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ABSTRACT

CAMARGOS, Luiz Fernando de, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, 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 AtAGBI acts as an
upstream component of this pathway. We demonstrated that osmotic- and ER-stress induction
of pathway components was prevented in the agb/-3 mutant. In addition, the agh/-3 mutant
was more tolerant to ER stress, osmotic stress, and drought; phenotype, which was reversed by
ectopic expression of AtAGBI1 in agbhl-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.



RESUMO

CAMARGOS, Luiz Fernando de, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2019.
Regulacio e identificacio de componentes a montante da via de sinalizacao de morte
celular mediada por DCD/NRPI1. Orientadora: Elizabeth Pacheco Batista Fontes.
Coorientador: Pedro Augusto Braga dos Reis.

A resposta adaptativa de plantas a condicdes de estresse € um dos principais desafios na
agricultura pois afeta parametros de crescimento, desenvolvimento e produtividade. Os
estresses abidticos ganham destaque pois estdo intimamente relacionados com esses
parametros, e frequentemente ocorrem simultaneamente no campo, como alteracdes de
temperatura, seca e estresse nutricional. A compreensdo de como plantas alteram seu
metabolismo em resposta a condi¢des adversas unicas vem sendo analisada intensivamente
durante anos, porém ha a necessidade de entender como elas se comportariam em resposta a
multiplos estresses. A via de sinalizacdo mediada por DCD/NRP1 € ativada em resposta a
diferentes estimulos ambientais, resultando na inducao de programas de morte celular derivado
de estresses prolongados. Além disso, aumento dos niveis do chaperone molecular BiP atenua
a expressao e atividade dos componentes dessa via, promovendo assim uma melhor adaptacdo
de plantas a condi¢des adversas. Na presente investigacdo, foi demonstrado que uma correlagdo
entre a expressdo de DCD/NRP1 com transdutores responsivos a sinais de acimulo de proteinas
mal dobradas, proteina G heterotrimérica, luz e acido abscisico, 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. Andlise do possivel envolvimento de
transdutores de sinais presentes na membrana do reticulo endoplasmatico na ativacdo da via de
morte celular demonstrou que a subunidade B da proteina G (AtAGB1) atua como componente
a montante da via de sinalizacdo mediada por DCD/NRPI. Foi demonstrado que os genes
componentes da via de morte celular mediada por DCD/NRP requerem AGB1 para indug¢do em
resposta a estresse osmotico e do reticulo endoplasmético. Além disso, o mutante agbl-3
demonstrou ser mais tolerante a condi¢des adversas de estresse no reticulo endoplasmatico e
por seca, fendtipo revertido em linhagens agb-3 transformadas ectopicamente com AtAGB1
e intensificado em linhagens superexpressando AtAGB1. Além disso, a expressdo de AGBI em
condi¢des 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 sinalizagcao

que integra sinais de multiplos estresses em programas de morte celular.
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INTRODUCAO GERAL

Organismos vivos em geral estio em uma constante adaptacio a respostas celulares
advindas de estimulos internos e externos. As respostas adaptativas a esses estimulos sao
ativadas pela percepcdo via sensores e subsequente transmissdo da resposta para efetores a
jusante (Pandey, 2019). De um modo geral, uma rede de sinais conecta os estimulos internos e
externos a respostas adaptativas levando a modificacdes moleculares que permitiram ajustes
fisiol6gicos, que finalmente levam a condi¢gdes de susceptibilidade ou tolerancia as situagdes
expostas.

Em plantas esses mecanismos possuem uma regulacdo fina e coordenada. Por se
tratarem de organismos sésseis € constantemente expostos a multiplos estresses ambientais,
responsaveis por maior limitagdo em relacdo a produtividade, as células vegetais
desenvolveram vias de sinalizac@o sofisticadas que respondem de maneira coordenada a esses
estimulos (Stone, 2019).

Estresses abidticos merecem destaque por levarem ao acimulo de espécies reativas de
oxigénio, como de H>O> que tem capacidade de atuar como mensageiro intracelular induzindo
a alteracdes fisioldgicas danosas, por exemplo inibi¢do do processo fotossintético. Assim
mecanismos celulares antioxidantes sdo ativados para tentar reverter esses danos, porém com
custo na manuten¢do da homeostase celular (Baxter et al. 2014).

Em adicdo as repostas mediadas por espécies reativas de oxigénio, respostas celulares
mediadas por hormoénios possuem papel importante na adaptacdo de plantas a condi¢Oes
ambientais adversas. O hormonio dcido abscisico (ABA) merece destaque ao se analisar
respostas a condi¢des ambientais, envolvendo seca e salinidade. Diversos transfatores sdo
responsivos a ABA, desencadeando cascatas sinalizadoras que auxiliam na aclimatacdo as
novas condic¢des existentes (Mufioz-Espinoza et al. 2015; Danquah et al. 2014; Zandalinas et
al. 2018).

Recentemente, alguns modelos preditivos indicam que o mecanismo essencial para
desenvolvimento e aclimatacdo de plantas a novos cendrios ambientais ocorre com respostas
celulares a combinacdes de estresses abidticos multiplos. Dessa maneira, torna-se necessirio
pesquisar cendrios onde combinagdes de estresses possam ocorrer, € assim, poder antecipar
possiveis respostas celulares, fisioldgicas e bioquimicas que irdo contribuir para adaptacdes das
plantas a essas novas situagdes de estresses combinados (Zandalinas et al. 2018).

Respostas moleculares de plantas a estresses abidticos individuais tém sido



extensivamente estudadas por muitos grupos de pesquisadores, porém ndo fornecem as bases
moleculares para o entendimento da resposta coordenada a essas novas combinagdes de
estresses abidticos. Avangos nessa nova perspectiva estdo sendo feitos e t€ém se chegado a
conclusdes que a combinacdo de dois ou mais fatores leva a ativacdo de efetores moleculares
especificos em plantas (Zandalinas et al. 2018).

Atualmente, as estratégias de manipulacdo e reprogramacgdo da expressdo de proteinas
responsivas a estresses multiplos ttm como objetivo melhorar a tolerancia das plantas a
condi¢des ambientais adversas. Duas diferentes estratégias vém sendo utilizadas para isso.
Estas incluem a manipulacdo de genes que codificam fatores de transcri¢do responsivos a
condicdes de estresses e de genes cujos produtos tenham atividade de protecdo ou
desintoxicacdo de subprodutos gerados em condicdes de estresse (Vinocur e Altman, 2005). A
manipulacdo da expressdo de fatores de transcri¢cdo, como o gene GmNACS]1, e chaperones
moleculares, como BiP (“Binding Protein’), demonstrou que estes genes atuam em uma via
responsiva a diversas condi¢Oes de estresse (Valente et al., 2009; Pimenta et al., 2016; Reis et
al., 2016). A superexpressdo do chaperone molecular BiP, que se localiza no reticulo
endoplasmatico (RE), conferiu maior tolerancia a 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 sinalizacdo de resposta a proteinas mal dobradas (UPR (do inglés unfolded protein
response), BiP também modula uma via de sinalizacdo de morte celular induzida por multiplos
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 expressdo ectopica de um
fator de transcri¢do responsivo a condi¢des de seca, estresses osmoético e no RE, GmNACS8]1,
acelerou o processo natural de senescéncia (Pimenta et al., 2016).

A supracitada via de morte celular é mediada por proteinas NRPs, que possuem
dominios caracteristicos (morte e desenvolvimento e rico em aminodcido asparagina). Estudos
anteriores demonstraram que essa via integra respostas a multiplos fatores (sinais de estresse
no RE e osmético, 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 sinaliza¢do tem emergido como um alvo interessante para engenharia
genética de tolerancia a estresses multiplos e também para caracterizar essas novas perspectivas
de combinagdes de fatores ambientais.

Apesar de avangos recentes quanto ao mecanismo de acdo da via de morte celular

mediada pelas proteinas NRPs, a conexdo da mesma com outras vias responsivas a estresses €



também a caracterizacdo de mecanismos a montante que conectam o modulador BiP com as
proteinas NRPs e fatores de transcricdo da familia NAC permanecem obscuros. Dessa forma,
0s objetivos primordiais desse estudo foram identificar in silico conexdes entre vias de respostas
a sinais de estresses integradas por proteinas NRPs e também identificar novos componentes
dessa via integrativa de resposta a estresses abidticos. O primeiro objetivo foi explorado no
capitulo I intitulado Development and cell death domain-containing asparagine-rich protein
(DCD/NRP): an essential protein in plant development and stress responses, como uma revisao
atualizada de possiveis fungdes de NRPs. O segundo objetivo, caracterizar novos membros a
montante de NRP que se conectem espacialmente com BiP, assim como também uma expansao
do capitulo I, foi abordado no capitulo II intitulado 4 subunidade f da proteina G atua como

transdutor de sinal a montante na via de morte celular induzida por NRPs.
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Abstract Plants have evolved intriguing mecha-
nisms to cope with environmental changes and
developmental signals. These mechanisms are respon-
sible for modulating the global gene expression in the
cell and promoting a precise adjustment. The signaling
pathways do not operate separately but display a
complex network implicating the whole cell. The
development and cell death (DCD) domain-containing
asparagine-rich protein (NRP) plays a role in different
stresses and developmental conditions; thereby, is
considered an essential gene for plant adaptation and
growth. The molecular functions of DCD/NRPs are
not well characterized; however, they have been
shown to be differentially expressed upon abiotic,
biotic and developmental conditions. The evolution of
omics approaches has generated data, which can be
used to understand the function of NRPs and how they
operate in different pathways. Using microarray and
co-expression data, we identified that the expression of
DCD/NRPs is strongly related to ER stress, ABA
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signaling, and the heterotrimeric G protein signaling.
Interestingly, the involved pathways are also associ-
ated with plant development. Thus, NRPs may be a
key factor in stress and developmental signaling.

