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ABSTRACT 

CAMARGOS, Luiz Fernando de, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, July, 2019. 
Regulation and identification of upstream components of the DCD/NRP1-mediated cell 
death signaling. Adviser: Elizabeth Pacheco Batista Fontes. Co-adviser: Pedro Augusto Braga 
dos Reis. 
 
The plant adaptive stress response is one of the main indicators of growth, development, and 

productivity. Abiotic signals are prominent because they frequently occur simultaneously in the 

field, as one kind of stress leads to the other, including alterations in temperature, salinity, 

drought, and nutritional deprivation. The understanding of how plants alter their metabolic 

status in response to a unique stress signal has been extensively addressed; however, the 

understanding of the integration of multiple stress responses is needed. The DCD/NRP-

mediated cell death signaling pathway is activated in response to different stimuli. This 

activation results in the integration of multiple stress signals into a cell death program derived 

from prolonged stress conditions. Moreover, enhanced accumulation of the molecular 

chaperone BiP attenuates the expression and activity of the components of this cell death 

pathway; thus, promoting a better adaptation of plants to adverse conditions. In this 

investigation, we demonstrated a correlation between the expression of DCD/NRP-mediated 

cell death components with transducers of the unfolded protein response, G protein signaling, 

light and abscisic acid accumulation, which implicates DCD/NRP1 as a crucial player in 

signaling mechanisms. Then, we examined the mechanisms that connect the DCD/NRP1 cell 

death pathway with its negative modulator, BiP, that are spatially separated in the cell. Analyses 

of the possible involvement of endoplasmic reticulum (ER) membrane-associated transducers 

in the cell death pathway activation indicated that the G protein subunit AtAGB1 acts as an 

upstream component of this pathway. We demonstrated that osmotic- and ER-stress induction 

of pathway components was prevented in the agb1-3 mutant. In addition, the agb1-3 mutant 

was more tolerant to ER stress, osmotic stress, and drought; phenotype, which was reversed by 

ectopic expression of AtAGB1 in agb1-3 and intensified in AtAGB1 overexpressing lines. 

Furthermore, the expression of AGB1 under stress conditions was negatively modulated by 

BiP. Collectively, these data indicate that AGB1 may be an upstream component of DCD/NRP-

mediated cell death pathway in connection with other G signaling pathways. 
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RESUMO 

CAMARGOS, Luiz Fernando de, D.Sc., Universidade Federal de Viçosa, julho de 2019. 
Regulação e identificação de componentes a montante da via de sinalização de morte 
celular mediada por DCD/NRP1. Orientadora: Elizabeth Pacheco Batista Fontes. 
Coorientador: Pedro Augusto Braga dos Reis.  

A resposta adaptativa de plantas a condições de estresse é um dos principais desafios na 

agricultura pois afeta parâmetros de crescimento, desenvolvimento e produtividade. Os 

estresses abióticos ganham destaque pois estão intimamente relacionados com esses 

parâmetros, e frequentemente ocorrem simultaneamente no campo, como alterações de 

temperatura, seca e estresse nutricional. A compreensão de como plantas alteram seu 

metabolismo em resposta a condições adversas únicas vem sendo analisada intensivamente 

durante anos, porém há a necessidade de entender como elas se comportariam em resposta a 

múltiplos estresses. A via de sinalização mediada por DCD/NRP1 é ativada em resposta a 

diferentes estímulos ambientais, resultando na indução de programas de morte celular derivado 

de estresses prolongados. Além disso, aumento dos níveis do chaperone molecular BiP atenua 

a expressão e atividade dos componentes dessa via, promovendo assim uma melhor adaptação 

de plantas a condições adversas. Na presente investigação, foi demonstrado que uma correlação 

entre a expressão de DCD/NRP1 com transdutores responsivos a sinais de acúmulo de proteínas 

mal dobradas, proteína G heterotrimérica, luz e ácido abscísico, indicando um papel chave de 

DCD/NRP em mecanismos sinalizadores. Posteriormente, procurou-se elucidar os mecanismos 

que conectam a via de morte celular DCD/NRP com seu modulador negativo BiP que se 

encontram espacialmente separados dentro da célula. Análise do possível envolvimento de 

transdutores de sinais presentes na membrana do retículo endoplasmático na ativação da via de 

morte celular demonstrou que a subunidade β da proteína G (AtAGB1) atua como componente 

a montante da via de sinalização mediada por DCD/NRP1. Foi demonstrado que os genes 

componentes da via de morte celular mediada por DCD/NRP requerem AGB1 para indução em 

resposta a estresse osmótico e do retículo endoplasmático. Além disso, o mutante agb1-3 

demonstrou ser mais tolerante a condições adversas de estresse no retículo endoplasmático e 

por seca, fenótipo revertido em linhagens agb1-3 transformadas ectopicamente com AtAGB1 

e intensificado em linhagens superexpressando AtAGB1. Além disso, a expressão de AGB1 em 

condições de estresse também foi modulada pelo chaperone molecular BiP. Coletivamente 

esses dados indicam que AGB1 atua como integrante a montante de NRP na via de sinalização 

que integra sinais de múltiplos estresses em programas de morte celular.  
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INTRODUÇÃO GERAL 

 

Organismos vivos em geral estão em uma constante adaptação a respostas celulares 

advindas de estímulos internos e externos. As respostas adaptativas a esses estímulos são 

ativadas pela percepção via sensores e subsequente transmissão da resposta para efetores a 

jusante (Pandey, 2019). De um modo geral, uma rede de sinais conecta os estímulos internos e 

externos a respostas adaptativas levando a modificações moleculares que permitiram ajustes 

fisiológicos, que finalmente levam a condições de susceptibilidade ou tolerância às situações 

expostas.  

Em plantas esses mecanismos possuem uma regulação fina e coordenada. Por se 

tratarem de organismos sésseis e constantemente expostos a múltiplos estresses ambientais, 

responsáveis por maior limitação em relação a produtividade, as células vegetais 

desenvolveram vias de sinalização sofisticadas que respondem de maneira coordenada a esses 

estímulos (Stone, 2019).  

Estresses abióticos merecem destaque por levarem ao acúmulo de espécies reativas de 

oxigênio, como de H2O2 que tem capacidade de atuar como mensageiro intracelular induzindo 

a alterações fisiológicas danosas, por exemplo inibição do processo fotossintético. Assim 

mecanismos celulares antioxidantes são ativados para tentar reverter esses danos, porém com 

custo na manutenção da homeostase celular (Baxter et al. 2014).  

Em adição as repostas mediadas por espécies reativas de oxigênio, respostas celulares 

mediadas por hormônios possuem papel importante na adaptação de plantas a condições 

ambientais adversas. O hormônio ácido abscísico (ABA) merece destaque ao se analisar 

respostas a condições ambientais, envolvendo seca e salinidade. Diversos transfatores são 

responsivos à ABA, desencadeando cascatas sinalizadoras que auxiliam na aclimatação às 

novas condições existentes (Muñoz-Espinoza et al. 2015; Danquah et al. 2014; Zandalinas et 

al. 2018). 

Recentemente, alguns modelos preditivos indicam que o mecanismo essencial para 

desenvolvimento e aclimatação de plantas a novos cenários ambientais ocorre com respostas 

celulares a combinações de estresses abióticos múltiplos. Dessa maneira, torna-se necessário 

pesquisar cenários onde combinações de estresses possam ocorrer, e assim, poder antecipar 

possíveis respostas celulares, fisiológicas e bioquímicas que irão contribuir para adaptações das 

plantas a essas novas situações de estresses combinados (Zandalinas et al. 2018).  

Respostas moleculares de plantas a estresses abióticos individuais têm sido 
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extensivamente estudadas por muitos grupos de pesquisadores, porém não fornecem as bases 

moleculares para o entendimento da resposta coordenada a essas novas combinações de 

estresses abióticos. Avanços nessa nova perspectiva estão sendo feitos e têm se chegado a 

conclusões que a combinação de dois ou mais fatores leva à ativação de efetores moleculares 

específicos em plantas (Zandalinas et al. 2018). 

Atualmente, as estratégias de manipulação e reprogramação da expressão de proteínas 

responsivas a estresses múltiplos têm como objetivo melhorar a tolerância das plantas a 

condições ambientais adversas. Duas diferentes estratégias vêm sendo utilizadas para isso. 

Estas incluem a manipulação de genes que codificam fatores de transcrição responsivos a 

condições de estresses e de genes cujos produtos tenham atividade de proteção ou 

desintoxicação de subprodutos gerados em condições de estresse (Vinocur e Altman, 2005). A 

manipulação da expressão de fatores de transcrição, como o gene GmNAC81, e chaperones 

moleculares, como BiP (“Binding Protein”), demonstrou que estes genes atuam em uma via 

responsiva a diversas condições de estresse (Valente et al., 2009; Pimenta et al., 2016; Reis et 

al., 2016). A superexpressão do chaperone molecular BiP, que se localiza no retículo 

endoplasmático (RE), conferiu maior tolerância à seca em diversas espécie de plantas (Alvim 

et al., 2001; Valente et al., 2009; Reis et al., 2016). Além disso, por se tratar de um sensor da 

via de sinalização de resposta a proteínas mal dobradas (UPR (do inglês unfolded protein 

response), BiP também modula uma via de sinalização de morte celular induzida por múltiplos 

estresses (Isrigler et al., 2007; Costa et al., 2008; Reis et al., 2011; Reis e Fontes, 2012; Mendes 

et al., 2013, Carvalho et al., 2014a. 2014b). De maneira oposta, a expressão ectópica de um 

fator de transcrição responsivo a condições de seca, estresses osmótico e no RE, GmNAC81, 

acelerou o processo natural de senescência (Pimenta et al., 2016). 

A supracitada via de morte celular é mediada por proteínas NRPs, que possuem 

domínios característicos (morte e desenvolvimento e rico em aminoácido asparagina). Estudos 

anteriores demonstraram que essa via integra respostas a múltiplos fatores (sinais de estresse 

no RE e osmótico, e mais recentemente a ABA) (Reis et al., 2011; Alves et al., 2011a; 2011b, 

Reis e Fontes, 2012; Mendes et al., 2013; Reis et al., 2016; Camargos et al., 2018).  Dessa 

maneira, a referida via de sinalização tem emergido como um alvo interessante para engenharia 

genética de tolerância a estresses múltiplos e também para caracterizar essas novas perspectivas 

de combinações de fatores ambientais.  

