida¢do do fenétipo encontrado e possivel determinacdo da fun¢do deste gene nas
vias de respostas a estresse mediadas por BiPD. A partir da andlise do sequenciamento
foi possivel identificar que uma mutacdo no cédon 144 promove uma troca do
aminodcido glutamina por um cédon de parada, levando a formagdo de uma proteina
truncada.

Estudos demonstraram que ZAR1 € um receptor de membrana plasmadtica, e
que possui capacidade para interagir com calmodulina (CaM) na membrana plasmatica
por meio de seu motivo de ligagdo a CaM, além de interagir também com AGBI,
subunidade B da proteina G de planta, por meio do seu motivo de ligacdo a Gp, do
mesmo modo na membrana plasmatica. O complexo ZAR1, AGB1 e CaM pode ser
formado em células vegetais e a atividade quinase de ZARI1 apenas € ativada pela
ligacdo de um ou ambos os compostos (Yu et al., 2016).

A perda das proteinas G torna as plantas menos resistentes a estresses (Ullah et
al., 2002; Ullah et al., 2001; Lease et al., 2001; Cho et al., 2015). Plantas knockout
para a subunidade  da proteina G, AGBI1, quando tratadas com tunicamicina aumentam
a expressao dos genes responsivos ao estresse no RE, além de perderem o fenétipo de

tolerancia ao estresse (Cho et al., 2015). Além disso, AGB1 também apresenta um papel
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na tolerancia/sensibilidade a seca. Plantas mutantes para a subunidade 3 (agb1-2) foram
mais tolerantes a seca que plantas WT (Xu et al.,2015).

Devido ao dominio de ligacdo de ZAR1 com AGBI1 e os efeitos de AGB1 na
via de resposta a proteinas mal dobradas e de tolerancia a seca, ZAR1 pode ser um
importante receptor de membrana envolvido nestas vias de sinalizagdo, as quais BiP
também pode estar envolvido.Além disso, em dados de microarranjos de plantas de soja
superexpressando BiP o gene de ZAR1 apresenta-se induzido em condi¢des normais
quando comparado a plantas WT (Carvalho et al., 2014)

Desta maneira, com o propdsito de analisar o possivel envolvimento de
AtZARI nas vias de sinalizagdo moduladas por BiP, analisamos o nivel de expressdo de
ZAR1 em plantas ColO e plantas superexpressando BiPD.O nivel de expressao de ZAR1
€ aumentado em plantas BiPDox em relacdo a plantas Col0O (Figura 3), dando indicios

de ZARI1 ser um possivel receptor dessas vias de sinalizacao.

mRNAAClng

0 I
Colo BiPDT23

Figura 3: Aumento da inducao de ZAR1 em plantas superexpressando BiP. O RNA
total foi extraido de plantulas de Arabidopsis. O nivel de ZAR1 foi quantificado por

gqRT-PCR e actina foi utilizada como controle endégeno.

O gene de ZARI1 foi clonado em vetor de expressao em plantas que permite a
fusdo da proteina a proteina GFP. De maneira a confirmar se a constru¢io ZAR-1
fusionada a GFP seria funcional a localiza¢do subcelular de ZAR1 foi comprovada por
meio de microscopia confocal. A fluorescéncia emitida pela proteina quimérica

apresentou-se na membrana plasmaética (Figura 4).
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Figura 4: Localizacao subcelular de ZAR1 em folhas de N. benthamiana. GFP-
ZARI1 localiza-se na membrana plasmatica das células de folhas de N. benthamiana
transfectadas. Folhas de N. benthamiana foram infiltradas com A. tumefaciens
carreando a construgdo ZARI1-GFP, apés 72 horas a localizagdo da proteina

recombinante foi analisada por microscopia confocal.

Estudos de embriologia demonstraram que na inativagdo de ambos os alelos do
gene ZARI1 a primeira divisdo do zigoto ndo é realizada, ou seja, o mutante nulo € letal
(Yu et al., 2016). Deste modo, linhagens superexpressando e knockdown (silenciadas)

para o gene ZAR1 foram obtidas como ferramenta biotecnoléogica (Figura 5).
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Figura 5: Linhagens obtidas superexpressando e silenciando o gene ZAR. (A)
Plantas Col0 de Arabidopsis foram transformadas com a construcio ZARI-
pEarleyGate103, obtendo linhagens superexpressando o gene ZARI1. A partir de qRT-
PCR foram selecionadas as plantas 6, 10, 11 e 13. (B) Plantas Col0 de Arabidopsis
foram transformadas com a construcio ZARI-PK7GWIWG2, obtendo linhagens
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silenciadas para o gene ZAR1. A partir de qRT-PCR foram selecionadas as plantas 1, 4,
6,7, 8, 10.