Keywords NRPs - UPR - G signaling - ABA - Cell
death response - Osmotic stress

1 Introduction

The plant development and adaptation to environ-
mental conditions are strictly controlled by a balance
in the gene expression variation. Sophisticated sig-
naling networks are regulated to maintain this balance.
Signaling pathways are part of the cell communication
mechanisms in response to any signal or change in the
homeostasis. Although the signal may be originated or
perceived by a specific part of the cell, the response
and modulation of signaling pathways involve the
adjustment of the whole cell, and the crosstalk and
signaling among different organelles are essential to a
better response to the cell change. Signaling pathways
are crucial to understanding how plants perceive any
environmental change and how they cope with the
changing environment for adjustment. These pro-
cesses fascinate scientists around the world and have
instigated a continuous interest for a deeper under-
standing of the molecular basis of plant signaling.

@ Springer
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Omics approaches have provided valuable insights
into plant biological processes and have generated
great perspectives to plant biology. Genomic, tran-
scriptomic, proteomic, metabolomic and other omics
have been used to identify and characterize the
molecular function of several genes in an intricate
signaling network.

The development and cell death domain-containing
asparagine-rich protein (DCD/NRP) gene was first
identified by a differential display of induced mRNAs
in response to an incompatible interaction in soybean
(Ludwig and Tenhaken 2001). The protein sequence
consists of a high content of asparagine residue at
N-terminus and a conserved DCD (development and
cell death) domain at C-terminus. The asparagine-rich
domain has not been characterized, but it contains sites
for post-translational modifications such as phospho-
rylation, glycosylation, and myristoylation. The DCD
domain is a plant-specific domain composed of
approximately 130 amino acid residues, and several
of those are conserved in all members (Tenhaken et al.
2005). The DCD/NRP function in the plant cell is not
completely understood; however, omics approaches
have provided some clues about the role of this
proteins in stress and developmental responses. In this
review, we discuss the role of DCD/NRP in different
signaling pathways, including ABA responses, endo-
plasmic reticulum (ER) and osmotic stress-originated
cell death responses, and G signaling. We also provide
a brief discussion of the major signaling pathways
derived from ER stress, including the unfolded protein
response (UPR) and general plant-specific cell death
signaling from ER.

2 ER stress and unfolded protein response (UPR)

As a key organelle involved in several cell responses,
the endoplasmic reticulum (ER) mediates cellular
functions related to synthesis and post-translational
modification of secretory proteins, controls the Ca2+
concentration in the cell and acts as a modulator of
signaling pathways (Stachelin 1997). ER is part of the
endomembrane system, a well-conserved arrangement
of membranes that works in eukaryotic organisms.
The ER also has an important quality control system,
which is responsible for identifying misfolded proteins
to eliminate them from the secretory pathway,
preventing their accumulation in the ER (Liu and
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Howell 2010). Incorrectly or incompletely folded
proteins are usually retained within the ER; however,
irreversibly misfolded proteins are targeted to degra-
dation (Vitale and Denecke 1999). When ER cannot
restore the homeostasis and hence accumulates
unfolded proteins, a specific signaling pathway, des-
ignated unfolded protein response (UPR). is trigged to
cope with this adverse condition.

UPR is a regulatory network that modulates the ER-
related gene expression. Upon UPR activation ER
protein processing-related genes are coordinately up-
regulated to increase the ER protein folding and
processing capacity, and to improve the ER-associated
protein degradation system; thereby, decreasing the
accumulation of unfolded proteins (Hollien 2013). In
plants, there are at least two arms in this pathway. One
of them activates the inositol-requiring transmem-
brane kinase and endonuclease 1 IRE1 [IREla
(AT2G17520) and IRE1b (AT5G24360), in Arabidop-
sis], another arm is transduced by membrane-tethered
bZiP transcription factors [bZiP17 (AT2G40950) and
bZiP28 (AT3G10800), in Arabidopsis] (Ruberti et al.
2015; Bao and Howell 2017). IRE1 is a type 1
membrane protein. which consists of a UPR sensor
domain at the N-terminus facing the ER lumen and,
facing the cytosol, are the kinase and ribonuclease
domains at C-terminus (Koizumi et al. 2001). Upon
unfolded protein accumulation, the endoribonuclease
domain of IRE1 is activated and promotes unconven-
tional cytosolic splicing at bZiP60 mRNA (Deng et al.
2011). The unspliced form of bZiP60 (bZIP60u)
mRNA is translated into an ER membrane-associated
protein, whereas the splicing generates a soluble form,
which lacks the transmembrane domain (bZiP60s)
(Deng et al. 2011). Once translated, the spliced form is
translocated to the nucleus to activate the expression
of UPR-related genes (Deng et al. 2011; Nagashima
etal. 2011). The second arm of plant UPR is activated
by the post-translational modification of bZiP17 and
bZiP28. Upon stress conditions, both proteins are
relocated from the ER to the Golgi complex, where
they are cleaved by the Golgi resident proteases SIP
and S2P (Site-1 Protease and Site-2 Protease). These
proteases remove the transmembrane domains of
bZiP17/28, releasing the cytosolic exposed regions.
Thus, the cleaved proteins can be translocated into the
nucleus to promote the regulation of UPR-related
genes (Liu et al. 2007; Gao et al. 2008; Sun et al.
2015).
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In addition to the bZiP transcriptional factors, there
are other plant-specific transcription factors directly
involved in ER stress responses, such as ANAC036,
ANACO062, ANACO89 and ANACIO3 (Sun et al
2013; Yang et al. 2014a, b; Reis et al. 2016). The
plasma membrane-bound ANAC062 is processed and
nuclear localized upon ER stress conditions by an
unknown mechanism. In the nucleus, the processed
ANACO062 regulates UPR responsive genes. Accord-
ingly, in ANACO062 knock-down plants, the expres-
sion of downstream UPR responsive genes is impaired
(Yang et al. 2014b). Likewise, ANAC103, which is an
ER stress-induced nuclear soluble protein, regulates
the expression of UPR-related genes (Sun et al. 2013).
In response to severe ER stress, programmed cell
death (PCD) responses are activated with the partic-
ipation of the ER stress-induced ANACO036 and
ANACOS89 transcription factors (Reis et al. 2016;
Yang et al. 2014a). An ortholog of ANACO36,
GmNACO81, has been first described in soybean and
demonstrated to transactivate the expression of
hydrolytic enzymes in addition to the wvacuolar
processing enzyme (VPE), an executioner of PCD
(Mendes et al. 2013). ANACO089, an ER membrane-
bound, acts as a regulator of PCD-related genes. Upon
ER stress. ANACO89 is processed and relocated to the
nucleus to induce PCD (Yang et al. 2014a).

Although under ER stress, some ER transducers are
well characterized, they also play different roles in
other plant signaling pathways, which are not so well
understood. They are involved in developmental,
hormonal and immune responses (Bao and How-
ell 2017). Vegetative growth and development require
the IRE1 function because, under normal conditions,
the double mutant irela irelb displays growth defects.
The complementation of the double mutant with
IRE1b has demonstrated that both protein kinase
domain and RNase domain are required to rescue the
wild-type phenotype under stress conditions (Deng
et al. 2013). The ribonuclease activity of IREI is
implicated in root growth, while the kinase domain is
not essential.

On the other hand, an impairment in vegetative
growth is not dependent on bZIP60 mRNA, the
primary target for the IREl splicing activity. The
bizp60 mutant does not show a clear phenotype for the
stunted root growth phenotype. Furthermore, the IRE1
function is required for reproductive development.

The double mutant irela irelb is male sterile at
moderately elevated temperatures (Deng et al. 2016).

The other arm of UPR that is related to bZiP17/28 is
also essential for developmental responses. The pro-
teolytically cleaved forms of bZiP17/28 are required
for normal root growth. Mutants for S2P display a
short root phenotype, which can be reversed by
complementation with processed form of either
bZiP17 or bZiP28 (Iwata et al. 2017; Kim et al. 2018).

There are other ER regulator genes, which are
involved in cytoprotective roles of UPR. The ER-
resident molecular chaperone BiP displays cytopro-
tective properties associated with the perception of ER
homeostasis disruption, which affects protein folding
and assembly (Hendershot 2004; Malhotra and Kauf-
man 2007; Srivastava et al. 2013). In addition to
functioning as a molecular chaperone, BiP plays a
regulatory role in different stress responses in plant
cells. For example, the overexpression of BiP has been
shown to increase plant tolerance to water deficit by a
mechanism associated with modulation of cell death
responses (Cascardo et al. 2000; Alvim et al. 2001;
Valente et al. 2009; Reis et al. 2016). In fact, the BiP-
mediated drought tolerance has been linked to its
capacity to modulate the development and cell death
domain-containing asparagine-rich protein (DCD/
NRP)-mediated cell death response. This cell death
pathway is activated by multiple stress signals,
including drought, and can be modulated transcrip-
tionally and post-translationally by BiP overexpres-
sion (Valente et al. 2009; Reis et al. 2011, 2016;
Carvalho et al. 2014a, b).

3 NRP proteins and programmed cell death
pathway

Genome-wide approaches and expression profiling
revealed the existence of a modest overlap of the ER
and osmotic stress-induced transcriptomes in soybean
seedlings treated with PEG (an inducer of osmotic
stress) or tunicamycin and AZC (potent inducers of
ER stress). A subset of differentially expressed genes
exhibited a strong and synergistic induction under a
combined treatment of both ER- and osmotic-stresses.
Those are involved in diverse roles, such as plant-
specific development and cell death (DCD) domain-
containing proteins (GmNRP-A and GmNRP-B) (Ir-
sigler et al. 2007) and NAC domain-containing
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proteins (GmNACO81) (Faria et al. 2011), which were
later implicated as components of a stress-induced cell
death signaling, designated DCD/NRP-mediated cell
death signaling pathway (Costa et al. 2008; Faria et al.
2011, Reis et al. 2011).