Apesar de avanços recentes quanto ao mecanismo de ação da via de morte celular 

mediada pelas proteínas NRPs, a conexão da mesma com outras vias responsivas a estresses e 
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também a caracterização de mecanismos a montante que conectam o modulador BiP com as 

proteínas NRPs e fatores de transcrição da família NAC permanecem obscuros. Dessa forma, 

os objetivos primordiais desse estudo foram identificar in silico conexões entre vias de respostas 

a sinais de estresses integradas por proteínas NRPs e também identificar novos componentes 

dessa via integrativa de resposta a estresses abióticos. O primeiro objetivo foi explorado no 

capítulo I intitulado Development and cell death domain-containing asparagine-rich protein 

(DCD/NRP): an essential protein in plant development and stress responses, como uma revisão 

atualizada de possíveis funções de NRPs. O segundo objetivo, caracterizar novos membros a 

montante de NRP que se conectem espacialmente com BiP, assim como também uma expansão 

do capítulo I, foi abordado no capítulo II intitulado A subunidade β da proteína G atua como 

transdutor de sinal à montante na via de morte celular induzida por NRPs. 
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CAPÍTULO II 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A SUBUNIDADE β DA PROTEÍNA G ATUA COMO TRANSDUTOR DE SINAL À 

MONTANTE NA VIA DE MORTE CELULAR INDUZIDA POR NRPs 
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Resumo 

 
A via de morte celular DCD/NRP (“developmental cell death domain-containing N-rich 

protein) foi inicialmente identificada como um componente de integração de sinalização 

induzida por estresses do retículo endoplasmático (RE) e osmótico. O acúmulo de DCD/NRP, 

por sua vez, leva à indução dos fatores de transcrição GmNAC81 e GmNAC30, que interagem 

entre si para regular o programa de morte celular. Foi demonstrado previamente que o 

chaperone molecular BiP modula negativamente a ativação do programa de morte celular e 

promove assim uma melhor adaptação à seca em plantas superexpressando BiP. Nesta 

investigação, foi utilizado genética reversa e estudos de superexpressão gênica para identificar 

componentes a montante da resposta de morte celular mediada por DCD/NRP. Inicialmente, 

foi demonstrado que, o transdutor de sinal associado à membrana do retículo endoplasmático 

AGB1 é requerido para indução da expressão de componentes da via de sinalização mediada 

por DCD/NRP1 em Arabidopsis em resposta a estresses osmótico e do retículo endoplasmático. 

Posteriormente, foi demonstrado que o mutante nulo agb1-3 atenua o processo de morte celular 

induzido por estresse do retículo endoplasmático quando comparado com linhagem selvagem 

Col-0, mimetizando o fenótipo exibido pelos alelos nulos de componentes da sinalização de 

morte celular. Este fenótipo de tolerância à morte celular induzida por estresse do RE foi 

revertido pela expressão ectópica de AtAGB1 em linhagens agb1-3 e a maior susceptibilidade 

resultante foi intensificada em linhagens Col-0, superexpressando AGB1. Em seguida, foi 

demonstrado que a superexpressão de BiP reverteu o fenótipo susceptível resultante da 

superexpressão de AtAGB1. Resultados de ensaios de estresse hídrico corroboraram com a 

interpretação de que AGB1 participa da sinalização de morte celular. Durante o déficit hídrico, 

tanto o mutante agb1-3 e plantas BiP-Ox mantiveram o turgor das folhas, enquanto as folhas 

de plantas do tipo selvagem se tornaram murchas com lesões cloróticas e necróticas. AGB1 

codifica a subunidade Gβ que dimeriza com a subunidade Gγ da proteína G heterotrimérica, 

ambas sendo reguladas transcricionalmente por BiP em condições de estresse no retículo 

endoplasmático, resultados que suportam o módulo Gβγ como um componente a montante da 

resposta de morte celular mediada por NRP. 

Palavras chave: AGB1, morte celular programada, N-rich proteins, estresse abiótico, BiP 
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Introdução 
 

Durante o desenvolvimento, as plantas são constantemente expostas a um grande 

número de fatores bióticos e abióticos, podendo ocorrer danos aos tecidos em desenvolvimento, 

comprometendo a sobrevivência do organismo. Estratégias desenvolvidas pelas plantas para 

resistir às condições ambientais e climáticas são complexas, uma vez que as plantas são sésseis 

e não podem simplesmente escapar às condições adversas do meio ambiente. A indução de 

morte celular programada (Programmed Cell Death-PCD) é um programa de defesa usado 

pelas plantas desencadeado não somente por programas de desenvolvimento, mas também em 

resposta a fatores de estresses bióticos e abióticos (Petrov et al., 2015).   

Uma resposta celular induzida por condições de estresse é o fechamento estomático, 

que atua principalmente evitando perda de água em condições de estresse osmótico. Além disso, 

esse estímulo também visa manter o bom funcionamento dos mecanismos fotossintéticos 

(Xiong et al., 2002). Um outro tipo de resposta a estímulos ambientais importante nas plantas 

é aquela induzida por estresse no retículo endoplasmático (RE), que geralmente é tratado como 

um estresse secundário que ocorre pela alteração no dobramento de proteínas em razão da perda 

da homeostase nessa organela (Schroder e Kaufman, 2005; Ron e Walter, 2007). Diante disso, 

as plantas desenvolveram mecanismos para tentar minimizar estes danos causados por estresses 

associados ao RE. 

O processo de PCD em organismos multicelulares já está bem caracterizado de acordo 

com cada tecido ou órgão, similarmente aos indutores específicos desses processos (Fath et al., 

2000; Young e Gallie 2000; Lombardi et al., 2010). Em plantas, mais especificamente, durante 

o crescimento e desenvolvimento, PCD é ativada em vários estágios de vida, como ocorre no 

desenvolvimento de células do endosperma e senescência foliar.  Além disso, várias cascatas 

de sinalização induzidas por estresses culminam na execução de programas de PCD 

identificados em plantas (Pinto et al., 2012). Entre eles, a via de sinalização mediada por 

proteínas DCD/NRPs (developlmental cell death/asparagine-rich proteins), que sinaliza morte 

celular em resposta a múltiplos estresses, tem sido caracterizada como uma relevante resposta 

adaptativa de plantas a estresses e a eventos de desenvolvimento, como senescência natural de 

folhas (Reis e Fontes, 2012; Pimenta et al., 2016).  

A via de sinalização intermediada pelas proteínas DCD/NRPs integra um sinal de morte 

celular gerado pelo estresse prolongado do RE e estresse osmótico em uma resposta sinergética 

e convergente (Irsigler et al., 2007, Costa et al., 2008).  O modelo atual dessa via integrativa 
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estabelece que a sinalização por condições de estresse induz a expressão do fator de transcrição 

GmERD15. Esse transfator, induzido por estresses osmótico e do RE, se liga ao promotor de 

NRP para aumentar sua expressão, cuja proteína codificada localiza-se no citoplasma e 

membrana plasmática e ativa uma cascata de sinalização, culminando com a indução da 

expressão do fator trascricional GmNAC81 (Alves et al., 2011, Faria et al., 2011, Reis et al., 

2011, 2012). Também foi identificado que GmNAC81 interage com GmNAC30 no núcleo de 

células vegetais estressadas, e induz a expressão de genes que codificam enzimas hidrolíticas, 

principalmente VPE (vacuolar processing enzyme) (Mendes et al., 2013). VPE possui atividade 

de caspase-1 e executa um programa de morte celular, específico de plantas, por meio do 

colapso do vacúolo (Hatsugai et al., 2015). Esta via de sinalização que integra o sinal osmótico 

e de estresse do RE representa um regulon (unidade de regulação) com potencial para melhorar 

tolerância a déficit hídrico (Reis e Fontes, 2012). Consistente com esta observação, plantas 

geneticamente modificadas superexpressando o chaperone molecular BiP promovem maior 

adaptação a condições de seca via modulação negativa da expressão e atividade dos 

componentes dessa via de sinalização (Valente et al., 2009; Reis et al., 2011). Embora, este 

evento de tolerância à seca mediada por BiP tenha sido considerado de relevância para 

aquisição de tolerância à seca em variedades de soja, o mecanismo pelo qual BiP, um chaperone 

molecular residente no RE, controla a via de morte celular intermediada por NRPs é totalmente 

desconhecido. Recentemente, foi demonstrado que a via de morte celular programada mediada 

por proteínas DCD/NRPs é conservada em plantas e opera com mecanismos regulatórios 

similares, uma vez que BiP, em Arabidopsis e tabaco, também regula negativamente a referida 

via de sinalização e promove melhor adaptação às condições de seca (Alvim et al., 2001, Reis 

et al., 2016). 

Similarmente a mamíferos, foi demonstrado que BiP em plantas regula a via de resposta 

a proteínas mal dobradas (unfolded protein response-UPR) que se trata de uma via de 

sinalização citoprotetora que permite a comunicação do RE com o núcleo em condições de 

estresses que promovem o acúmulo de proteínas mal dobradas no RE (Chakrabarti et al., 2011). 

Em condições normais, a proteína BiP associa-se aos transdutores de sinais da via de UPR, 

associados à membrana do RE, mantendo-os no seu estado inativo (Chakrabarti et al, 2011; Liu 

e Howell, 2016). Porém, quando esse estresse secundário é ativado, BiP é deslocada para atuar 

como chaperone molecular no controle do acúmulo de proteínas mal dobradas, permitindo que 

estes transdutores de sinais sejam ativados. Em plantas, foi demonstrado que BiP associa-se 

com o transdutor de sinal bZIP28, sob condições normais, e acredita-se que ela possa se associar 
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também a bZIP17 e IRE1, conforme já descrito em mamíferos (Wan e Jiang, 2016; Liu e 

Howell, 2016). No caso de bZIP28, foi demonstrado que a dissociação de BiP em resposta ao 

acúmulo de proteínas mal dobradas no RE leva ao deslocamento de bZIP28 para as membranas 

do Golgi, onde é proteoliticamente clivado pelas enzimas SP1 e SP2, ocorrendo a liberação do 

domínio C-terminal bZIP e sua subsequente translocação para o núcleo (Srivastava et al., 2013; 

2014). Ire1 também é ativado por estresses no RE, por meio de oligomerização que leva à 

ativação do domínio de cinase por fosforilação e subsequente ativação da sua atividade de 

endonuclease (Liu e Howell, 2016). O substrato da atividade endonuclease de Ire1 é o mRNA 

(“unspliced bZIP60”) de bZIP60, um outro transfator ancorado à membrana do RE (Deng et 

al., 2011). Ire1 ativada promove um splicing não convencional do mRNA de bZIP60 gerando 

um mRNA processado (“spliced bZIP60”) o qual perde o fragmento que codifica o segmento 

transmembrana da proteína bZIP60. Como consequência, o mRNA processado de bZIP60 é 

traduzido em uma proteína solúvel que é translocada para o núcleo. Ambos bZIP28 e bZIP60 

coordenam, no núcleo, positivamente a indução da expressão de proteínas que atuam no retículo 

endoplasmático (Calnexinas, BiP, Calreticulina) com o objetivo de proteger as células contra 

estresses no RE, como componentes da via citopreteora UPR (Howell, 2013). 

Enquanto a via UPR atua como sinal de pro-sobrevivência celular, estresses 

prolongados do RE promovem a ativação de vias de sinalização de morte celular. Pelo menos 

duas vias de morte celular derivadas do estresse do RE e específica de células vegetais têm sido 

caracterizadas. A primeira refere-se à via de morte celular mediada pelas proteínas DCD/NRPs 

e induzida por estresses múltiplos que é executada pela indução da expressão de VPE por meio 

da regulação por dois transfatores da família NAC, GmNAC81 e GmNAC30 em soja (Mendes 

et al., 2013). Uma segunda via de morte celular, ativada especificamente por estresses do RE, 

é iniciada pela liberação do fator de transcrição NAC089 da membrana do retículo 

endoplasmático para o núcleo por um mecanismo ainda desconhecido (Yang et al., 2014). No 

núcleo, NAC089 leva à ativação do processo de morte celular por meio de aumento da 

expressão de caspase like 3/7 promovendo fragmentação do DNA (Yang et al., 2014). Apesar 

de não tão bem caracterizada como os membros da família NAC, a subunidade β da Proteína G 

(Gβ) em Arabidopsis parece exercer função importante na via de PCD induzida por estresse do 

RE (Wang, et al. 2007; Chen e Brandizzi, 2012). 