As linhagens selecionadas, superexpressando e silenciadas, foram utilizadas
para o experimento de infiltracdo de tunicamicina, com o objetivo de visualizar o
fenétipo de morte celular, ou seja, relacionar ZAR1 com a resposta ao estresse no RE
(figura 6). Foi possivel observar que a superexpressio de ZAR1 teve um fendtipo
menos agravante de morte celular, quando comparado com Col0 e linhagens
silenciadas. A superexpressdao de ZAR1 apresentou um fenétipo similar ao de plantas
superexpressando o gene de BiPD, evidenciando um fendtipo de maior tolerdncia a
condi¢cdo de estresse no reticulo. No entanto, plantas ZAR1 silenciadas apresentaram
um fendtipo de morte celular mais proeminente quando comparado a plantas ColO,

BiPDox e ZAR10x.

Col-0 T23 ZAR1-GFP 6 ZAR1-GFP 11

Tun

DMSO

ZAR1-GFP 13 ZAR1-PKIGWIWG2 4 ZAR1-PKIGWIWG27  ZAR1-PKIGWIWG2 8

Tun

DMSO

Figura 6: Inativacao de ZAR1 leva a plantas mais sensiveis. Plantas ZAR1ox, ZAR1
silenciadas, BiPDox e Col0 de 5 semanas foram infiltradas com tunicamicina
(15ug/ml). Apés 4 dias, foram analisados os fendtipos de morte celular. DMSO foi

utilizado como controle.

52



Interacdo de ZAR1 com RGS1

Proteinas G heterotriméricas sdo chaves moleculares importantes em vias de
sinalizagdo e estdo envolvidas em respostas intracelulares como controle do
crescimento, resposta ao desenvolvimento, resposta a hormonios e resposta a estresses.
Em Arabidopsis, existem apenas uma forma da subunidade o (AtGPA1), uma f
(AtAGBI1) e trés v (AtAGGI1, AtAGG2, AtAGG3) (Yu et al., 2016). A sinalizagdo
mediada por proteina G consiste em muitos componentes, como as subunidades a, § e y
em conjunto, regulador da proteina G (RGS) e outros efetores que atuam ajusante (Chen
et al., 20006).

O regulador da proteina G identificado em Arabidopsis, 0 AtRGS1, possui na
sua estrutura na regido N-terminal 7 dominios transmembranas e RGS presente na
regido C-terminal apresentando atividade GTPase. Uma das suas funcdes ¢é
dessensibilizar a sinalizacdo mediada por proteina G através da conversdo da forma
ativa Ga-GTP para a forma inativa Ga-GDP (Chen et al., 2003). Estudos realizados
demonstraram que AtRGS]1 estd envolvido na resposta de germinacdo de sementes a
acucares e acido abscisico (ABA) (Chen et al., 2006). Além disso, foi demonstrado que
AtRGS]1 estd envolvido na regulagdo em resposta a seca, porém este mecanismo ainda é
desconhecido (Chen et al., 2006).

Quando fosforilado, AtRGS]1, sofre endocitose, se desligando do complexo e
assim ocorre a ativacdo da sinalizagdo da proteina G (Tunc-Ozdemir et al., 2016). A
identificacdo de como ocorre esta regulacdo da proteina G através da fosforilacdao de
RGSI1 € importante, uma vez que ao se controlar RGS1 se torna possivel controlar a
velocidade de atividade em resposta ao estresse.

Existem evidéncias que AtRGS1 serve como substrato para as RLKSs
envolvidas no crescimento, desenvolvimento, imunidade inata, morte celular e
desenvolvimento. Outra evidéncia é que as RLKs também podem servir como
receptores ou co-receptores na sinalizacdo acoplada a proteina G em plantas, sendo
entdo claramente envolvidas na sinalizacdo da proteina G em planta (Tunc-Ozdemir et

al., 2016).
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LRR-RLKs podem modular diretamente a sinalizacdo de proteina G por meio
da fosforilagio de AtRGS1, para induzir sua endocitose e, consequentemente
desligando-o da proteina G e ativando a sinaliza¢ao (Tunc-Ozdemir et al., 2016).

Com o objetivo de substanciar este argumento, ensaios de co-
imunoprecipitacdo foram inicialmente conduzidos para verificar se ZAR1 possui algum
tipo de interacdo com RGSI1 in planta. Para isto, foram utilizados extratos protéicos de
folhas de N. benthamiana expressando transientemente ZAR1-GFP e RGS1-HA (Figura
7). Os extratos protéicos expressando transientemente ZAR1-GFP + RGSI1-HA e
RGS1-HA + eGFP (controle) foram co-imunoprecipitados utilizando beads anti-GFP, e
detectada por Western Blotting com o anticorpo anti-HA, comprovando a interacdo in

vivo entre ZAR1 e RGS1.