The DCD/NRP-mediated cell death signaling path-
way integrates signals from prolonged ER stress and
osmotic stress in a synergistic and convergent pro-
grammed cell death response (Irsigler et al. 2007;
Costa et al. 2008). The current model of this integra-
tive pathway establishes that, under stress conditions,
the GmERDI5 protein, a transcriptional factor
induced by osmotic and ER stresses, induces the
expression of the NRP gene. NRP protein is localized
in the cytoplasm and activates a signaling cascade,
culminating with the induction of GmNACO81 expres-
sion, a programmed cell death effector (Alves et al.
2011; Faria et al. 2011; Reis et al. 2011; Reis and
Fontes 2012). In the nucleus of stressed plant cells,
GmNACO81 interacts with GmNACO030 to bind to
promoters and activate expression of genes that
encode hydrolytic enzymes, especially VPE (Vacuolar
Processing Enzyme) (Mendes et al. 2013). VPE has a
caspase-1 activity and performs a plant-specific cell
death program through the collapse of the vacuole
(Hara-Nishimura et al. 2005). This signaling pathway
integrates the osmotic and endoplasmic reticulum
stress signal representing a regulon with a pre-
dictable potential to improve tolerance to water deficit
(Valente et al. 2009; Reis and Fontes 2012; Reis et al.
2016). Furthermore, the expression of the molecular
chaperone BiP in genetically modified (GM) lines
modulates the expression and activity of components
of this signaling pathway and promotes a better
adaptation of transgenic lines to drought conditions
(Valente et al. 2009; Reis et al. 2011). Although BiP-
mediated drought tolerance event has been associated
with its capacity to modulate the NRP-mediated cell
death pathway. the mechanism by which BiP, a
molecular chaperone resident in the endoplasmic
reticulum, controls the expression and activity of
pathway components is entirely unknown.

The DCD/NRP-mediated cell death response is
conserved in plants (Reis et al. 2016), and the
modulation of this pathway could be a target for
future biotechnological researches seeking to improve
the adaptation of plants in response to climate
changes. Arabidopsis orthologous proteins belonging
to the NRP pathway [AtNRPI1 (At5G42050), AtNRP2
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(At3G27090), ANACO036 (At2G17040) and yVPE
(AtdG32940)], were able to induce cell death when
expressed transiently in Nicotiana benthamiana
leaves. Besides, Arabidopsis null mutants for AINRP1
and AtNRP2 are more tolerant to ER stress. Like in
soybean, the modulation of the NRP pathway in
Arabidopsis is also mediated by the molecular chap-
erone BiP, which negatively regulates the expression
of the cell death-inducing genes.

The DCD/NRP-mediated cell death response is also
related to the developmental programmed cell death
process. The transcriptome analysis of BiP overex-
pression in soybean demonstrated the down-regulation
of developmental and cell death response-related
genes (Carvalho et al. 2014a, b). Likewise, BiP-
overexpressing soybean lines display a delay in the
developmentally programmed leaf senescence, which
was coordinated with a decreased expression of
components of the NRP-mediated cell death signaling
and reduced activity of VPE. The NRP-mediated cell
death signaling positively regulates not only stress-
induced but also natural leaf senescence (Carvalho
et al. 2014a, b; Pimenta et al. 2016). Accordingly, the
components of the DCD/NRP-mediated pathway are
induced during leaf senescence, and overexpression of
the downstream component GmNACOB1 accelerates
leaf senescence.

4 AtNRP1 modulates ABA response

The abscisic acid (ABA) is a phytohormone of the
isoprenoid group, which is synthesized in the plastidial
2-C-methyl-D-erythritol-4-phosphate (MEP) path-
way. ABA plays crucial roles in stress response and
plant development. Also known as a stress hormone,
ABA functions as a signaling messenger, which
accumulates under abiotic stress conditions and pro-
motes various signaling pathways (Wang et al. 2016).

Three classes of proteins are involved in the core
ABA signaling pathway: the ABA receptors pyrabac-
tin resistance/pyrabactin resistance-like/regulatory
component of ABA receptor (PYR/PYL/RCARs),
the negative regulators protein phosphatase 2Cs
(PP2Cs) and the positive regulators SNF1-related
protein kinase 2 (SnRKs). The ABA receptors are
inactivated in the absence of ABA and PP2C inhibits
SnRKs by dephosphorylation, which suspends the
kinase activation cascade. In the presence of ABA, the
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PYR/PYL/RCARs receptor binds to ABA and induces
a conformational change that stabilizes the interaction
between the receptor and PP2C, forming an inactive
receptor/ligand/phosphatase complex. The ABA-in-
duced inactivation of PP2C leads to activation of
SnRKs by autophosphorylation, which then phospho-
rylates the downstream components, such as tran-
scription factors like ABA-insensitive 5 (ABIS)
(Kundu and Gantait 2017).

Basic leucine zipper (bZiP) transcription factor
ABIS is a key regulator of ABA signaling pathway,
and it was initially identified in a screen for mutants
exhibiting ABA-resistant germination (Finkelstein
and Lynch 2000). ABIS modulates the seed dormancy
and germination processes, some plant vegetative
growth and development. The stability and activity of
ABI5 can be regulated by post-translational modifi-
cations (PTM). SnRKs are responsible for ABA-
induced phosphorylation and stabilization of ABIS
(Nakashima et al. 2009). Otherwise, two homologs of
Ser/Thr protein phosphatase 6 (PP6), FyPPl and
FyPP3, can dephosphorylate ABIS5. Furthermore,
FyPP proteins act antagonistically with SnRKs to
regulate ABI5 phosphorylation and stability (Dai et al.
2013).

The intracellular trafficking has been demonstrated
to play crucial roles in ABA signaling regulation (Yu
and Xie 2017). E3 ligase KEG (Keep On Going)
interacts and ubiquitinates ABIS in the absence of
ABA, and it also mediates ABI5 degradation by the
proteasome at the TGN/EE (trans-Golgi network/early
endosome). In response to ABA, KEG is seli-ubiqui-
tinated, and ABIS accumulates in the nucleus due to
increased transcription and impairment of protea-
some-mediated degradation by KEG (Liu and Stone
2013). Moreover, the PYRI/PYL4 ABA receptors are
also reported to be regulated by intracellular traffick-
ing. First, the PYL4 ABA receptor has been demon-
strated to be ubiquitinated by RSL1. which triggers
endocytosis of this receptor to endosomal compart-
ments (Bueso et al. 2014). Furthermore. FYVE1 was
identified as a component of the endosomal sorting
complex required for the transport (ESCRT) machin-
ery, which recognizes ubiquitylated PYL4 and medi-
ates the relocation from the plasma membrane to the
endosomal/vacuolar degradation pathway (Belda-
Palazon et al. 2016).

Recently, NRP-mediated intracellular trafficking
has been described as a new ABA signaling regulatory

module (Zhu et al. 2018). AtNRPI1 interacts with
FyPP3, the PP6 catalytic subunit, in a phosphorylation
status-dependent manner, which is controlled by the
phosphatase activity of FyPP3. ABA induces the
expression of both genes and enhances the co-local-
ization of NRP and FyPP3 to SYP41/61-positive
endosomes, leading to vacuolar-dependent degrada-
tion. The degradation of FyPP3 stabilizes ABI5 that
modulates transcription of ABA-stimulated genes
(Zhu et al. 2018). The fine-tune capability for adjust-
ing the levels of regulatory proteins and their subcel-
lular localization by intracellular trafficking emerge as
an important signaling regulatory module. The
abscisic acid plays a central role in hormone crosstalk
events, and NRP proteins are associated with ER
stress, osmotic stress, and programmed cell death.
Further investigation is necessary to elucidate whether
NRP can redirect other proteins to intracellular
trafficking connecting different pathways.

5 G proteins interactome, NRPs, and abiotic stress
responses

Canonical heterotrimeric G proteins are composed of
alpha, beta and gamma subunits. The alpha subunit
binds to a GTP molecule, promoting the dissociation
of the alpha/beta dimer to activate downstream
pathways and it also has an intrinsic GTPase activity
that acts as a negative regulator of these signaling
cascades. In contrast to animals, plants only have a few
well-characterized G protein subunits; Arabidopsis
has only one alpha (AtGPA1). one beta (AtAGB1) and
three gamma variants (AtAGGl, AtAGG2 and
AtAGG3), which raises the question of how those
proteins control different types of responses, including
developmental processes, sugar sensing, biotic and
abiotic stress responses, with only a few possible
combinations of subunits. Regarding the exchange of
hydrolyzed GDP to a new molecule of GTP, GPAI has
a self-activating mechanism, and it is capable of
promoting the spontaneous exchange of nucleotides
(Urano et al. 2013). With only two controversial
G-protein coupled receptors (GPCRs) predicted, the
regulation of G signaling is performed by the GTPase-
accelerating protein AtRGS 1, which interacts with the
entire complex (Johnston et al. 2007). Several phos-
phorylation sites have been recently described on
AtRGS1, raising the hypothesis that receptor-like
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kinases (RLKs) and WITH-NO-LYSINE kinases
(WNKs) are responsible for the initial signal trans-
duction and post-translational modifications (PTMs)
are the critical factors for the plasticity and signal
variety of the G protein complex (Tunc-Ozdemir et al.
2016, 2017).