Foi demonstrado que plântulas de Arabidopsis mutantes para a subunidade β (agb1-2) 

da proteína G são mais tolerantes ao estresse induzido por tunicamicina que resulta em morte 

celular do que linhagens selvagens Col-0 e mutantes para subunidade α da Proteína G (Gα) 
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(Wang et al., 2007). A proteína Gβ parece estar associada à membrana do RE e ativação de 

UPR leva à degradação de Gβ ao contrário de Gα. Dessa maneira, parece que eventos de 

sinalização mediados por Gβ, estabilizado pela subunidade γ da Proteína G (Gγ) e independente 

de Gα, intermedeiam a via de morte celular ativada em resposta ao acúmulo de proteínas mal 

dobradas. Posteriormente, em controvérsia, foi demonstrado que plântulas de Arabidopsis 

agb1-3 são mais sensíveis ao estresse no RE (Chen e Brandizzi, 2012). De acordo com estes 

últimos resultados, em plantas mutantes para AtAGB1, a ativação da via de UPR é superior e a 

via de morte celular é intensificada, comparado a plantas selvagens (Chen e Brandizzi, 2012). 

A interação de AGB1 com o ramo UPR IRE1/bZIP60 já foi demonstrado anteriormente 

durante a germinação de sementes (Chen e Brandizzi, 2012). Consequentemente, torna-se 

relevante avaliar a função negativa e/ou positiva de AtAGB1 no controle de morte celular 

induzida por estresses. Nesta investigação, a possível função de AtAGB1 em morte celular 

induzida por diferentes estresses foi avaliada, utilizando tanto mutantes nulos para AtAGB1 

quanto plantas transgênicas superexpressando AtAGB1. O fenótipo resultante da manipulação 

dos níveis de AtAGB1 foi analisado em resposta a diversos estresses. 

 Os resultados dessa investigação demonstraram inicialmente que a indução por 

estresses dos componentes da via de sinalização mediada por NRPs depende da função de 

AtAGB1. Foi também demonstrado que plantas superexpressando AtAGB1 são mais sensíveis 

ao estresse hídrico, bem como ao estresse do retículo endoplasmático. Além disso observamos 

que esse fenótipo foi revertido como consequência da superexpressão de BiP, que atua como 

modulador da via de morte celular induzida por proteínas NRPs.  
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Material e métodos 

Construções plasmidiais 

Todas as construções recombinantes foram geradas a partir do sistema de clonagem 

GATEWAY (Invitrogen, Carlsbad). Os oligonucleotídeos iniciadores estão listados na Tabela 

S1. A ORF (Open Reading Frame) de AGB1 (AT4G34460), foi amplificada a partir do cDNA 

de folhas de Arabidopsis thaliana ecótipo Columbia (Col-0) e inserido nos vetores de entrada 

pDONR207. O clone resultante foi designado AtAGB1-Ns-pDONR207 (pUFV3192). Em 

seguida, a sequência de DNA inserida foi transferida por recombinação do vetor de entrada para 

vetor de expressão em plantas pEARLEY 104 sob controle do promotor 2x35S de CaMV 

fusionado a YFP. A construção resultante (AtAGB1-Ns-pEARLEY104; pUFV3312) foi 

utilizada para ensaio de localização subcelular e para transformações estáveis de plantas. 

Material vegetal 

Arabidopsis thaliana, ecótipo Columbia (Col-0), foi usada como selvagem. Sementes 

mutantes nulas por inserção de T-DNA agb1-3 (SALK_061896), bzip28 (SALK_132285C), 

bzip60 (SALK_050204), ire1a (CS855024), nrp1 (SALK_041306), nrp2 (CS449852), vpeγ 

(CS67916), vpe 4° (CS67918) foram obtidas do Arabidopsis Biological Resource Center (Fig. 

S1).  As linhagens transgênicas superexpressando soyBiPD (Glyma.05G219400.1.p) e AtBiP2 

(At5G42020) designadas BiPD-Ox e BiP2-Ox foram previamente descritas (Reis et al., 2016). 

Plantas de Arabidopsis Col-0 foram transformadas com soyBiPD utilizando o clone pUFVBiPS 

(Alvim et al., 2001). A construção consiste no cDNA de soyBiPD que contém a sequência 

HDEL nativa no C-terminal, sob controle do promotor 35S e sequência terminadora de 

poliadenilação 3’nos no vetor binário de transformação de plantas pBI121. Foi escolhida a 

linhagem BiPD-Ox (T07) para transformação com AtAGB1 pois foi o transformante que 

apresentou maior expressão da proteína BiP. Para a obtenção de plantas transformadas com 

AtBIP2 foi utilizado o clone pUFV (pUFV1243) que consiste na construção 2x35S:BiP2-GFP-

HDEL no vetor binário de expressão em plantas pK7WG2 (Fig. S3).  

Condições de crescimento de plantas e obtenção de linhagens transgênicas expressando 

ectopicamente AGB1. 

Sementes de Arabidopsis foram esterilizadas, plaqueadas em meio Murashige-Skoog 

(MS) (Sigma-Aldrich, Saint Louis) e incubadas a baixa temperatura (4°C) por 72 horas na 

ausência de luz e, em seguida, expostas a luz branca. Plântulas foram crescidas em placas 

contendo meio MS por duas semanas em estufa a 22°C e fotoperíodo curto (12 horas de luz/12 
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horas de escuro). Plantas transgênicas foram obtidas por transformação via Agrobacterium 

tumefaciens através do método de mergulha do pendão floral (Zhang et al., 2006). Para isso, A. 

tumefaciens, cepa GV3101, foi transformada com a construção de DNA (AtAGB1-Ns-

pEARLEY104; pUFV3312) por eletroporação e as colônias transformadas foram confirmadas 

por PCR utilizando os oligonucleotídeos AGB1-FWD e AGB1-NS-RVS (Tabela S1). Para 

transformação de plantas utilizaram-se as linhagens Col-0, agb1-3 e BiPD-Ox (T07). Plantas 

transformadas com construções de DNA específicas foram selecionadas em meio MS 

suplementado com Glufosinato de amônio (Sigma-Aldrich, Saint Louis) a 10 mg.L-1. 

Transformantes selecionados foram confirmados por PCR utilizando os oligonucleotídeos 

35S_MC36-Fwd e AGB1-NS-RVS (Tabela S1), transferidos para solo, cultivados em estufa a 

22°C e fotoperíodo curto (12 horas de luz/12 horas de escuro). Para análise de segregação as 

sementes foram germinadas em meio MS contendo Glufosinato de amônio a 10 mg.L-1. 

Linhagens homozigotas para o lócus T-DNA flanqueando a construção (AtAGB1-Ns-

pEARLEY104; pUFV3312), na geração T1, foram selecionadas analisando a frequência de 

sementes T2 resistentes Glufosinato de amônio (Sigma-Aldrich) a 10 mg.L-1 após auto 

fecundação. Pelo menos, três transformantes independentes de cada genótipo transformado 

foram selecionados para análise da expressão do transgene por qRTPCR e imunodetecção. A 

nomenclatura das linhagens transgênicas selecionadas são definidas na Tabela S2. 

Localização subcelular 

A localização subcelular de AtAGB1 foi examinada nas células da epiderme de folhas 

de Nicotiana benthamiana expressando transientemente AGB1 fusionado no C-terminal de 

YFP. Folhas de N. benthamiana com 3 a 4 semanas foram agro-infiltradas com A. tumefaciens 

cepa GV3101 carregando a construção AtAGB1-Ns-pEARLEY104 (pUFV3312) com 

densidade ótica (D.O.) de 0,3. Fluorescência foi visualizada nas células epidermais após três 

dias de infiltração em microscopia confocal usando o microscópio Zeiss inverted 510 META 

laser scanning (Zeiss ,Jena) equipado com laser de argônio e hélio. YFP foi excitado pelo laser 

argônio/hélio no comprimento de onda de 488 nm, e o pico de emissão foi observado na região 

entre 500-530 nm delimitada por filtro de barreira. Imagens foram capturadas e processadas 

com o software LSM Image Browser 4 (Carl-Zeiss).  
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Ensaio de estresse em plântulas  

Para os ensaios de indução de estresse osmótico e do RE, inicialmente plântulas de 

Arabidopsis foram germinadas em meio MS por duas semanas. Em seguida plântulas foram 

transferidas para placas de 12 poços contendo meio MS (¼ força) líquido, e deixadas 

aclimatando por 24 h. Os tratamentos foram iniciados pela substituição do meio por uma 

solução de polietilenoglicol 10% (p/v) (PEG: MW 8000) (Sigma-Aldrich, Saint Louis) em meio 

MS (¼ força) líquido, para indução de estresse osmótico, e pela adição de uma solução de 

Tunicamicina (TUN) (Sigma-Aldrich, Saint Louis)  2,5 µg/mL, para indução de estresse do RE, 

em meio MS (¼ força) líquido. Para cada tratamento foram utilizadas 3 ou 5 repetições, sendo 

cada uma composta por 10 plântulas. Para os controles, utilizou-se apenas meio MS (¼ força) 

líquido acrescido de DMSO (Sigma-Aldrich, Saint Louis) (para o tratamento com tunicamicina) 

ou meio MS (¼ força) líquido puro (para o tratamento com PEG). Os tempos de tratamento 

estão descritos nas figuras. Após os tempos de tratamento as plântulas foram retiradas da 

solução, o excesso de meio foi removido com papel e elas foram imediatamente congeladas em 

nitrogênio líquido. Todo o material biológico foi armazenado a -80 °C após o ensaio.  

Ensaio de morte celular pelo método de coloração com azul de Evans 

Plântulas de Arabidopsis foram germinadas em meio MS por duas semanas. Em seguida 

plântulas foram transferidas para placas de 12 poços contendo meio MS (¼ força) líquido 

contendo TUN 10 μg/mL por 24 e/ou 48 horas. DMSO (solvente utilizado para solubilizar 

TUN) foi utilizado como controle negativo. Após a indução, as plântulas foram coradas com 

azul Evans a 2% (p/v) durante 5 min e depois foram lavadas extensivamente com água. 

Determinação de conteúdo de clorofila total e peroxidação lipídica 

O conteúdo de clorofila total foi determinado por leitura em espectrofotômetro nos 

comprimentos de onda de 663 e 646 nm após extração utilizando DMSO saturado com CaCO3 

de acordo com a metodologia proposta por Wellburn (1994). A quantificação de peroxidação 

lipídica em plântulas foi estimada através do teor de malondialdeído (MDA), um produto da 

decomposição de oxidação de ácidos graxos poliinsaturados. O conteúdo de MDA foi 

determinado pela reação do ácido tiobarbitúrico de acordo com descrito por Hodges e 

colaboradores (1993).  
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Tolerância à seca 

Para ensaios de tolerância à seca, plântulas após duas semanas crescidas em placa foram 

transferidas para solo. Plantas foram crescidas em estufa (22°C e fotoperíodo curto (12 horas 

de luz/12 horas de escuro)). Após duas semanas de adaptação, foi cessada a irrigação por duas 

semanas. Durante esse período foi avaliado o teor relativo de água e decorrido o tempo de seca 

as plantas foram irrigadas para observar recuperação após dois dias, estabelecendo assim a taxa 

de sobrevivência.  