RGS1-6HA  + +
ZAR1-GFP  + ;
eGFP - +
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Co-IP 50 - A

100 | —
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50
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20
75

Input

. :
50 ¥ Bl o HA

Figura 7: ZAR1 e RGSI1 interagem in vivo. Extrato protéico de folhas de N.
benthamiana agroinoculadas com ZARI-GFP + RGS1-HA e RGSI1-HA + eGFP. A
banda da co-imunoprecipitacdo (Co-IP) de aproximadamente 58 KDa (RGS1 52 kDA +
HA 6 KDA), representa a interacdo entre ZAR1 e RGSI1. O input representa uma
amostra antes de co-imunoprecipitar, detectada com anticorpo anti-HA, mostrando a
presenca e integracdo da proteina RGS1 em ambas as aliquotas. O imunoprecipitado
(IP) representa a amostra apds passar pelas beads anti-GFP, porém revelado com
anticorpo anti-GFP, mostrando o nivel de expressao da ZAR1-GFP e do eGFP. O eGFP

foi utilizado como controle, mostrando que o GFP nao influencia na interacao.
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A interacdo in vivo entre ZAR1 e RGS1 foi também avaliada pelo ensaio de
BIFC (Figura 8). Além de detectar a interagdo in vivo entre proteinas candidatas, esta
técnica permite identificar a localizacdo subcelular da interacdo. Inicialmente, as
proteinas ZAR1 e RGS1 foram fusionadas as porcdes N-terminal e C-terminal nao
fluorescentes, da proteina amarelo fluorescente (YFP). Culturas de A. tumefaciens,
estirpe GV3101, carreando as combinacdes das construcdes foram agroinoculadas em
folhas de N. benthamiana. Apdés 72 horas, fragmentos das folhas infiltradas foram
analisados em microscopia confocal. A fluorescéncia emitida por YFP foi reconstituida
na membrana das células coexpressando ZAR1-SPYNE e RGS1-SPYCE (Figura 8A),
bem como em folhas coexpressando ZAR1-SPYCE e RGS1-SPYNE (Figura 8B).
Nenhuma fluorescéncia foi detectada quando ZAR1 e RGS1 foram coinfiltradas com o
vetor complementar vazio (Figura 7C, D,E,F). Estes resultados demonstram que a
interag@o entre ZAR1 e RGS1 ocorre in vivoacontecendo nas membranas plasmaéticas
das células.

Embora comprovada a interacdo entre ZAR1 e RGSI1, estudos posteriores
devem ser realizados para identificar o mecanismo envolvido nesta intera¢do e qual a

resposta desencadeada por esta interagao.
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Figura 8: A interacio entre ZAR1 e RGS1 ocorre na membrana plasmatica.
Fragmentos ndo fluorescentes da proteina amarela fluorescente (YFP), NE e CE, foram
fusionados a ZAR1 e RGSI1. Diferentes combinacOes das construgdes, conforme
indicado, foram agroinfiltradas em folhas de N. benthamiana e analisadas por

microscopia confocal, 72 h apds agroinfiltracao.
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4. Conclusao

A partir do ensaio de mutagénese realizado com sementes de plantas
superexpressando BiPD, foram identificados possiveis genes candidatos a supressores
no mecanismo de tolerancia mediado por BiPD. Dentre estes, ZAR1 se demonstrou um
possivel candidato a ser supressor do mecanismo de tolerancia mediado por BiP.

A superexpressdao de ZAR1 demonstrou através do ensaio de infiltragdo de
tunicamicina possuir maior resisténcia quando comparado com linhagens silenciando
ZAR1 e Col0. De acordo com estes resultados, experimentos futuros deverdo
determinar a relacdo de ZAR1 com via de resposta a estresse hidrico, através de um
ensaio de estresse hidrico e da detec¢do do nivel de expressdo de genes na via em
condic¢des de estresses em ambas as linhagens (superexpressando e silenciadas) através
de qRT-PCR.

Além disso, foi demonstrada que a interacdo in vivo de ZAR1 com RGSI1
ocorre na membrana plasmdtica das células. RGS1 € o regulador da sinalizacdo de
proteina G, uma vez que sua fosforilacdo o desliga da proteina G, ativando a via de
sinalizacdo, além de possuir papel importante durante experimentos de estresse hidrico,
onde sua superexpressdo torna as plantas mais tolerantes. Desta maneira ZAR1 pode

estar relacionada com a via de sinalizacdo por meio da fosforilacdo de RGS1.
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