The involvement of heterotrimeric G proteins with
development and stress responses is somewhat con-
troversial. While agbl-3 mutants display several
growth defects and its seedlings are more sensitive
to ABA treatment and induced ER stress, during the
vegetative phase. the mutant plants are more resistant
to drought and ER stress (Xu et al. 2015; Chen and
Brandizzi 2012). AtAGB1 is predominantly expressed
on seedlings, and its expression is much higher
compared to the other subunits (Cho et al. 2015).
The mutant plants for the negative regulator AtRGS1
also display consistent phenotypes. AtRGS1-overex-
pressing lines are hypersensitive to ABA and more
tolerant to drought; however, the rgsl seedlings have
higher survival rates under NaCl treatment comparing
to wild-type lines (Chen et al. 2006; Colaneri et al.
2014).

Besides the classic alpha subunit, Arabidopsis has
three extra-large G proteins (AtXLG1-3) with an
unclear guanine nucleotide binding activity (Chakra-
vorty et al. 2015). XLG proteins have been found to
interact with beta/gamma dimers in the plasma
membrane, but they are also described as nuclear
and cytoplasmic proteins (Maruta et al. 2015; Ding
et al. 2008). Inactivation of XLG genes (xlg123) leads
to increased leaf width while gpal mutants display the
opposite phenotype, leading to the hypothesis that o/
Py trimmers act antagonistically to XLG/Py to deter-
mine leaf development. Those extra-large proteins are
also related to abiotic stress responses, xlg123 mutant
seedlings are more sensitive to salt, cadmium and
induced ER stress compared to wild-type seedlings
and gpal mutants (Urano et al. 2016).

Interestingly. a recent interactome study has impli-
cated AtXLG2 and AtXLG3 as possible interacting
partners of AtNRP1 and AINRP2. The interaction
between AtXLG3 and AINRP1 was displayed in the
nucleus by BiFC assay. Another interaction partner
candidate for AtXLG3 is AtERDI15 (Early Response
to Drought), which is involved in ABA responses,
stomatal opening and its homolog from soybean
(GmERDI15) has been shown to bind to the promoter
of NRP/DCD genes (GmNRP-B) to control their
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expression and activate the transduction of the NRP-
mediated stress-induced cell death signaling. How-
ever, the inactivation of several genes that encode the
subunits of the G protein complex did not affect the
expression pattern of AtNRP1 during development
under normal and saline stress conditions (Liang et al.
2017; Aalto et al. 2012; Alves et al. 2011). These data
indicate a strong relationship between the G protein
complex and NRP/DCD proteins regarding develop-
ment and stress responses. Nevertheless, the non-
deciphered molecular mechanism of the involved
pathways raises the necessity of further transcriptomic
and proteomic studies during different stress condi-
tions and various growth stages.

6 NRP gene expression correlation

Transcriptomic analyses are powerful tools to identify
the role of a specific gene in response to environmen-
tal, development and stress changes. Using the
microarray transcriptomic data, we can seek different
patterns in the NRP gene expression upon various
conditions. Besides cell death response originated
from ER- or osmotic-stress, the NRP gene plays a role
in different stress responses (Hoepflinger et al. 2011;
Reis et al. 2016). The AtNRP-1 gene is induced by
distinct stress conditions. Upon saline and ozone stress
and mechanical perturbation, AtNRP-1 gene expres-
sion is rapidly induced. Additionally, nrpl null
mutants had higher inhibition of root growth under
saline stress compared to wild-type plants (Hoep-
flinger et al. 2011).

Recently, a study made by Song et al. (2016)
showed the transcriptional network of ABA signaling
in a dynamic form. The dynamic TF binding site for
each transcription factor tested exhibited a higher
correlation with differential gene expression than a
static TF binding site. Based on their database (www.
ABAtf.net), we identified the AtNRP1 gene
(A15g42050) as differentially expressed and up-regu-
lated by ABA. Moreover, after ABA treatment, the
AtNRPI promoter region changes the binding sites for
some of the ABA-related TF binding sites tested
{Table 1). This transcriptional regulation corroborates
with AtNRPI1 function in the ABA signaling, as it
modulates the function of FyPP3 and hence promotes
the ABI5S-mediated gene expression regulation (Zhu
et al. 2018).
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Table 1 Prediction of the positions of transcription factors binding sites on the AINRP1 promoter

TF Binding site position Binding site position TF Binding site position Binding site position
(Chr5) (Chr3) (Chr5) (Chr5)
ABFI mock 16,815,961 16815962 GBF3 mock 16,815,128 16,815,129
ABFI ABA 16,815,141 16,815,142 16,815,979 16,815,980
ABF3 mock 16,815,009 16,815,010 16,817,679 16,817,680
ABF3 ABA 16,814,965 16,814,966 GBF3 ABA 16,815,121 16,815,122
16,817.682 16,817,683 16,817,722 16,817,723
ALSGO4760 16,814,981 16,814,982 NF-YB2 16,815,960 16,815,961
mock mock
ASG04760 16,814,965 16,814,966 16,817,714 16,817,715
ABA
16,817,402 16,817.403 NF-YB2 16,814,966 16,814,967
ABA
16,817,705 16,817,706 16.817.674 16,817,675
ANACO032 16,815,360 16,815,361 NE-YC2 16,815,980 16,815,981
mock mock
ANACO032 16,817,675 16,817.676 NF-YC2 16,815,460 16,815,461
ABA ABA
ANACI02 16,815,363 16,815,364 16,817,738 16,817,739
mock
ANACI102 16,815,366 16,815,367 RD26 mock 16,815,358 16,815,359
ABA
16,817,685 16.817.686 RD26 ABA 16,815,366 16,815,367
GBF2 mock 16,815,128 16,815,129 16,817.400 16.817.401
16.815.979 16,815.980 ZAT6 mock 16,814,947 16,814,948
16,817,679 16,817,680 ZAT6 ABA 16,814,953 16,814,954
GBF2 ABA 16,815,122 16,815,123 16,817,466 16,817,467
16,815,980 16,815,981 ABF4 mock 16,815,159 16,815,160
16,817,700 16,817,701 16,815,984 16,815,985
HB7 mock 16,815,369 16,815,370 ABF4 ABA 16,815,120 16,815,121
HB7 ABA 16,815,364 16.815.365
16,817,526 16,817,527

The dynamic binding site prediction of some transcription factors upon ABA treatment

Although transcriptomic analyses can indicate how
one specific gene responds to different conditions,
they cannot predict regulatory patterns in a complex
signaling network. Thus, using co-expression analysis,
we can describe genes in the same or related signaling
pathway. As NRPs are induced by different condi-
tions, we sought in a microarray database [using the
online software CressExpress (hitp://cressexpress.org/
)] how those genes correlate with identified partners
(Zhu et al. 2018; Liang et al. 2017; Zhou et al. 2017)
and ABA-, UPR- and G signaling-related transducers
(Fig. 1). The co-expression correlation was based in

more than 1000 arrays and showed different responses
for the NRP genes. AtNRP2 exhibits a positive cor-
relation with G signaling proteins upon abiotic stress
conditions while AtNRP1 has a higher correlation
upon abiotic and ABA conditions. Besides the G sig-
naling proteins, AtNRP1 also correlates with UPR
transducers at all tested conditions and ABA-related
genes in abiotic and ABA conditions. NRP function
was first characterized in the connective cell death
response pathway (Costa et al. 2008) and more
recently involved in heterotrimeric G protein, ABA
and cryptochrome signaling (Zhu et al. 2018; Liang
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Fig. 1 Expression
correlation among NRPs,
interacting partners and
signaling related genes.
Correlation of gene
expression indicates a
possible co-functionality of
genes in the same pathway.
The colors indicate the
correlation coefficient. The
correlation coefficient was
calculated using the
approximately 2000 arrays
from Cressexpress database.
The coefficient ranges from
the lower correlation (red) to
the higher correlation
(green). (Color

figure online)

et al. 2017; Zhou et al. 2017). Although the implica-
tion of NRP in these pathways was based on protein—
protein interactions and protein modulation, the
microarray and correlation data provide strong evi-
dence for the role of NRP genes in the connection and
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modulation of several signaling pathways. Relying on
the NRP interactions patterns, we propose a simple
model for the connections among ABA signaling,
NRP, and G proteins (Fig. 2). Nevertheless, more
experiments should be performed to clarify how the
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Fig. 2 Proposed model of NRP signaling pathway at normal
condition and upon ABA treatment. AIRGS1 binds to a trimeric
complex (Gxfv) in an inactive state by stimulation of the GTP
hydrolysis of Gu protein. Another trimeric complex can also
exist under normal conditions and is composed by XLG instead
of the Ga subunit. In this case, AIRGS1 does not bind to a non-
canonical trimeric complex. We are assuming here that NRP is
bound to trimeric complex in an inactive state through
interaction with XLG. Upon ABA treatment, AtRGSI is
phosphorylated and undergoes endocytosis process. Therefore,

NRP gene expression is regulated and how the NRP
post-translational modifications can integrate several
signaling pathways. Thus, using omics approaches, we
can proceed further with the NRP molecular charac-
terization in different signaling pathways.