O teor relativo de água (TRA) foi estabelecido utulizando quatro discos foliares de 1 

cm² cada,  retirados de folhas mais novas completamente expandidas. Esses discos foram 

pesados para quantificação da massa fresca (MF), em seguida imersos em água deionizada por 

24 horas. Após esse período, pesou-se novamente os discos para determinação da massa túrgida 

(MT). Os mesmos foram submetidos à secagem em estufa com circulação forçada de ar, a 70°C, 

durante 48 h. Em seguida foram pesados para obtenção da massa seca (MS). Três repetições 

foram utilizadas para essa avaliação. A determinação do TRA foi calculada seguindo a seguinte 

fórmula proposta por Barrs e Weatherley (1962). (Equação 1)  𝑇𝑅𝐴 (%) = (𝑀𝐹−𝑀𝑆)(𝑀𝑇−𝑀𝑆)  𝑥 100                       (Equação 1) 

Sendo:  

TRA = Teor relativo de água (%)  

MF = Massa fresca (g)  

MT = Massa túrgida (g)  

MS = Massa seca (g) 

Ensaio de imunodetecção 

Proteína total foi extraída de Arabidopsis transformadas e selvagens de acordo com 

descrito por Cascardo e colaboradores (2000) utilizando tampão de extração descrito em Peng 

e colaboradores (2018). As proteínas foram separadas por corrida eletroforética em gel de SDS-

PAGE 10% (p/v) e em seguida transferidas por eletroblotting para membrana de nitrocelulose. 

A imunomarcação foi realizada com anticorpos anti-GFP (Miltenyi Biotec, 130-091-833) e 

anti-BiP e detectada com Signal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific) 

de acordo com as recomendações do fabricante.  
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Extração de RNA, síntese de cDNA  

Oligonucleotídeos iniciadores utilizados foram confeccionados utilizando o software 

Primer Express 3.0 (Life Technologies). RNA total de plântulas de Arabidopsis foi extraído 

utilizando TRIzol (Thermo Fisher Scientific) e quantificados com NanoDrop 

spectrophotometer. Foi realizado o tratamento de 4 μg do RNA total com RNase-free DNase I 

Amplification Grade (Thermo Fisher Scientific). Em seguida foi obtido o cDNA a usando 1U 

da enzima M-MLV (Thermo Fisher Scientific) e 0,5 μM dos oligonucleotídeos oligo (dT).  

RT-PCR convencional e quantitativo 

A confirmação dos nocautes agb1-3, nrp1 e nrp2 foi realizada por RT-PCR, utilizando 

os primers RT_AGB1-FWD e RT_AGB1-RVS, AtNRP1-FWD e AtNRP1-RVS, AtNRP2-

FWD e AtNRP2-RVS (Tabela S1) em um termociclador C1000 thermal cycler (Bio-Rad). RNA 

total foi extraído de Col-0, agb1-3, nrp1 e nrp2 e utilizado para síntese de cDNA. As reações 

de PCR continham 20 ng de cDNA, 0,1 mM de dNTPs, 0,4 M de cada um dos 

oligonucleotídeos correspondentes, 1x de tampão para a Taq DNA polimerase (10 mM Tris 

HCl pH= 8,3, 50 mM KCl, 1,5 mM MgCl2) 1 L de Taq DNA polimerase em um volume final 

de 25 L. As condições de reação foram: 3 min a 94o C, seguidos de 30 ciclos (30 seg a 94º C, 

30 seg a 55º C e 1 min e 30 seg a 72º C), seguindo 10 min a 72º C. A reação de amplificação 

foi conduzida em um equipamento C1000 thermal cycler (Bio-Rad) e os produtos da reação 

foram analisados em gel de agarose 1% e corado com brometo de etídeo 0,1 mg.L-1.  

RT-PCR quantitativa foi realizada utilizando SYBR® Green PCR Master Mix (Life 

Technologies), em uma reação com volume de 10 μL contendo 20 ng cDNA e 0,6 M de cada 

um dos oligonucleotídeos correspondentes no equipamento ABI7500 real-time PCR system 

(Life Technologies). As reações de amplificação foram realizadas nas seguintes condições: 10 

min a 95°C, seguido por 40 ciclos a 94°C por 15 seg e 60°C por 1 min, seguido da etapa de 

dissociação. A expressão do gene foi normalizada com relação a expressão dos genes 

endógenos AtActin 2 (At3g18780) (Liu e Howell, 2010) e AtUBQ5 (At3g62250) (Moreno et 

al. 2012) e quantificada utilizando os métodos 2-ΔCt para quantificação absoluta e 2-ΔΔCt para 

quantificação relativa. Os oligonucleotídeos iniciadores utilizados para detecção de transcritos 

por RT-PCR quantitativo estão listados na tabela S1.  
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Resultados 

 

Identificação de transdutor de sinal do retículo endoplasmático que conecta a ativação da via 

de morte celular DCD/NRP à resposta ao estresse 

Recentemente foi demonstrado que a via de morte celular mediada por DCD/NRPs em 

condições de estresse, descrita em soja, também opera em Arabidopsis com mecanismos 

regulatórios similares, sendo modulada por BiP (Reis et al., 2016). Isto possibilitou o uso de 

genética reversa para identificação de componentes a montante da via de morte celular que 

pudessem ser diretamente modulados por BiP.  

Assim sendo, foram selecionados mutantes nulos de receptores de sinalização presentes 

na membrana do retículo endoplasmático (Fig. S1) e o efeito da inativação desses genes sobre 

a indução dos genes NRP1, NRP2 e ANAC036, componentes da via de morte celular mediada 

por DCD/NRP e regulada por BiP foi avaliado. Na linhagem selvagem, Col-0, o tratamento 

com o indutor de estresse osmótico PEG promoveu a indução dos genes da via de morte celular, 

NRP1, NRP2 e ANAC36, porém com diferentes cinéticas e amplitude de indução (Fig. 1). 

Tratamento com PEG resultou no aumento de transcritos de NRP1 2h após tratamento, 

atingindo um pico 8 h após tratamento. Em contraste, NRP2 e ANAC36 exibiram cinética de 

indução tardia atingindo o máximo de indução 12 h após o tratamento. Estes resultados são 

consistentes com a ordem de atuação dos componentes na via de sinalização de morte celular, 

em que NRP1 age a montante, induzindo a expressão de NRP2 e ANAC36 (Reis et al., 2016).  

Enquanto que no mutante ire1a, somente os genes NRP2 e ANAC036 foram induzidos por 

estresse osmótico em uma amplitude superior às respectivas induções em Col-0 (Fig. 1a), no 

nocaute bzip28, a indução por estresse osmótico foi limitada ao gene NRP1, mas com cinética 

tardia (4h após tratamento, Fig. 1b). Estes resultados sugerem que a indução tardia do gene 

NRP1 independe de bZIP28 e que a expressão dos genes NRP2 e ANAC036 é regulada 

negativamente por Ire1a, em condições de estresse induzido por PEG.  

A indução precoce de NRP1 parece ser coordenada por Ire1a e bZIP28 e, 

consequentemente pela via UPR, enquanto que a indução tardia de NRP1 não depende de 

bZIP28. Estes resultados também indicam haver uma desconexão da indução de NRP1 do 

módulo NRP2/ANAC36 pelos transdutores da via UPR, o que sugere uma via alternativa de 

controle da via de morte celular mediada por DCD/NRP1, possivelmente também 

ativada/dependente de modificações pós-traducionais do componente a montante NRP1. Isto 

poderia explicar o motivo pelo qual a indução de NRP1 por estresse osmótico ocorre no nocaute 

bzip28 mas não leva à indução do módulo NRP2/ANAC36. Indução do módulo NRP2/ANAC36 
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no nocaute ire1a independente de NRP1 invoca um controle alternativo da via de morte celular 

na indução dos componentes a jusante. Embora os componentes da via de morte celular sejam 

induzidos por estresse osmótico via os transdutores da via UPR, somente com a supressão total de 

indução dos genes nos duplos mutantes ire1a/ire1b, bzip28/ire1a ou bzip28/bzip60 poder-se-á inferir 

que o controle da expressão desses genes específicos se ocorre pela via UPR, induzida pelo estresse 

osmótico. 

Inativação de AGB1 em agb1-3 suprimiu a indução mediada por PEG de todos os genes 

analisados da via de morte celular mediada por DCD/NRP1 (Fig. 1c). Essa característica já 

havia sido observada em plantas superexpressando o chaperone molecular BiP, que atua como 

modulador negativo da via de morte celular DCD/NRP, em plantas submetidas a condições de 

estresse abiótico (Valente et al., 2009; Reis et al., 2011; Reis et al., 2016).  Os resultados da 

presente investigação indicam que AtAGB1 atua como um regulador positivo da via de morte 

celular a montante a NRP1, contrário a ação de BiP. Em contraste, no mutante bzip60, NRP1 e 

ANAC36 foram induzidos por estresse osmótico em uma amplitude muito superior à indução 

observada em Col-0, sugerindo que bZIP60 atua como regulador negativo desses genes em 

condições de estresse osmótico. (Fig. 1d). Modulação inversa do módulo de sinalização 

Ire1/bZIP60 e AGB1 em respostas a sinais de estresse no RE tem sido previamente 

demonstrado (Chen e Brandizzi, 2012).  

A fim de caracterizar a função de AtAGB1 como possível componente dessa via de 

morte celular, a expressão relativa de AGB1 foi monitorada sob condições que ativam este 

programa específico de morte celular. Controles específicos da efetividade do tratamento com 

PEG (estresse osmótico) e de estresse induzido do RE (tratamento com tunicamicina) foram 

incluídos no ensaio (Fig. 2a e 2b). Foi demonstrado que AGB1 também é induzido por estresse 

osmótico e do RE (Fig. 2c e 2d). Plantas superexpressando BiP foram incluídas no ensaio, 

porque já foi demonstrado que superexpressão de BiP modula negativamente a expressão dos 

componentes da via de morte celular em resposta a estresse osmótico e do RE. Similarmente 

aos componentes da via de morte celular, a superexpressão de BiP reduz a indução de AGB1 

em resposta a estresse osmótico e do RE, indicando que AGB1 pode estar atuando neste 

programa de morte celular induzido por estresses abióticos.  

Ensaios complementares demonstraram que a inativação do gene AGB1, no mutante 

agb1-3, promoveu atenuação acentuada da indução da expressão dos componentes da via de 

morte celular mediada por DCD/NRP1 em resposta ao tratamento com PEG e TUN (Fig. S2a 

e S2b). O nível de transcritos de NRP1, NRP2, ANAC36 e VPE foram consideravelmente 

reduzidos no mutante agb1-3, sob condições de estresse osmótico e no RE, mimetizando o 
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efeito da superexpressão de BiP. Coletivamente, estes resultados indicam que AGB1 age a 

montante na via de morte celular que integra sinais de estresse osmótico e do RE. 

 

AtAGB1 participa de transdução de sinal que leva à morte celular, porém não diretamente. 

Para confirmar a função de AtAGB1 como possível transdutor de sinal de morte celular 

derivado do retículo endoplasmático e propagado pela via de morte celular mediada por 

DCD/NRP, analisou-se o potencial de AtAGB1 como desencadeador de processo de morte 

celular. A linhagem mutante agb1-3 foi transformada com o transgene 35S:YFP-AtAGB1, 

sendo obtidas três linhagens independentemente transformadas (agb1-3/AtAGB1). As 

linhagens complementadas diferiram no nível de transcritos de AtAGB1 detectados, bem como 

no nível de proteína expressa (Fig. S3a,b). Foram também obtidas três linhagens transgênicas 

independentes superexpressando a proteína YFP-AtAGB1 sob controle do promotor 2x35S. 

Embora em todas as três linhagens superexpressando AGB1, o acúmulo de transcritos de AGB1 

tenha sido superior àquele de Col-0, apenas nas linhagens AtAGB1-2 e AtAGB1-6 foram 

verificados níveis significantes de proteína expressa (Fig. S3a,b). A fim de confirmar se a ORF 

de AGB1 fusionada ao C-terminal de YFP estava sendo corretamente direcionada para a 

membrana plasmática, análises de microscopia confocal foram realizadas com expressão 

transiente de 35S:YFP-AGB1 em N. benthamiana (Fig. S3c). Os resultados confirmam que a 

fluorescência se concentrou na membrana plasmática e também exibiu padrões típicos do RE.  

Obtidas as linhagens transgênicas, primeiramente foram analisadas se  alterações nos 

níveis de AtAGB1 resultariam em ativação direta da via de morte celular mediada por 

DCD/NRP em condições normais. Inativação do gene AGB1 no mutante agb1-3 não causa 

alteração nos níveis de transcritos dos genes AtNRP1, AtNRP2 e AtANAC036, comparado com 

Col-0. Similarmente, o aumento da expressão de AGB1 nas linhagens complementadas e 

superexpressando AGB1 não causou aumentos significativos da expressão de transcritos de 

AtNRP1 e AtNRP2 que caracterizaria AtAGB1 como indutor direto da via de morte celular, 

mesmo em condições normais de crescimento das plantas (Fig. 3). Com relação a ANAC036, 

um aumento do nível de expressão pode ser observado em algumas plantas superexpressando 

e complementadas. Estes resultados são consistentes com o modelo de atuação do dímero Gβγ, 

que é ativado em resposta a sinais ambientais, estresse biótico ou abiótico (Trusov et al., 2007; 

Chakravorty et al., 2011; Maruta et al., 2015). Esta hipótese é reforçada com a observação de 

que o aumento da expressão de AtAGB1 não promove o aumento coordenado da expressão de 

nenhuma das subunidades Gγs parceiras, AtGG1, AtGG2, AtGG3 (Fig. S4). Dessa forma, 

AtAGB1 não parece atuar de maneira direta como indutor de morte celular na via DCD/NRP1, 
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mas esta parece depender de ativação do dímero Gβγ por sinais de estresses osmótico e do RE.  

A via de morte celular mediada por DCD/NRP foi identificada e caracterizado por 

conectar programas de morte celular ativados por estresses do retículo endoplasmático, 

osmótico e por seca (Valente et al., 2009; Reis et al., 2011; Reis et al., 2016). Genética reversa 

tem sido utilizada para identificar componentes da via de sinalização mediada por DCD/NRP1 

que integra sinais de morte celular derivados desses estresses múltiplos. Tem sido demonstrado 

que linhagens mutantes por perda de função das proteínas AtNRP1 e AtNRP2 (nrp1 e nrp2, 

respectivamente) são mais tolerantes à morte celular induzida por tunicamicina do que Col-0 

(Reis et al., 2016). Assim sendo, o fenótipo de linhagens mutantes agb1-3 submetidas a 

condições de estresse no retículo endoplasmático foi examinado e comparado àquele exibido 

por linhagens alelos nulos dos componentes da via de sinalização de morte celular mediada por 

NRP1.  

A intensidade de coloração com o indicador de morte celular, Azul de Evans, foi inferior 

em agb1-3 quando comparado com o padrão de coloração em Col-0 mas similar àquele 

desenvolvido em nrp1, nrp2, vpe, mutante quadruplo de vpe e BIP-Ox, indicando que a perda 

da função de AGB1 promove tolerância à morte celular induzida por tunicamicina, 

“fenocopiando” os demais componentes da via de morte celular e superexpressão de BiP (Fig. 

4a e S6).  O fenótipo de tolerância à morte celular, exibido pelos componentes da via de 

sinalização de morte celular foi confirmado pelo nível superior de clorofila nestes mutantes 

comparados com Col-0 (Fig. 4b). Este fenótipo de tolerância à morte celular em agb1-3 foi 

devido à disrupção do gene AGB1 porque o fenótipo foi revertido em ensaios de 

complementação (Fig. 5a e 5b). 

Indução de morte celular mediada por tunicamicina também foi avaliada em plantas 

superexpressando AtAGB1 e em nocautes ectopicamente expressando AtAGB1. A 

superexpressão de AtAGB1 em plantas superexpressoras e complementadas promoveu maior 

indução de morte celular em relação à Col-0 e à agb1-3 sob tratamento com tunicamicina, 

aumento este evidenciado pela maior intensidade da coloração com o corante Azul de Evans e 

perda significativa de clorofila total em relação à linhagem selvagem (Fig. 5). Consistente com 

o papel de AGB1 como transdutor de sinais de morte celular, a intensidade do fenótipo de morte 

celular correlacionou perfeitamente com os níveis de expressão do transgene YFP-AGB1. Nas 

linhagens agb1-3/AGB1-3 e AtAGB1-3 que exibiram fenótipos de morte celular induzida por 

tunicamicina similares a Col-0, os níveis de transcritos do transgene foram muito inferiores às 

outras linhagens transgênicas e ligeiramente superiores à Col-0 (Fig. S3a,b). Coletivamente, 

estes resultados indicam que AGB1 transduz um sinal de morte celular possivelmente 
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propagado pelos componentes da via de morte celular mediada por DCD/NRP1. 

 

Linhagens superexpressando AtAGB1 são mais sensíveis ao estresse hídrico, fenótipo revertido 

pela superexpressão de BiP 

AtAGB1 demonstrou atuar em condições de estresse de maneira semelhante a outros 

componentes da via de sinalização mediada por DCD/NRP1. Esta via de sinalização também 

está ligada a mecanismo de tolerância à seca, sendo este demonstrado em plantas em geral 

(Pimenta et al., 2016; Reis et al., 2016). Como ensaio complementar, analisou-se a resposta de 

plantas com níveis de AtAGB1 alterados em condições de seca.  

A partir de estresse induzido pela suspensão imediata da disponibilidade de água, foi 

verificado que após um período de quinze dias plantas agb1-3 demonstraram ser mais tolerantes 

ao déficit hídrico, em relação a Col-0 (Fig. 6a,b). De maneira oposta, plantas transgênicas 

complementadas (agb1-3/AtAGB1) e superexpressando AtAGB1 (AtAGB1-Ox) 

demonstraram ser mais sensíveis a condição estabelecida de déficit hídrico, podendo o mesmo 

ser observado pela menor retenção do conteúdo de água nas folhas com o decorrer do período 

de estresse.  

Corroborando com os dados relativos ao conteúdo de água na folha no decorrer do 

período de estresse, após quinze dias as plantas foram re-hidratadas para analisar a taxa de 

sobrevivência. Foi observado que a linhagem agb1-3 obteve uma taxa de sobrevivência bem 

superior as demais linhagens, sendo as menores taxas observadas em plantas que estavam 

superexpressando a proteína AtAGB1 (AtAGB1-2 e AtAGB1-6) (Fig. 6c).  

Com a finalidade de examinar a possível influência de BiP, modulador negativo da via, 

nesses eventos geneticamente modificados, foram obtidas linhagens de plantas transgênicas 

duplamente transformada para superexpressão de BiP e de AtAGB1 (Fig. S3). Foram obtidas 

três linhagens transgênicas expressando a construção transgênica 2x35S:AtAGB1 e 

35S:soyBiPD, sendo os níveis detectados por qRTPCR e por imunodetecção (BiPD-

Ox/AtAGB1).  

De maneira semelhante ao observado em plantas transgênicas superexpressando 

AtAGB1 em backgroud Col-0, a expressão de AtNRP1 e AtNRP2 não foi alterada, mas houve 

um aumento da expressão de ANAC036 em plântulas BiPD-Ox/AtAGB1, em condições 

normais (Fig. S5). Quando essas linhagens foram submetidas à estresse do retículo 

endoplasmático, os parâmetros bioquímicos que indicaram morte celular de plantas AtAGB1 

não se repetiram quando as mesmas estavam transformadas em background BiPD-Ox (Fig. S6). 

Foi possível observar que em plantas superexpressando BiP houve uma menor coloração com 
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Azul de Evans, além de também ser revertido a taxa de perda de clorofila total em plantas 

AtAGB1 sob as mesmas condições (Fig. 5 e S6).  

Em seguida, verificou-se se as características observadas em ensaios de indução de 

estresse do retículo endoplasmático se repetiriam em condições de estresse hídrico. Linhagens 

AtAGB1-Ox demonstraram ser mais sensíveis ao defict hídrico sendo esse fenótipo revertido 

quando superexpressada em background BiPD (Fig. 7). Plantas BiP-Ox demonstraram ser mais 

tolerantes ao estresse hídrico, dados similares aos demonstrados por Reis e colaboradores 

(2016). Foi possível observar que plantas BiPD-Ox/AtAGB1 se comportaram de maneira 

semelhante, revertendo o fenótipo de maior sensibilidade à seca induzido pela superexpressão 

de AtAGB1 (Fig. 6). As linhagens BiPD-Ox/AtAGB1 retiveram um maior conteúdo de água 

na folha em condições de estresse (Fig. 7b) e também demonstraram uma maior taxa de 

sobrevivência após a re-hidratação (Fig. 7c). 

Uma possível explicação para a regulação AtAGB1 na via DCD/NRP refere-se ao perfil 

de indução de outros componentes do dímero Gβγ. Conforme demonstrado, superexpressão de 

AtAGB1 nas linhagens AtAGB1-OX não altera significativamente a expressão das subunidades 

gama (Fig. S4). Porém há uma clara indução dessas proteínas quando submetidas a condições 

de estresse do RE na linhagem Col-0 (Fig. 8). Fenômeno que não se repete em mutantes nulos 

agb1-3 e BiPD-Ox. Pelo contrário, nessas últimas linhagens as proteínas AGG2 (em linhagem 

agb1-3) e AGG3 tiveram sua expressão reprimida. Já AGG1 e AGG2 (em linhagem BiPD-Ox) 

não tiveram aumentos significativos de sua expressão induzida por tunicamicina. Esses 

resultados se assemelham muito ao perfil de expressão de AGB1 induzidos por PEG e 

tunicamicina, onde houve uma evidente atenuação da expressão de AGB1 em plantas BiPD-

Ox. Coletivamente, estes resultados indicam que o dímero Gβγ está envolvido com a via de 

sinalização modulada pelo chaperone molecular BiP que, similarmente ao mutante agb1-3, 

exerce um controle transcricional em Gγ em condições de estresse.   

 

Discussão 

 

O complexo da proteína G heterotrimérica é composto por três subunidades, Gα, Gβ e 

Gγ, sendo que Gα, Gβ são representadas por apenas uma cópia no genoma de Arabidopsis, 

enquanto que Gγ possui três cópias gênicas (Urano et al., 2016). A ativação do complexo é 

dependente da troca GDP-GTP na subunidade Gα, dissociando o complexo em dois módulos 

Gα-GTP e Gβγ, ativando efetores e desencadeando sinais a jusante (Pandey, 2019).  

A subunidade Gβ de Arabidopsis, AtAGB1, está associada à membrana do retículo 
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endoplasmático e pode estar envolvida com sinais de morte celular desencadeado por estresse 

nessa organela (Wang et al., 2007). Além disso, tem sido demonstrado que a proteína G 

heterotrimérica está envolvida em respostas a outros sinais bióticos e abióticos, incluindo luz, 

salinidade, seca, patógenos, entre outros (Liang et al., 2018; Maruta et al., 2015; Pandey, 2017). 