7 Conclusions

Omics approaches have improved the understanding
in signaling pathways, and have provided several clues
about the molecular function and the relationship
among genes in the cell response. Through transcrip-
tomic analyses, we can identify genes related to some
specific pathways or genes that have their expression
modulated by the cell adjustment. Development and
cell death domain-containing asparagine-rich protein
(DCD/NRP) is an important protein, which is differ-
entially regulated by stress conditions and

the releasing of the complex from AtRGS! promotes the
activation of signaling cascade by Ga and Gy pathways. The
ABA treatment stimulates the NRP phosphorylation at the
noncanonical heterotrimeric complex, either by a receptor
kinase or a protein Kinase. Once phosphorylated, NRP
disassociates from the noncanonical trimeric complex and binds
to FyPP3. NRP-FyPP3 are addressed to vacuolar degradation.
FyPP3 may modulate the ABIS phosphorylation status, which in
turn induces the expression of ABA-regulated genes

developmental events in the plant cell. Although the
molecular function is not clear, NRP integrates the
osmotic and ER stresses response in a cell death
pathway and modulates the ABA signaling by the
interaction with FyPP3. The expression of the DCD/
NRP gene has displayed an interesting correlation with
several signal transducers related to UPR, G signaling,
light, and ABA signaling, which implicates NRP as a
key protein in the signaling network. Although the
gene expression data can provide essential informa-
tion about DCD/NRP, they cannot directly assign a
molecular function for this gene. So, the integration of
transcriptomic with omics approaches will contribute
to the understanding of the role of NRPs in plant
development and stress responses.
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CAPITULO II

A SUBUNIDADE f DA PROTEINA G ATUA COMO TRANSDUTOR DE SINAL A
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 integracdo de sinalizacio
induzida por estresses do reticulo endoplasmatico (RE) e osmético. O acimulo de DCD/NRP,
por sua vez, leva a inducao dos fatores de transcricdo 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 ativagdo do programa de morte celular e
promove assim uma melhor adaptagdo a seca em plantas superexpressando BiP. Nesta
investigacao, foi utilizado genética reversa e estudos de superexpressdo génica para identificar
componentes a montante da resposta de morte celular mediada por DCD/NRP. Inicialmente,
foi demonstrado que, o transdutor de sinal associado a membrana do reticulo endoplasmatico
AGBI € requerido para inducao da expressdo de componentes da via de sinalizacdo mediada
por DCD/NRP1 em Arabidopsis em resposta a estresses osmotico e do reticulo endoplasmaético.
Posteriormente, foi demonstrado que o mutante nulo agh1-3 atenua o processo de morte celular
induzido por estresse do reticulo endoplasmético quando comparado com linhagem selvagem
Col-0, mimetizando o fendtipo exibido pelos alelos nulos de componentes da sinalizacdo de
morte celular. Este fen6tipo de tolerancia a morte celular induzida por estresse do RE foi
revertido pela expressdo ectopica de AfAGBI em linhagens agbl-3 e a maior susceptibilidade
resultante foi intensificada em linhagens Col-0, superexpressando AGB1. Em seguida, foi
demonstrado que a superexpressdo de BiP reverteu o fendtipo susceptivel resultante da
superexpressao de AtAGB1. Resultados de ensaios de estresse hidrico corroboraram com a
interpretacdo de que AGB1 participa da sinalizacdo de morte celular. Durante o déficit hidrico,
tanto o mutante agbl-3 e plantas BiP-Ox mantiveram o turgor das folhas, enquanto as folhas
de plantas do tipo selvagem se tornaram murchas com lesdes cloréticas e necréticas. AGB1
codifica a subunidade G que dimeriza com a subunidade Gy da proteina G heterotrimérica,
ambas sendo reguladas transcricionalmente por BiP em condi¢des de estresse no reticulo
endoplasmatico, resultados que suportam o médulo Gy como um componente a montante da

resposta de morte celular mediada por NRP.

Palavras chave: AGB1, morte celular programada, N-rich proteins, estresse abiético, BiP
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Introducao

Durante o desenvolvimento, as plantas sdo constantemente expostas a um grande
numero de fatores bidticos e abidticos, podendo ocorrer danos aos tecidos em desenvolvimento,
comprometendo a sobrevivéncia do organismo. Estratégias desenvolvidas pelas plantas para
resistir as condi¢cdes ambientais e climdticas sdo complexas, uma vez que as plantas sdo sésseis
e nao podem simplesmente escapar as condi¢des adversas do meio ambiente. A inducdo de
morte celular programada (Programmed Cell Death-PCD) é um programa de defesa usado
pelas plantas desencadeado ndo somente por programas de desenvolvimento, mas também em

resposta a fatores de estresses bidticos e abidticos (Petrov et al., 2015).

Uma resposta celular induzida por condicdes de estresse é o fechamento estomatico,
que atua principalmente evitando perda de 4gua em condi¢des de estresse osmoético. Além disso,
esse estimulo também visa manter o bom funcionamento dos mecanismos fotossintéticos
(Xiong et al., 2002). Um outro tipo de resposta a estimulos ambientais importante nas plantas
€ aquela induzida por estresse no reticulo endoplasmatico (RE), que geralmente € tratado como
um estresse secunddrio que ocorre pela alteracdo no dobramento de proteinas em razao 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 ja estd bem caracterizado de acordo
com cada tecido ou 6rgdo, similarmente aos indutores especificos desses processos (Fath et al.,
2000; Young e Gallie 2000; Lombardi et al., 2010). Em plantas, mais especificamente, durante
o crescimento e desenvolvimento, PCD ¢ ativada em varios estdgios de vida, como ocorre no
desenvolvimento de células do endosperma e senescéncia foliar. Além disso, vdrias cascatas
de sinalizacdo induzidas por estresses culminam na execugdo de programas de PCD
identificados em plantas (Pinto et al., 2012). Entre eles, a via de sinalizagdo mediada por
proteinas DCD/NRPs (developlmental cell death/asparagine-rich proteins), que sinaliza morte
celular em resposta a multiplos estresses, tem sido caracterizada como uma relevante resposta
adaptativa de plantas a estresses e a eventos de desenvolvimento, como senescéncia natural de

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

A via de sinalizacdo intermediada pelas proteinas DCD/NRPs integra um sinal de morte
celular gerado pelo estresse prolongado do RE e estresse osmético em uma resposta sinergética

e convergente (Irsigler ef al., 2007, Costa et al., 2008). O modelo atual dessa via integrativa
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estabelece que a sinalizacdo por condicdes de estresse induz a expressao do fator de transcri¢ao
GmERDIS5. Esse transfator, induzido por estresses osmético e do RE, se liga ao promotor de
NRP para aumentar sua expressdo, cuja proteina codificada localiza-se no citoplasma e
membrana plasmdtica e ativa uma cascata de sinalizacdo, culminando com a indugdo da
expressao do fator trascricional GmNACS81 (Alves et al., 2011, Faria et al., 2011, Reis et al.,
2011, 2012). Também foi identificado que GmNACS]1 interage com GmNAC30 no nticleo de
células vegetais estressadas, e induz a expressdo de genes que codificam enzimas hidroliticas,
principalmente VPE (vacuolar processing enzyme) (Mendes et al., 2013). VPE possui atividade
de caspase-1 e executa um programa de morte celular, especifico de plantas, por meio do
colapso do vactolo (Hatsugai et al., 2015). Esta via de sinaliza¢do que integra o sinal osmético
e de estresse do RE representa um regulon (unidade de regulacio) com potencial para melhorar
tolerancia a déficit hidrico (Reis e Fontes, 2012). Consistente com esta observacdo, plantas
geneticamente modificadas superexpressando o chaperone molecular BiP promovem maior
adaptacdo a condicdes de seca via modulacdo negativa da expressdo e atividade dos
componentes dessa via de sinalizagdo (Valente et al., 2009; Reis et al., 2011). Embora, este
evento de tolerdncia a seca mediada por BiP tenha sido considerado de relevéincia para
aquisicdo de tolerancia a 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 € totalmente
desconhecido. Recentemente, foi demonstrado que a via de morte celular programada mediada
por proteinas DCD/NRPs € conservada em plantas € opera com mecanismos regulatorios
similares, uma vez que BiP, em Arabidopsis e tabaco, também regula negativamente a referida
via de sinalizacdo e promove melhor adaptacdo as condi¢des de seca (Alvim et al., 2001, Reis

etal.,2016).

Similarmente a mamiferos, foi demonstrado que BiP em plantas regula a via de resposta
a proteinas mal dobradas (unfolded protein response-UPR) que se trata de uma via de
sinalizacdo citoprotetora que permite a comunica¢do do RE com o nicleo em condicdes de
estresses que promovem o aciimulo de proteinas mal dobradas no RE (Chakrabarti ez al., 2011).
Em condi¢des normais, a proteina BiP associa-se aos transdutores de sinais da via de UPR,
associados a membrana do RE, mantendo-os no seu estado inativo (Chakrabarti et al, 2011; Liu
e Howell, 2016). Porém, quando esse estresse secunddrio € ativado, BiP é deslocada para atuar
como chaperone molecular no controle do acimulo de proteinas 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 condicdes normais, e acredita-se que ela possa se associar
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também a bZIP17 e IREI, conforme ja descrito em mamiferos (Wan e Jiang, 2016; Liu e
Howell, 2016). No caso de bZIP28, foi demonstrado que a dissociacdo de BiP em resposta ao
acumulo de proteinas mal dobradas no RE leva ao deslocamento de bZIP28 para as membranas
do Golgi, onde € proteoliticamente clivado pelas enzimas SP1 e SP2, ocorrendo a liberagdo do
dominio C-terminal bZIP e sua subsequente translocacdo para o nicleo (Srivastava et al., 2013;
2014). Irel também € ativado por estresses no RE, por meio de oligomerizacdo que leva a
ativacdo do dominio de cinase por fosforilacdo e subsequente ativagdo da sua atividade de
endonuclease (Liu e Howell, 2016). O substrato da atividade endonuclease de Irel € o mRNA
(“unspliced bZIP60") de bZIP60, um outro transfator ancorado a membrana do RE (Deng et
al., 2011). Irel ativada promove um splicing nao convencional do mRNA de bZIP60 gerando
um mRNA processado (“spliced bZIP60) o qual perde o fragmento que codifica o segmento
transmembrana da proteina bZIP60. Como consequéncia, 0 mRNA processado de bZIP60 é
traduzido em uma proteina solivel que € translocada para o nidcleo. Ambos bZIP28 e bZIP60
coordenam, no nucleo, positivamente a inducdo da expressao de proteinas que atuam no reticulo
endoplasmatico (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-sobrevivéncia celular, estresses
prolongados do RE promovem a ativacdo de vias de sinalizacdo de morte celular. Pelo menos
duas vias de morte celular derivadas do estresse do RE e especifica de células vegetais tém sido
caracterizadas. A primeira refere-se a via de morte celular mediada pelas proteinas DCD/NRPs
e induzida por estresses multiplos que € executada pela inducao da expressao de VPE por meio
da regulacdo por dois transfatores da familia NAC, GmNAC81 e GmNAC30 em soja (Mendes
et al.,, 2013). Uma segunda via de morte celular, ativada especificamente por estresses do RE,
€ iniciada pela liberagdo do fator de transcricio NACO089 da membrana do reticulo
endoplasmadtico para o niicleo por um mecanismo ainda desconhecido (Yang et al., 2014). No
nicleo, NAC089 leva a ativacdo do processo de morte celular por meio de aumento da
expressao de caspase like 3/7 promovendo fragmentagdo do DNA (Yang et al., 2014). Apesar
de ndo tdo bem caracterizada como os membros da familia NAC, a subunidade 3 da Proteina G
(GB) em Arabidopsis parece exercer fun¢ao importante na via de PCD induzida por estresse do

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

Foi demonstrado que plantulas de Arabidopsis mutantes para a subunidade 3 (aghl-2)
da proteina G s@o mais tolerantes ao estresse induzido por tunicamicina que resulta em morte

celular do que linhagens selvagens Col-0 e mutantes para subunidade a da Proteina G (Ga)
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(Wang et al., 2007). A proteina G} parece estar associada a membrana do RE e ativacdo de
UPR leva a degradacdo de GP ao contrario de Ga. Dessa maneira, parece que eventos de
sinaliza¢ao mediados por Gp, estabilizado pela subunidade y da Proteina G (Gy) e independente
de Go, intermedeiam a via de morte celular ativada em resposta ao acimulo de proteinas mal
dobradas. Posteriormente, em controvérsia, foi demonstrado que plantulas de Arabidopsis
agbl-3 sdao mais sensiveis ao estresse no RE (Chen e Brandizzi, 2012). De acordo com estes
ultimos resultados, em plantas mutantes para AtAGB1, a ativagao da via de UPR € superior e a

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

A interacdo de AGB1 com o ramo UPR IRE1/bZIP60 j4 foi demonstrado anteriormente
durante a germinacdo de sementes (Chen e Brandizzi, 2012). Consequentemente, torna-se
relevante avaliar a funcdo negativa e/ou positiva de AtAGB1 no controle de morte celular
induzida por estresses. Nesta investigacdo, a possivel funcdo de AtAGB1 em morte celular
induzida por diferentes estresses foi avaliada, utilizando tanto mutantes nulos para AtAGB1
quanto plantas transgénicas superexpressando AtAGB1. O fenétipo resultante da manipulacao

dos niveis de AtAGBI1 foi analisado em resposta a diversos estresses.

Os resultados dessa investigacdo demonstraram inicialmente que a indugdo por
estresses dos componentes da via de sinalizagdo mediada por NRPs depende da funcdo de
AtAGBI. Foi também demonstrado que plantas superexpressando AtAGB1 sdo mais sensiveis
ao estresse hidrico, bem como ao estresse do reticulo endoplasmatico. Além disso observamos
que esse fendtipo foi revertido como consequéncia da superexpressao de BiP, que atua como

modulador da via de morte celular induzida por proteinas NRPs.

25



Material e métodos

Construgoes plasmidiais

Todas as construcdes recombinantes foram geradas a partir do sistema de clonagem
GATEWAY (Invitrogen, Carlsbad). Os oligonucleotideos iniciadores estdo listados na Tabela
S1. A ORF (Open Reading Frame) de AGB1 (AT4G34460), foi amplificada a partir do cDNA
de folhas de Arabidopsis thaliana ec6tipo Columbia (Col-0) e inserido nos vetores de entrada
pDONR207. O clone resultante foi designado AtAGB1-Ns-pDONR207 (pUFV3192). Em
seguida, a sequéncia de DNA inserida foi transferida por recombinacdo do vetor de entrada para
vetor de expressdao em plantas pEARLEY 104 sob controle do promotor 2x35S de CaMV
fusionado a YFP. A construcdo resultante (AtAGBI1-Ns-pEARLEY104; pUFV3312) foi

utilizada para ensaio de localizacao subcelular e para transformacdes estdveis de plantas.
Material vegetal

Arabidopsis thaliana, ecétipo Columbia (Col-0), foi usada como selvagem. Sementes
mutantes nulas por inser¢do de T-DNA agbl-3 (SALK_061896), bzip28 (SALK_132285C),
bzip60 (SALK_050204), irela (CS855024), nrpl (SALK_041306), nrp2 (CS449852), vpey
(CS67916), vpe 4° (CS67918) foram obtidas do Arabidopsis Biological Resource Center (Fig.
S1). As linhagens transgénicas 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 constru¢do consiste no cDNA de soyBiPD que contém a sequéncia
HDEL nativa no C-terminal, sob controle do promotor 35S e sequéncia terminadora de
poliadenilagdo 3’nos no vetor bindrio de transformacdo de plantas pBI121. Foi escolhida a
linhagem BiPD-Ox (T07) para transformacdo com AtAGBI1 pois foi o transformante que
apresentou maior expressdao da proteina BiP. Para a obtencdo de plantas transformadas com
AtBIP2 foi utilizado o clone pUFV (pUFV1243) que consiste na construg¢do 2x35S:BiP2-GFP-
HDEL no vetor binario de expressdo em plantas pK7WG2 (Fig. S3).

Condicoes de crescimento de plantas e obtencdo de linhagens transgénicas expressando

ectopicamente AGBI.

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
auséncia de luz e, em seguida, expostas a luz branca. Plantulas foram crescidas em placas

contendo meio MS por duas semanas em estufa a 22°C e fotoperiodo curto (12 horas de luz/12
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horas de escuro). Plantas transgénicas foram obtidas por transformacdo via Agrobacterium
tumefaciens através do método de mergulha do pendao floral (Zhang et al., 2006). Para isso, A.
tumefaciens, cepa GV3101, foi transformada com a constru¢do de DNA (AtAGBI1-Ns-
pEARLEY 104; pUFV3312) por eletroporagdo e as colonias transformadas foram confirmadas
por PCR utilizando os oligonucleotideos AGB1-FWD e AGB1-NS-RVS (Tabela S1). Para
transformagdo de plantas utilizaram-se as linhagens Col-0, agbl-3 e BiPD-Ox (T07). Plantas
transformadas com constru¢des de DNA especificas foram selecionadas em meio MS
suplementado com Glufosinato de amonio (Sigma-Aldrich, Saint Louis) a 10 mg.L™.
Transformantes selecionados foram confirmados por PCR utilizando os oligonucleotideos
35S_MC36-Fwd e AGB1-NS-RVS (Tabela S1), transferidos para solo, cultivados em estufa a
22°C e fotoperiodo curto (12 horas de luz/12 horas de escuro). Para andlise de segregacdo as
sementes foram germinadas em meio MS contendo Glufosinato de amonio a 10 mg.L'.
Linhagens homozigotas para o locus T-DNA flanqueando a construcio (AtAGBI1-Ns-
pEARLEY104; pUFV3312), na geracdo T1, foram selecionadas analisando a frequéncia de
sementes T2 resistentes Glufosinato de amoénio (Sigma-Aldrich) a 10 mg.L'l apds auto
fecundacdo. Pelo menos, trés transformantes independentes de cada gendtipo transformado
foram selecionados para anélise da expressdao do transgene por qRTPCR e imunodetec¢ao. A

nomenclatura das linhagens transgénicas selecionadas sdo definidas na Tabela S2.
Localizagdo subcelular

A localizacdo 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. fumefaciens
cepa GV3101 carregando a construcio AtAGBI-Ns-pEARLEY104 (pUFV3312) com
densidade 6tica (D.O.) de 0,3. Fluorescéncia foi visualizada nas células epidermais apods trés
dias de infiltragdo em microscopia confocal usando o microscopio Zeiss inverted 510 META
laser scanning (Zeiss ,Jena) equipado com laser de argdnio e hélio. YFP foi excitado pelo laser
argodnio/hélio no comprimento de onda de 488 nm, e o pico de emissdo foi observado na regiao
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 plantulas

Para os ensaios de indugdo de estresse osmético e do RE, inicialmente plantulas de
Arabidopsis foram germinadas em meio MS por duas semanas. Em seguida plantulas foram
transferidas para placas de 12 pogos contendo meio MS (% forca) liquido, e deixadas
aclimatando por 24 h. Os tratamentos foram iniciados pela substituicdo do meio por uma
solugdo de polietilenoglicol 10% (p/v) (PEG: MW 8000) (Sigma-Aldrich, Saint Louis) em meio
MS (Y4 forga) liquido, para inducdo de estresse osmotico, € pela adicdo de uma solucdo de
Tunicamicina (TUN) (Sigma-Aldrich, Saint Louis) 2,5 ug/mL, para indu¢do de estresse do RE,
em meio MS (V4 forca) liquido. Para cada tratamento foram utilizadas 3 ou 5 repeti¢des, sendo
cada uma composta por 10 plantulas. Para os controles, utilizou-se apenas meio MS (¥ forca)
liquido acrescido de DMSO (Sigma-Aldrich, Saint Louis) (para o tratamento com tunicamicina)
ou meio MS (% forca) liquido puro (para o tratamento com PEG). Os tempos de tratamento
estdo descritos nas figuras. Apés os tempos de tratamento as plantulas foram retiradas da
solucdo, o excesso de meio foi removido com papel e elas foram imediatamente congeladas em

nitrogénio liquido. Todo o material biologico foi armazenado a -80 °C apds o ensaio.
Ensaio de morte celular pelo método de colora¢do com azul de Evans