Nesta investigação, foram fornecidas diversas linhas de evidências indicando que 

AtAGB1 pode atuar como um componente a montante da via de sinalização mediada por 

DCD/NRP, que induz morte celular em condições de estresses. Inicialmente foi demonstrado 

que a indução por estresse osmótico dos componentes da via de sinalização de morte celular, 

NRP1, NRP2, ANAC36 e VPE, requer a função de AGB1. Além disso, foi demonstrado que 

AGB1 é induzido por estresse osmótico e do RE e que a perda de função de AGB1 aumenta a 

tolerância à morte celular induzida por estresse do RE, similarmente aos fenótipos exibidos 

pelos mutantes alelos nulos dos componentes da via de sinalização de morte celular. 

Reintrodução de AGB1 em agb1-3 reverteu o fenótipo de tolerância aumentada à morte celular 

e superexpressão de AGB1 promoveu maior sensibilidade à morte celular induzida por 

estresses. Finalmente, foi demonstrado que, enquanto a inativação de AGB1 promove 

tolerância à seca, superexpressão de AGB1 promove maior susceptibilidade ao déficit híbrido, 

fenótipo este revertido pela superexpressão de BiP, que foi demonstrado regular a expressão de 

AGB1 e das subunidades gama da proteína G heterotrimérica, parceiras de sinalização de 

AGB1 (Fig. 2 e Fig. 8) e dos componentes da via de sinalização de morte celular induzida por 

DCD/NRP1 (Reis et al., 2016).   

A via de sinalização de morte celular mediada por proteínas NRPs pode ser derivada de 

estresses do RE, sendo exclusiva de plantas, diferentemente de outras vias de resposta a 

proteínas mal dobradas. Essa via de sinalização atua na comunicação de respostas a estímulos 

ambientais através de componentes compartilhados, podendo ser ativada em resposta a sinais 

de estresse osmótico, por seca e diretamente do retículo endoplasmático. A integração desses 

sinais irá terminar com a indução de morte celular programada, sendo esta uma resposta 

adaptativa a estímulos ambientais (Valente et al., 2009; Reis et al., 2011; Reis e Fontes, 2012; 

Mendes et al., 2013; Pimenta et al., 2016; Reis et al., 2016).  

 

A via de morte celular mediada por DCD/NRP1 depende parcialmente dos transdutores de 

sinal da UPR em condições de estresse osmótico 

O mecanismo clássico de ativação da via de morte celular mediada por DCD/NRP 

coloca essa via como responsiva a múltiplos sinais de estresses abióticos (Isrigler et al., 2007; 

Costa et al., 2008; Reis et al., 2011; Reis e Fontes, 2012; Mendes et al., 2013, Carvalho et al., 
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2014a. 2014b). Como parte das consequências da progressão de sinal desses estresses, ocorre 

uma alteração na homeostase do RE resultante de mecanismos adaptativos da via de UPR, bem 

como mecanismos de ativação de cascata de morte celular. Foi possível observar que esta via 

de morte celular, principalmente o componente NRP1, é dependente de mecanismos de 

sinalização advindos de transdutores presentes na membrana do RE, AGB1 e IRE1a.  

De maneira interessante, em plantas ire1a ocorreu uma indução da expressão do 

componente ANAC036 com a progressão do estresse no RE. Isso demonstra um indício de 

comunicação dessa via de morte celular com outras vias responsivas a estresse osmótico, que 

aparentemente independem de IRE1a e NRP1. Isto devido ao fato do fator de transcrição 

NAC089 também ser responsivo a estresse do retículo e assim como ANAC036 ativa processo 

de morte celular programada (Yang et al., 2014; Reis et al., 2016). NAC089 aparentemente 

pode ser ativado por mais de um dos transdutores presentes na membrana do retículo, da mesma 

maneira que nossos dados indicam indução da expressão de ANAC036 de maneira 

independente de IRE1a e do componente a montante NRP1. Dessa forma, um mecanismo 

adicional que conecte a atuação desses fatores de transcrição em resposta a estresse no RE não 

pode ser descartado.  

Já em plantas bzip28 nós verificamos indução do NRP1 (componente a montante da via 

de morte celular DCD/NRP) e ausência da indução de componentes a jusante (módulo 

NRP2/ANAC036) em condições de estresse osmótico, contrariando o mecanismo clássico 

descrito anteriormente por Reis e colaboradores (2016). Aparentemente a simples indução da 

expressão de NRP1 não é suficiente para progressão do sinal no módulo DCD/NRP. A proteína 

NRP1 já demonstrou ser alvo de modificações pós-traducionais como fosforilação em resposta 

a ABA. Sendo seu estado de fosforilação fundamental para mecanismos a jusante de resposta 

a ABA (Zhu et al., 2018). Dessa maneira, modificações pós-traducionais, e não apenas o 

aumento da expressão gênica, podem ser necessárias para progressão do sinal para o módulo 

NRP2/ANAC036 que culminaria no processo de morte celular, em condições de estresse 

osmótico e do RE. 

 

AtAGB1 atua como um regulador positivo da via de morte celular mediada por NRP 

Neste trabalho foi caracterizado uma nova função para a subunidade Gβ da proteína G 

heterotrimérica de Arabidopsis, atuando como possível componente da via integrativa 

responsiva à estresse osmótico e do retículo endoplasmático DCD/NRP.  Nossa hipótese era 

que AtAGB1 iria atuar como um transdutor de sinal vindo do retículo endoplasmático, 

culminando com a resposta adaptativa dos outros integrantes da via. Primeiramente foram 
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identificados possíveis transdutores de sinais presentes na membrana do retículo 

endoplasmático que poderiam atuar como integrante dessa via. Linhagens mutantes nulos de 

transdutores de sinais foram submetidas a condições de estresse osmótico e a via DCD/NRP 

demonstrou ser dependente de AtAGB1 para o desencadeamento do sinal de estresse. Em 

seguida foi observado que plântulas agb1-3 se comportaram de maneira bem semelhante à 

plântulas BiP-Ox quando expostas a condições de estresse. Em ambas as situações houve um 

retardamento/inibição da expressão de genes componentes dessa via. Dessa maneira AtAGB1 

foi identificado por atuar em resposta à estresse osmótico e do retículo endoplasmático de 

maneira semelhante ao chaperone molecular BiP (Valente et al., 2009; Reis et al., 2011; Silva 

et al., 2015; Reis et al., 2016).  

 

Atuação de AtAGB1 como integrante a montante da via é dependente de condições de estresse 

Tem sido demonstrado que a subunidade beta de proteína G heterotrimérica está 

envolvida em respostas celulares diversas, como germinação, desenvolvimento, resposta a 

fitormônios, resposta ao estresse e regulação de abertura estomatal (Pandey e Assmann, 2004; 

Joo et al., 2005; Llorente et al., 2005; Mishra et al., 2006; Pandey et al., 2006; Zhang et al., 

2008, 2015, 2017; Tsugama et al., 2013; Ge et al., 2015; Xu et al., 2015).  

As subunidades da proteína G também parecem desempenhar papeis importantes como 

moduladoras do processo de morte celular. Tem sido demonstrado que plântulas de Arabidopsis 

mutantes para a proteína Gβ (agb1-2) demonstraram maior tolerância ao estresse induzido por 

tunicamicina, quando comparadas com linhagens selvagens e com mutantes nulos da 

subunidade Gα (Wang et al., 2007). Gβ parece estar associada a membrana do retículo 

endoplasmático e a ativação de via de resposta a proteínas mal dobradas leva à degradação de 

Gβ ao contrário de Gα. Dessa maneira, parece que há eventos de sinalização mediados por Gβ, 

estabilizado por Gγ, independente da atuação de Gα, atuando na via de morte celular ativada 

por estresse no retículo endoplasmático. 

Como a via mediada por DCD/NRP integra um sinal derivado de estresses do retículo 

endoplasmático, foi examinado se a simples superexpressão de AGB1 seria suficiente para 

desencadear a expressão de componentes dessa via de morte celular. Em condições normais, a 

superexpressão de AtAGB1 por si só não leva ao processo de morte celular, o que contrasta 

com os dados dos outros componentes da via (Reis et al., 2016) e não induz a expressão dos 

genes NRP1, NRP2 e ANAC036.  Estes resultados indicam que provavelmente AGB1 precisa 

ser ativada por sinais de estresses reconhecidos pelo módulo de sinalização Gβγ, propriedade 
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inerente de transdutores de sinais. 

Em seguida, foi demonstrado que mutantes nulos agb1-3 mimetizam os fenótipos de 

tolerância a estresses de mutantes nulos de integrantes da via de sinalização de morte celular e 

de plântulas superexpressando BiP, modulador negativo desse programa de morte celular. Em 

cenário posterior, plantas superexpressando AtAGB1 foram submetidas a condições de estresse 

e demonstraram ser mais sensíveis, atuando dessa maneira como um intensificador do sinal 

derivado do retículo endoplasmático.  

 

Superexpressão de AtAGB1 leva a fenótipo mais sensível a seca, cenário que é revertido 

quando AtAGB1 está superexpressa em background BiP 

A função de Gβ frente a tolerância/sensibilidade à seca foi anteriormente analisada por 

Xu e colaboradores (2015). De acordo com os autores, plantas mutantes para a subunidade Gβ 

(agb1-2) foram mais tolerantes à seca que plantas selvagens. A proteína AtAGB1 interagiu com 

a proteína cinase AtMPK6 que tem capacidade de fosforilar AtVIP1, que é um fator de 

transcrição responsivo à ácido abscísico (ABA). Assim propuseram que AtAGB1 está 

envolvida na via de tolerância à seca e responsiva à ABA regulando negativamente a cascata 

de sinalização mediada por AtMPK6.  

 Em arroz, a tolerância ao estresse por seca e na sinalização a partir de exposição à ABA 

são repostas mediadas pelas subunidades Gβ e Gγ de plantas (Zhang et al., 2015). Mutantes 

para Gγ levaram a aumento da tolerância à seca em arroz enquanto mutantes para Gβ reduziram 

a tolerância à seca. Já em experimentos com indução com ABA, transcritos de Gγ decresceram 

com aumento de indução, ao contrário de Gβ que aumentaram. Dessa forma Gβ pode ser visto 

como um regulador positivo para ABA e adaptação à seca, ao contrário de Gγ que seria 

negativo, modulado por Gβ (Zhang et al., 2015).  

Nossos dados demonstraram que mutantes agb1-3 são mais tolerantes a condições de 

seca do que a linhagem Col-0, fenótipo que poder ser associado a um atraso do 

desencadeamento de morte celular programada mediado pela via DCD/NRP. Situação 

semelhante foi observada quando linhagens superexpressando Gβ foram mais sensíveis a 

condições de seca, do que Col-0. 

O chaperone BiP atuou de maneira correlata na modulação da resposta ao estresse em 

plantas mediado por Gβ e por DCD/NRP. Sabe-se que BiP atua como modulador da via de 

sinalização mediada por DCD/NRP; assim, foram obtidas plantas superexpressando AtAGB1 
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em background BiPD-Ox para analisar se este também iria modular a resposta mediada por Gβ. 

Como AtAGB1 atua como transdutor de sinal à montante de DCD/NRP não foi surpresa a 

observação de que superexpressão de BiP simultaneamente à superexpressão de AtAGB1 em 

plântulas BiPD-Ox/AtAGB1 reverteram o fenótipo de sensibilidade ao estresse de plântulas 

superexpressando AtAGB1 no background Col-0. Situação observada tanto em cenário de 

estresse induzido do retículo endoplasmático quando no estresse por seca.  