Plantulas de Arabidopsis foram germinadas em meio MS por duas semanas. Em seguida
plantulas foram transferidas para placas de 12 pocos contendo meio MS (% forga) liquido
contendo TUN 10 ug/mL por 24 e/ou 48 horas. DMSO (solvente utilizado para solubilizar
TUN) fo1 utilizado como controle negativo. Apos a indugdo, as plantulas foram coradas com

azul Evans a 2% (p/v) durante 5 min e depois foram lavadas extensivamente com agua.
Determinagdo de contetido de clorofila total e peroxidacdo lipidica

O conteddo de clorofila total foi determinado por leitura em espectrofotdmetro nos
comprimentos de onda de 663 e 646 nm apds extracdo utilizando DMSO saturado com CaCOs
de acordo com a metodologia proposta por Wellburn (1994). A quantificacdo de peroxidacao
lipidica em plantulas foi estimada através do teor de malondialdeido (MDA), um produto da
decomposi¢cdo de oxidagcdo de 4cidos graxos poliinsaturados. O conteudo de MDA foi
determinado pela reagdo do 4cido tiobarbitirico de acordo com descrito por Hodges e

colaboradores (1993).
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Tolerdncia a seca

Para ensaios de tolerancia a seca, plantulas ap6s duas semanas crescidas em placa foram
transferidas para solo. Plantas foram crescidas em estufa (22°C e fotoperiodo curto (12 horas
de luz/12 horas de escuro)). Apds duas semanas de adaptacdo, foi cessada a irrigagdo por duas
semanas. Durante esse periodo foi avaliado o teor relativo de dgua e decorrido o tempo de seca
as plantas foram irrigadas para observar recuperagdo apds dois dias, estabelecendo assim a taxa

de sobrevivéncia.

O teor relativo de dgua (TRA) foi estabelecido utulizando quatro discos foliares de 1
cm? cada, retirados de folhas mais novas completamente expandidas. Esses discos foram
pesados para quantificagdo da massa fresca (MF), em seguida imersos em dgua deionizada por
24 horas. Ap0s esse periodo, pesou-se novamente os discos para determinagdo da massa tirgida
(MT). Os mesmos foram submetidos a secagem em estufa com circulacao forcada de ar, a 70°C,
durante 48 h. Em seguida foram pesados para obtencdo da massa seca (MS). Trés repeti¢Oes
foram utilizadas para essa avaliagdo. A determinagdo do TRA foi calculada seguindo a seguinte

férmula proposta por Barrs e Weatherley (1962). (Equagdo 1)

(MF—-MS)

TRA (%) = (MT-MS)

x 100 (Equacdo 1)

Sendo:

TRA = Teor relativo de dgua (%)
MF = Massa fresca (g)

MT = Massa tdrgida (g)

MS = Massa seca (g)

Ensaio de imunodetecgdo

Proteina total foi extraida de Arabidopsis transformadas e selvagens de acordo com
descrito por Cascardo e colaboradores (2000) utilizando tampao de extragdo descrito em Peng
e colaboradores (2018). As proteinas foram separadas por corrida eletroforética em gel de SDS-
PAGE 10% (p/v) e em seguida transferidas por eletroblotting para membrana de nitrocelulose.
A imunomarcacdo 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 recomendagdes do fabricante.
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Extracdo de RNA, sintese de cDNA

Oligonucleotideos iniciadores utilizados foram confeccionados utilizando o software
Primer Express 3.0 (Life Technologies). RNA total de plantulas de Arabidopsis foi extraido
utilizando TRIzol (Thermo Fisher Scientific) e quantificados com NanoDrop
spectrophotometer. Foi realizado o tratamento de 4 pg do RNA total com RNase-free DNase |
Amplification Grade (Thermo Fisher Scientific). Em seguida foi obtido o cDNA a usando 1U
da enzima M-MLV (Thermo Fisher Scientific) e 0,5 M dos oligonucleotideos oligo (dT).

RT-PCR convencional e quantitativo

A confirmacdo dos nocautes aghl-3, nrpl e nrp2 foi realizada por RT-PCR, utilizando
os primers RT_AGB1-FWD e RT_AGBI-RVS, AtNRPI-FWD e AtNRP1-RVS, AtNRP2-
FWD e AtNRP2-RVS (Tabela S1) em um termociclador C1000 thermal cycler (Bio-Rad). RNA
total foi extraido de Col-0, agbl-3, nrpl e nrp2 e utilizado para sintese de cDNA. As reacOes
de PCR continham 20 ng de cDNA, 0,1 mM de dNTPs, 0,4 uM de cada um dos
oligonucleotideos correspondentes, 1x de tampdo para a Taqg DNA polimerase (10 mM Tris
HCl1 pH= 8,3, 50 mM KClI, 1,5 mM MgCl,) 1 uL. de Taq DNA polimerase em um volume final
de 25 pL. As condig¢des de reacdo foram: 3 min a 94° C, seguidos de 30 ciclos (30 seg a 94° C,
30 seg a 55° C e 1 min e 30 seg a 72° C), seguindo 10 min a 72° C. A reacdo de amplificacdo
foi conduzida em um equipamento C1000 thermal cycler (Bio-Rad) e os produtos da reacao

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

RT-PCR quantitativa foi realizada utilizando SYBR® Green PCR Master Mix (Life
Technologies), em uma reacdo com volume de 10 pL contendo 20 ng cDNA e 0,6 uM de cada
um dos oligonucleotideos correspondentes no equipamento ABI7500 real-time PCR system
(Life Technologies). As reacdes de amplificacdo foram realizadas nas seguintes condi¢des: 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
dissociagdo. A expressdo do gene foi normalizada com relagdo a expressdo dos genes
endégenos AtActin 2 (At3g18780) (Liu e Howell, 2010) e AtUBQS5 (At3g62250) (Moreno et
al. 2012) e quantificada utilizando os métodos 22! para quantificacdo absoluta e 224! para
quantificacao relativa. Os oligonucleotideos iniciadores utilizados para deteccdo de transcritos

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

Identificacdo de transdutor de sinal do reticulo endoplasmdtico que conecta a ativacdo da via
de morte celular DCD/NRP a resposta ao estresse

Recentemente foi demonstrado que a via de morte celular mediada por DCD/NRPs em
condi¢cdes de estresse, descrita em soja, também opera em Arabidopsis com mecanismos
regulatdrios similares, sendo modulada por BiP (Reis et al., 2016). Isto possibilitou o uso de
genética reversa para identificacdo 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 sinaliza¢do presentes
na membrana do reticulo endoplasmaético (Fig. S1) e o efeito da inativacdo desses genes sobre
a indugdo dos genes NRP1, NRP2 e ANACO036, 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 osmético PEG promoveu a inducao dos genes da via de morte celular,
NRPI, NRP2 e ANAC36, porém com diferentes cinéticas e amplitude de inducdo (Fig. 1).
Tratamento com PEG resultou no aumento de transcritos de NRP1 2h apds tratamento,
atingindo um pico 8 h apds tratamento. Em contraste, NRP2 e ANAC36 exibiram cinética de
inducdo tardia atingindo o méximo de indu¢@o 12 h apds o tratamento. Estes resultados sdo
consistentes com a ordem de atuacdo dos componentes na via de sinalizacao de morte celular,
em que NRP1 age a montante, induzindo a expressdo de NRP2 e ANAC36 (Reis et al., 2016).
Enquanto que no mutante irel/a, somente os genes NRP2 e ANAC036 foram induzidos por
estresse osmotico em uma amplitude superior as respectivas indugdes em Col-0 (Fig. 1a), no
nocaute bzip28, a inducdo por estresse osmotico foi limitada ao gene NRPI, mas com cinética
tardia (4h apds tratamento, Fig. 1b). Estes resultados sugerem que a indugdo tardia do gene
NRP1 independe de bZIP28 e que a expressdao dos genes NRP2 e ANACO036 é regulada
negativamente por Irela, em condi¢des de estresse induzido por PEG.

A inducdo precoce de NRPI parece ser coordenada por Irela e bZIP28 e,
consequentemente pela via UPR, enquanto que a inducdo tardia de NRP1 ndo depende de
bZIP28. Estes resultados também indicam haver uma desconexdo da induc¢do de NRPI do
médulo NRP2/ANAC36 pelos transdutores da via UPR, o que sugere uma via alternativa de
controle da via de morte celular mediada por DCD/NRPI, possivelmente também
ativada/dependente de modificacdes pos-traducionais do componente a montante NRP1. Isto
poderia explicar o motivo pelo qual a inducdo de NRP1 por estresse osmotico ocorre no nocaute

bzip28 mas nao leva a indu¢ao do médulo NRP2/ANAC36. Inducao do médulo NRP2/ANAC36
31



no nocaute irela independente de NRP1 invoca um controle alternativo da via de morte celular
na inducdo dos componentes a jusante. Embora os componentes da via de morte celular sejam
induzidos por estresse osmotico via os transdutores da via UPR, somente com a supressio total de
inducdo dos genes nos duplos mutantes irela/irelb, bzip28/irela ou bzip28/bzip60 poder-se-a inferir

que o controle da expressao desses genes especificos se ocorre pela via UPR, induzida pelo estresse

osmotico.