Em resumo, AtAGB1 foi identificado como um transdutor de morte celular mediada por 

DCD/NRP, a ausência de AtAGB1 nas células promove maior tolerância ao estresse hídrico e 

do retículo endoplasmático e menor expressão de genes de morte celular mediada por 

NRP/DCD, sendo este novo componente também controlado por superexpressão de BiP.  
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Figuras 
 

 
 

Figura 1. A ativação da via DCD/NRP1 por estresses é dependente de AtAGB1 e regulada 

negativamente por AtbZIP60. 

(a) AtIRE1A não interfere na indução do módulo NRP2/ANAC36. Níveis de transcritos de 

DCD/NRP (AtNRP1, AtNRP2 e AtANAC036) foram quantificados por qRT-PCR em plântulas 

Col-0 e ire1A utilizando PEG 10% (p/v) como indutor de estresse osmótico expostas por 2h, 

4h, 8h e 12h. Expressão gênica foi calculada utilizando o método 2-Ct, e AtUBQ5 foi utilizado 

como controle endógeno. Barras de erros representam intervalo de confiança de 95% baseado 

em cinco replicatas biológicas. 

(b) AtbZIP28 não interfere na indução de AtNRP1 em condições de estresse osmótico. Níveis 
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de transcritos de DCD/NRP1 (AtNRP1, AtNRP2 e AtANAC036) foram quantificados por qRT-

PCR em plântulas Col-0 e bZIP28 utilizando PEG 10% (p/v) como indutor de estresse osmótico 

expostas por 2h, 4h, 8h e 12h. Expressão gênica foi calculada utilizando o método 2-Ct, e 

AtUBQ5 foi utilizado como controle endógeno. Barras de erros representam intervalo de 

confiança de 95% baseado em cinco replicatas biológicas. 

(c) A ausência de AtAGB1 previne a indução da via de morte celular mediada por DCD/NRP1 

sob condições de estresse osmótico. Níveis de transcritos de DCD/NRP (AtNRP1, AtNRP2 e 

AtANAC036) foram quantificados por qRT-PCR em plântulas Col-0 e agb1-3 utilizando PEG 

10% (p/v) como indutor de estresse osmótico expostas por 2h, 4h, 8h e 12h. Expressão gênica 

foi calculada utilizando o método 2-Ct, e AtUBQ5 foi utilizado como controle endógeno. Barras 

de erros representam intervalo de confiança de 95% baseado em cinco replicatas biológicas. 

(d) AtbZIP60 regula negativamente a indução dos genes componentes da via de morte celular 

mediada por DCD/NRP1 em condições de estresse osmótico. Níveis de transcritos de 

DCD/NRP (AtNRP1, AtNRP2 e AtANAC036) foram quantificados por qRT-PCR em plântulas 

Col-0 e bZIP60 utilizando PEG 10% (p/v) como indutor de estresse osmótico expostas por 2h, 

4h, 8h e 12h. Expressão gênica foi calculada utilizando o método 2-Ct, e AtUBQ5 foi utilizado 

como controle endógeno. Barras de erros representam intervalo de confiança de 95% baseado 

em cinco replicatas biológicas. 

(e) Níveis de transcritos de RAB18, marcador de estresse osmótico, em plântulas submetidas a 

tratamento com PEG 10% (p/v) expostas por 2h, 4h, 8h e 12h. O RNA total foi isolado de 

plântulas de Arabidopsis 15 dias após a germinação.  Expressão gênica foi calculada utilizando 

o método 2-Ct, e AtUBQ5 foi utilizado como controle endógeno. Barras de erros representam 

intervalo de confiança de 95% baseado em cinco replicatas biológicas. 
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Figura 2 AtAGB1 é induzido sob condições de estresse osmótico e do retículo 

endoplasmático. 

RNA total extraído de plântulas após quinze dias de germinação submetidas à estresse com 

PEG (10% p/v) (a) e (c) e tunicamicina (2,5 µg/mL) (b) e (d) por 2 h, 6 h, 12 h e 24 h. H2O foi 

usada como controle negativo para estresse por PEG e DMSO usado como controle negativo 

de estresse com tunicamicina. Expressão gênica foi calculada utilizando o método 2-Ct, e 

AtUBQ5 foi utilizado como controle endógeno. Barras de erros representam intervalo de 

confiança de 95% baseado em três replicatas biológicas. 
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Figura 3. AtAGB1 não induz os genes da via de morte celular mediada por DCD/NRP1 

em condições normais.   

(a) Níveis de transcritos dos componentes da via de morte celular mediada por DCD/NRP1 

foram quantificados por qRTPCR em linhagens Col-0, agb1-3 e linhagens complementadas 

com gene AtAGB1 (agb1-3/AGB1). A expressão relativa dos genes foi calculada utilizando o 

método 2-Ct e AtActina foi utilizada como controle endógeno. Barras de erros representam 

intervalo de confiança de 95% baseado em três replicatas biológicas. 

(b) Expressão relativa dos genes componentes da via de morte celular DCD/NRP1 foram 

quantificados por qRTPCR em linhagens Col-0, agb1-3 e plantas transgênicas 

superexpressando o gene AtAGB1 (AtAGB1). Expressão relativa dos genes foi calculada 

utilizando o método 2-Ct, e AtActina foi utilizada como controle endógeno. Barras de erros 

representam intervalo de confiança de 95% baseado em três replicatas biológicas. 
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Figura 4. AtAGB1 está envolvida no processo de morte celular mediado por DCD/NRP1 

induzida por estresse do retículo endoplasmático 

(a) Diminuição de morte celular no mutante agb1-3. Plântulas de Arabidopsis Col-0, mutantes 

nulos de proteínas envolvidas na via DCD/NRP (nrp1, nrp2, vpeg, vpe4), mutante nulo da 

proteína AtAGB1, agb1-3, e planta transgênica superexpressando a proteína BiP (BiP2-Ox) 

foram tratadas com DMSO ou tunicamicina (10 μg/mL) por 48 horas e, em seguida, coradas 

com Azul de Evans 2% p/v.  

(b) Conteúdo de clorofila total de plântulas de Arabidopsis sob condições de estresse no retículo 

endoplasmático. A quantificação de clorofila total das linhagens foi realizada após a exposição 

à tunicamicina (10 μg/mL) por 48 horas. Asteriscos (*) indicam diferenças estatísticas 

significativas pelo teste t (p < 0,05) baseado em três replicatas biológicas. 
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Figura 5. Expressão de AtAGB1 induz aumento do processo de morte celular em plântulas 

submetidas a estresse do retículo endoplasmático. 

(a) Superexpressão de AGB1 aumenta morte celular induzida por tunicamicina. Plântulas 

transgênicas de Arabidopsis, conforme indicado na figura, foram tratadas tunicamicina (10 

μg/mL) por 24 e 48 horas ou DMSO por 48 horas e, em seguida, coradas com Azul de Evans 

2% p/v.  
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(b) Conteúdo de clorofila total de plântulas transgênicas de Arabidopsis sob condições de 

estresse no retículo endoplasmático. A quantificação de clorofila total das linhagens foi 

realizada após exposição à tunicamicina (10 μg/mL) por 48 horas. Asteriscos (*) indicam 

diferenças estatísticas significativas pelo teste t (p < 0,05) baseado em três replicatas biológicas. 

 

 

 

Figura 6. Sensibilidade ao estresse hídrico em linhagens superexpressando AtAGB1 

(a) Linhagens transgênicas sob condições de estresse hídrico. Arabidopsis Col-0, agb1-3, 

transgênicas independentemente transformadas superexpressando-AtAGB1 (35S:YFP-AGB1) 

e linhagens transgênicas independentemente complementadas (agb1-3/35S:YFP-AGB1) foram 

crescidas em solo e posteriormente induzido estresse hídrico com a interrupção da irrigação 

durante 15 dias. Passado o período de estresse, foram re-hidratadas e fotografadas após 2 dias.  

(b) Teor relativo de água de folhas das linhagens submetidas ao estresse hídrico de 15 dias. 
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Barras de erros representam intervalo de confiança de 95% baseado em replicatas biológicas 

(n=3) de dois experimentos diferentes. Asterisco (*) indica diferença estatística significativa 

pelo teste t (p<0,05). Resultados representam dados de três experimentos independentes. 

(c) Taxa de sobrevivência das linhagens expostas ao estresse hídrico. Resultados representam 

dados de dois experimentos independentes. (*) e (**) indicam diferença estatística significativa 

pelo teste t (p<0,05) e (p<0,01), respectivamente. 

 

Figura 7. A superexpressão de BiP previne o efeito negativo de AtAGB1 em condições de 

defict hídrico 

(a) Linhagens transgênicas sob condições de estresse hídrico. Plantas transgênicas de 

Arabidopsis Col-0, superexpressando BiP (BiP1-Ox e BiPD-Ox) e superexpressando BiP e 

AtAGB1 (BiPD/AtAGB1) foram crescidas em solo e posteriormente induzido estresse hídrico 

com a interrupção da irrigação durante 15 dias. Passado o período de estresse, foram re-
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hidratadas e fotografadas após 2 dias. 

(b) Teor relativo de água de folhas das linhagens submetidas ao estresse hídrico de 15 dias. 

Barras de erros representam intervalo de confiança de 95% baseado em replicatas biológicas 

(n=3) de dois experimentos diferentes. Asterisco (*) indica diferença estatística significativa 

pelo teste t (p<0,05). Resultados representam dados de três experimentos independentes. 

(c) Taxa de sobrevivência das linhagens expostas ao estresse hídrico. (*) e (**) indicam 

diferença estatística significativa pelo teste t (p<0,05) e (p<0,01), respectivamente. Resultados 

representam dados de dois experimentos independentes. 

 

Figura 8 Expressão de Gγ por estresse no retículo é atenuado em linhagens agb1-3 e BiPD-

Ox. 

Níveis de transcritos dos genes components da Gγ (AtAGG1, AtAGG2 e AtAGG3) em plântulas Col-

0, agb1-3 e BiPD-Ox submetidas a tratamento com tunicamicina 2,5µM por 8 horas. O RNA total foi 

isolado de plântulas de Arabidopsis 15 dias após a germinação.  Expressão gênica foi calculada 

utilizando o método 2-Ct, e AtActin foi utilizado como controle endógeno. Barras de erros 

representam intervalo de confiança de 95% baseado em três replicatas biológicas. 
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Informações suplementares 

 

Fig. S1 Acúmulo de transcritos nos mutantes nulos por inserção de T-DNA. 

(a) Acúmulo de transcritos de AtIre1A, AtIre1B, AtbZIP17, AtbZIP28 e AtbZIP60 em 

linhagens mutantes nulas determinados por qRT-PCR. Expressão gênica foi calculada 

utilizando o método 2-Ct, e AtUBQ5 foi utilizado como controle endógeno. Barras de erros 

representam intervalo de confiança de 95% baseado em três replicatas biológicas.  

(b) RT-PCR utilizando o RNA isolado de plântulas de Arabidopsis Col-0, agb1-3, nrp1 e 

nrp2. AtActin2 foi utilizado como controle endógeno. 
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Fig. S2. A via de sinalização mediada por DCD/NRP1 requer AtAGB1 para ser induzida 

em condições de estresse osmótico e no retículo endoplasmático.   

Padrão de expressão dos genes da via de sinalização mediada por DCD/NRP1 é semelhante em 
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linhagens agb1-3 e BiPD-Ox sob condições de estresse. Níveis de transcritos de DCD/NRP 

(AtNRP1, AtNRP2, AtANAC036 e AtVPEγ) foram quantificados por qRT-PCR em plântulas 

Col-0, BiPD-Ox e agb1-3 utilizando PEG 10% (p/v) como indutor de estresse osmótico (a) e 

Tunicamicina (2,5µg/mL) como indutor de estresse no retículo endoplasmático (b) expostas por 

2h, 6h, 12h e 24h. Expressão gênica foi calculada utilizando o método 2-Ct, e AtUBQ5 foi 

utilizado como controle endógeno. Barras de erros representam intervalo de confiança de 95% 

baseado em cinco replicatas biológicas. 

 

 
Fig. S3 Nível de expressão de transcritos e de proteína em linhagens transgênicas 

transformadas com 35S:YFP-AtAGB1 

(a) Acúmulo de transcritos de AtAGB1 em linhagnes transgênicas. Níveis de transcritos de 

AtAGB1 em linhagens transgênicas independentemente transformadas superexpressando-

AtAGB1 (35S:YFP-AGB1), linhagens transgênicas independentemente complementadas 

(agb1-3/35S:YFP-AGB1), linhagens transgênicas independentemente transformadas em 

background BiPD-Ox (BiPD-OX/35S:YFP-AGB1), Col-0,  agb1-3 e BiPD-Ox foram 

determinados por qRT-PCR. Expressão gênica foi calculada utilizando o método 2-Ct, e 

AtActina foi utilizada como controle endógeno. Barras de erros representam intervalo de 

confiança de 95% baseado em três replicatas biológicas.  
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(b) Acúmulo de proteína YPF-AGB1 em linhagens transgênicas. Extrato de proteínas totais de 

linhagens transgênicas superexpressando-AtAGB1 (35S:YFP-AGB1), linhagens 

complementadas (agb1-3/35S:YFP-AGB1), linhagens transformadas em background BiPD-Ox 

(BiPD-OX/35S:YFP-AGB1), Col-0, agb1-3 e BiPD-Ox foram separadas por SDS-PAGE e 

imunodetectadas utilizando o anticorpo anti-GFP.  

(c) Localização subcelular de AtAGB1. Folhas de N. benthamiana foram infiltradas com A. 

tumefaciens carregando a construção de DNA expressando YFP-AtAGB1 sob controle do 

promotor 2x35S. Imagens de microscopia confocal de três experimentos independentes tiradas 

após 72 horas de infiltração. Foram examinadas aproximadamente 200 células.   

 

 

Fig. S4 A superexpressão de AtAGB1 não induz a expressão de Gγ 

Níveis de transcritos dos genes components da Gγ (AtAGG1, AtAGG2 e AtAGG3) em plântulas Col-

0, agb1-3, AtAGB1-Ox e BiPD-Ox. O RNA total foi isolado de plântulas de Arabidopsis 15 dias após 

a germinação.  Expressão gênica foi calculada utilizando o método 2-Ct, e AtActin foi utilizado 

como controle endógeno. Barras de erros representam intervalo de confiança de 95% baseado 

em três replicatas biológicas.  

 

 

Fig. S5 Perfil de expressão de DCD/NRP em plantas BiPD-Ox/AtAGB1-Ox.  

Níveis de transcritos dos genes components da via DCD/NRP em plântulas superexpressando BiP 

transformadas com AtAGB1. O RNA total foi isolado de plântulas de Arabidopsis 15 dias após a 

germinação.  Expressão gênica foi calculada utilizando o método 2-Ct, e AtActin foi utilizado 

como controle endógeno. Barras de erros representam intervalo de confiança de 95% baseado 
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em três replicatas biológicas. 

 
Fig. S6 Superexpressão de BiP reverte o fenótipo de sensibilidade de plântulas 

transgênicas superexpressando AtAGB1 em condições de estresse no retículo 

endoplasmático 

(a) Coloração de Azul de Evans de plântulas transgênicas de Arabidopsis tratadas com DMSO 

ou tunicamicina (10 μg/mL). Linhagens foram tratadas com tunicamicina por 24 e 48 horas ou 

DMSO por 48 horas e em seguida coradas com Azul de Evans 2% p/v. 

(b) Conteúdo de clorofila total de plântulas transgênicas de Arabidopsis sob condições de 

estresse no retículo endoplasmático. A quantificação de clorofila total das linhagens foi 
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realizada após exposição à tunicamicina (10 μg/mL) por 48 horas. Barras de erros representam 

intervalo de confiança de 95% baseado em três replicatas biológicas. 
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Tabela S1. Lista de oligonucleotídeos iniciadores usados para clonagem, diagnose, RT-
PCR e qPCR 
  

Primer Gene   Sequência      5’–3’ 

attB1_2942-Fwd Gateway AttB1 site sequence GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGC 
AGGCT 

attB2_2943-Rvs Gateway AttB1 site sequence GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGC 
TGGGT 

AGB1-FWD Arabidopsis thaliana AGB1 
AAAAAGCAGGCTTCACAATGTCTGT

CTCCGAG 

AGB1-NS-RVS Arabidopsis thaliana AGB1 
AGAAAGCTGGGTCAATCACTCTCCT

GTGTCCTC 

pDONR201/207_ 
3397-Fwd pDONR207 TCGCGTTAACGCTAGCATGGATC 

RT_AGB1-FWD Arabidopsis thaliana AGB1 AGGATGCCCACCTTATCACCAGTT 

RT_AGB1-RVS Arabidopsis thaliana AGB1 TGTGTCCTCCAAACGCCCATATCT 

qRT_AGB1-FWD Arabidopsis thaliana AGB1 ATTTGGGACTGGATCAGACG 

qRT_AGB1-RVS Arabidopsis thaliana AGB1 GACAGGTCCGTTCTCACCAT 

qRT_UBQ5-FWD Arabidopsis thaliana 
Ubiquitin 5 

TTGAAGACGGCCGTACCCTC 

qRT_UBQ5-RVS 
Arabidopsis thaliana 

Ubiquitin 5 
CGCTGAACCTTTCAAGATCCATCG 

35S_MC36-Fwd 35S promoter TCCTTCGCAAGACCCTTCCTC 

qRT_ANAC036-FWD Arabidopsis thaliana 

ANAC036 
TCCTCTTTCGTCTTCCGAGA 

qRT_ANAC036-RVS 
Arabidopsis thaliana 

ANAC036 
TGCATTTGGATCTTGTTTGC 

qRT_gVPE-FWD 
Arabidopsis thaliana 

VPE gamma 
GAAGCGGTCCTGATGATGTT 

qRT_gVPE-RVS 
Arabidopsis thaliana 

VPE gamma 
AGCCCACCTAGTACCGGAGT 

qRT_RAB18-FWD Arabidopsis thaliana RAB18 CGATCCAGCAGCAGTATGAC 

qRT_RAB18-RVS Arabidopsis thaliana RAB18 TTCGAAGCTTAACGGCCACC 

qRT_CNX1-FWD 
Arabidopsis thaliana 

Calnexin 1 
ATGAGACAACGGCAACTATTTTCC 

qRT_CNX1-RVS 
Arabidopsis thaliana 

Calnexin 1 
CCATAATCCTCATGTCCTTCACT 

qRT_bZIP60-FWD Arabidopsis thaliana bZIP60 CGATGATGCTGTGGCTAAAA 
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qRT_bZIP60-RVS Arabidopsis thaliana bZIP60 TCTCAAGCATTCTCTTTCGAGAT 

qRT_bZIP28-FWD Arabidopsis thaliana bZIP28 CAGTCGCTACGAACAACGAA 

qRT_bZIP28-RVS Arabidopsis thaliana bZIP28 AGCTGAGCACTTTCACGGTT 

qRT_IRE1A-FWD Arabidopsis thaliana IRE1A GCTTCAGACCTCATATCCGC 

qRT_IRE1A-RVS Arabidopsis thaliana IRE1A AGCATCACGAAGGAAAGACAG 

qRT_NRP2-FWD Arabidopsis thaliana NRP2 TGCTACTGCTTGGGAAGACA 

qRT_NRP2-RVS Arabidopsis thaliana NRP2 TCCAAGGCTTTGCAGATTTT 

qRT_NRP1-FWD Arabidopsis thaliana NRP1 CAAACGCCAGCTTTTCGGATTG 

qRT_NRP1-RVS Arabidopsis thaliana NRP1 TGAGCACGCTCTTCTTGCTTTCA 

qRT_ACTIN-FWD Arabidopsis thaliana Actin ATGTCGTGAGCCATCCTGTC 

qRT_ACTIN-RVS Arabidopsis thaliana Actin ACACCGGATTCGTGCGGCAT 

RT-ACTIN-FWD 
(28152-cp_682) Arabidopsis thaliana Actin ATGGCTGAGGCTGATGATATTCAACC 

RT-ACTIN-FWD 
(28154-cp_683) Arabidopsis thaliana Actin CCGTACAGATCCTTCCTGATATCCACA 

qRT_AGG1-FWD Arabidopsis thaliana AGG1 GTTGAACAGGAAGTCGCTT 

qRT_AGG1-RVS Arabidopsis thaliana AGG1 TCTCGATGACAGATAGCAG 

qRT_AGG2-FWD Arabidopsis thaliana AGG2 CAAGAAGCTCGATTCTTAGA 

qRT_AGG2-RVS Arabidopsis thaliana AGG2 GTTTGCTGTCAACACTGTC 

qRT_AGG3-FWD Arabidopsis thaliana AGG3 TGTTCGTGCCATCTGAGGAA 

qRT_AGG3-RVS Arabidopsis thaliana AGG3 GACCCGTCACAGCATTTGG 

AtNRP1-FWD Arabidopsis thaliana NRP1 AAAAAGCAGGCTTCACAATGGAGTATA
ATAAC 

AtNRP1-RVS Arabidopsis thaliana NRP1 AGAAAGCTGGGTCTTTCAAGGGTTTTGG
TCAGC 

AtNRP2-FWD Arabidopsis thaliana NRP2 AAAAAGCAGGCTTCACAAGCTTCTGGC
AATTA 

AtNRP2-RVS Arabidopsis thaliana NRP2 AGAAAGCTGGGTCTTCCAATATATGTTA
ACTATTGG 
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Tabela S2. Proporção de segregação do transgene dos eventos geneticamente 
modificados obtidos com construções específicas. 

 

Linhagens 
 

Plântulas resistentes  
 

Razão X² 

AtAGB1-2** 88+/4- 1:1 0,17 
AtAGB1-3** 68+/4- 1:1 0,22 
AtAGB1-6** 27+/2- 1:1 0,14 

agb1-3/AtAGB1-3** 68+/4- 1:1 0,22 
agb1-3/AtAGB1-4.3** 80+/5- 1:1 0,29 
agb1-3/AtAGB1-10.3* 64+/16- 3:1 0,20 
BiPD-Ox/AtAGB1-1* 20+/28- 2:1 0,33 
BiPD-Ox/AtAGB1-2* 73+/17- 3:1 0,34 

BiPD-Ox/AtAGB1-3.2** 80+/8- 1:1 0,73 
BiP1-Ox** 37+/3- 1:1 0,23 

BiPD-Ox*** 28+/1- 1:1 0,03 
BiPD-Ox (T10)*** 40+/3- 1:1 0,21 
BiPD-Ox (T23)*** 8+/3- 3:1 0,01 

    

   * F2; ** F4; *** F7 
  

 

 

 

 

 

 

 