Inativacdo de AGB1 em agbI-3 suprimiu a indu¢do mediada por PEG de todos os genes
analisados da via de morte celular mediada por DCD/NRP1 (Fig. 1c). Essa caracteristica ja
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 condi¢des de
estresse abidtico (Valente ef al., 2009; Reis et al., 2011; Reis et al., 2016). Os resultados da
presente investigacao indicam que AtAGB1 atua como um regulador positivo da via de morte
celular a montante a NRP1, contrario a acao de BiP. Em contraste, no mutante bzip60, NRP1 e
ANAC36 foram induzidos por estresse osmético em uma amplitude muito superior a inducao
observada em Col-0, sugerindo que bZIP60 atua como regulador negativo desses genes em
condi¢cdes de estresse osmotico. (Fig. 1d). Modulagdo inversa do moddulo de sinalizacdo
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 funcdo de AtAGB1 como possivel componente dessa via de
morte celular, a expressao relativa de AGB1 foi monitorada sob condi¢des que ativam este
programa especifico de morte celular. Controles especificos da efetividade do tratamento com
PEG (estresse osmotico) e de estresse induzido do RE (tratamento com tunicamicina) foram
incluidos no ensaio (Fig. 2a e 2b). Foi demonstrado que AGBI também € induzido por estresse
osmotico e do RE (Fig. 2c e 2d). Plantas superexpressando BiP foram incluidas no ensaio,
porque ja foi demonstrado que superexpressao de BiP modula negativamente a expressao dos
componentes da via de morte celular em resposta a estresse osmotico e do RE. Similarmente
aos componentes da via de morte celular, a superexpressao de BiP reduz a indu¢do de AGBI
em resposta a estresse osmoético e do RE, indicando que AGB1 pode estar atuando neste
programa de morte celular induzido por estresses abidticos.

Ensaios complementares demonstraram que a inativacdo do gene AGBI1, no mutante
agbl-3, promoveu atenuacdo acentuada da indugdo da expressdao dos componentes da via de
morte celular mediada por DCD/NRP1 em resposta ao tratamento com PEG e TUN (Fig. S2a
e S2b). O nivel de transcritos de NRPI, NRP2, ANAC36 e¢ VPE foram consideravelmente

reduzidos no mutante agbl-3, sob condi¢des de estresse osmoético e no RE, mimetizando o
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efeito da superexpressdao de BiP. Coletivamente, estes resultados indicam que AGB1 age a

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

AtAGBI participa de transdugdo de sinal que leva a morte celular, porém ndo diretamente.
Para confirmar a funcdo de AtAGB1 como possivel transdutor de sinal de morte celular
derivado do reticulo endoplasmdtico 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 agbl-3 foi transformada com o transgene 35S:YFP-AtAGBI,
sendo obtidas trés linhagens independentemente transformadas (agbl-3/AtAGB1). As
linhagens complementadas diferiram no nivel de transcritos de AtAGB1 detectados, bem como
no nivel de proteina expressa (Fig. S3a,b). Foram também obtidas trés linhagens transgénicas
independentes superexpressando a proteina YFP-AtAGB1 sob controle do promotor 2x35S.
Embora em todas as trés linhagens superexpressando AGB1, o acimulo de transcritos de AGB1
tenha sido superior aquele de Col-0, apenas nas linhagens AtAGB1-2 e AtAGB1-6 foram
verificados niveis significantes de proteina expressa (Fig. S3a,b). A fim de confirmar se a ORF
de AGBI fusionada ao C-terminal de YFP estava sendo corretamente direcionada para a
membrana plasmética, andlises de microscopia confocal foram realizadas com expressao
transiente de 35S:YFP-AGB1 em N. benthamiana (Fig. S3c). Os resultados confirmam que a
fluorescéncia se concentrou na membrana plasmatica e também exibiu padrdes tipicos do RE.
Obtidas as linhagens transgénicas, primeiramente foram analisadas se alteracdes nos
niveis de AfAGBI resultariam em ativacdo direta da via de morte celular mediada por
DCD/NRP em condi¢des normais. Inativacdo do gene AGBI no mutante aghl-3 ndo causa
alteracdo nos niveis de transcritos dos genes AtNRP1, AtINRP2 e AtANAC036, comparado com
Col-0. Similarmente, o aumento da expressio de AGBI nas linhagens complementadas e
superexpressando AGB1 ndo causou aumentos significativos da expressao de transcritos de
AtNRPI1 e AtNRP2 que caracterizaria AtAGB1 como indutor direto da via de morte celular,
mesmo em condi¢des normais de crescimento das plantas (Fig. 3). Com relacdo a ANACO036,
um aumento do nivel de expressdo pode ser observado em algumas plantas superexpressando
e complementadas. Estes resultados sdo consistentes com o modelo de atuacao do dimero Gy,
que € ativado em resposta a sinais ambientais, estresse bidtico ou abidtico (Trusov et al., 2007,
Chakravorty et al., 2011; Maruta et al., 2015). Esta hip6tese € refor¢cada com a observacao de
que o aumento da expressdo de AtAGB/ ndo promove o aumento coordenado da expressio de
nenhuma das subunidades Gys parceiras, AtGGI, AtGG2, AtGG3 (Fig. S4). Dessa forma,

AtAGBI1 nao parece atuar de maneira direta como indutor de morte celular na via DCD/NRP1,
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mas esta parece depender de ativagdo do dimero Gy por sinais de estresses osmotico 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 reticulo endoplasmatico,
osmotico 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 sinalizacdo mediada por DCD/NRP1
que integra sinais de morte celular derivados desses estresses multiplos. Tem sido demonstrado
que linhagens mutantes por perda de funcdo das proteinas AtNRP1 e AtNRP2 (nrpl e nrp2,
respectivamente) sao mais tolerantes a morte celular induzida por tunicamicina do que Col-0
(Reis et al., 2016). Assim sendo, o fenétipo de linhagens mutantes aghl-3 submetidas a
condic¢des de estresse no reticulo endoplasmaético foi examinado e comparado aquele exibido
por linhagens alelos nulos dos componentes da via de sinaliza¢do de morte celular mediada por
NRPI.

A intensidade de colorag¢do com o indicador de morte celular, Azul de Evans, foi inferior
em agbl-3 quando comparado com o padrdo de coloracdio em Col-0 mas similar aquele
desenvolvido em nrpl, nrp2, vpe, mutante quadruplo de vpe e BIP-Ox, indicando que a perda
da funcdo de AGBI1 promove tolerincia a morte celular induzida por tunicamicina,
“fenocopiando” os demais componentes da via de morte celular e superexpressao de BiP (Fig.
4a e S6). O fenétipo de tolerancia a morte celular, exibido pelos componentes da via de
sinalizacdo de morte celular foi confirmado pelo nivel superior de clorofila nestes mutantes
comparados com Col-0 (Fig. 4b). Este fenotipo de tolerdncia a morte celular em agbl-3 foi
devido a disrupcio do gene AGBI1 porque o fendtipo foi revertido em ensaios de
complementacao (Fig. 5a e 5b).

Inducdo de morte celular mediada por tunicamicina também foi avaliada em plantas
superexpressando AtAGB1 e em nocautes ectopicamente expressando AtAGBI1. A
superexpressdo de AtAGB1 em plantas superexpressoras € complementadas promoveu maior
inducdo de morte celular em relacdo a Col-0 e a aghl-3 sob tratamento com tunicamicina,
aumento este evidenciado pela maior intensidade da coloragdo com o corante Azul de Evans e
perda significativa de clorofila total em relacdo a linhagem selvagem (Fig. 5). Consistente com
o papel de AGB1 como transdutor de sinais de morte celular, a intensidade do fenétipo de morte
celular correlacionou perfeitamente com os niveis de expressao do transgene YFP-AGB1. Nas
linhagens agbl-3/AGB1-3 e AtAGB1-3 que exibiram fendtipos de morte celular induzida por
tunicamicina similares a Col-0, os niveis de transcritos do transgene foram muito inferiores as
outras linhagens transgénicas e ligeiramente superiores a Col-0 (Fig. S3a,b). Coletivamente,

estes resultados indicam que AGBI1 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 AtAGBI sdo mais sensiveis ao estresse hidrico, fendtipo revertido
pela superexpressdo de BiP

AtAGB1 demonstrou atuar em condi¢des de estresse de maneira semelhante a outros
componentes da via de sinalizacdo mediada por DCD/NRP1. Esta via de sinalizagdo também
estd ligada a mecanismo de tolerdncia a 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 niveis de AtAGB1 alterados em condicdes de seca.

A partir de estresse induzido pela suspensdo imediata da disponibilidade de dgua, foi
verificado que apds um periodo de quinze dias plantas agb /-3 demonstraram ser mais tolerantes
ao déficit hidrico, em relacdo a Col-0 (Fig. 6a,b). De maneira oposta, plantas transgénicas
complementadas  (aghl-3/AtAGB1) e superexpressando AtAGB1 (AtAGB1-Ox)
demonstraram ser mais sensiveis a condi¢ao estabelecida de déficit hidrico, podendo o mesmo
ser observado pela menor retencdo do conteudo de dgua nas folhas com o decorrer do periodo
de estresse.

Corroborando com os dados relativos ao contetido de dgua na folha no decorrer do
periodo de estresse, apés quinze dias as plantas foram re-hidratadas para analisar a taxa de
sobrevivéncia. Foi observado que a linhagem agbl-3 obteve uma taxa de sobrevivéncia bem
superior as demais linhagens, sendo as menores taxas observadas em plantas que estavam
superexpressando a proteina AtAGB1 (AtAGB1-2 e AtAGB1-6) (Fig. 6¢).

Com a finalidade de examinar a possivel influéncia de BiP, modulador negativo da via,
nesses eventos geneticamente modificados, foram obtidas linhagens de plantas transgénicas
duplamente transformada para superexpressao de BiP e de AfAGBI (Fig. S3). Foram obtidas
trés linhagens transgénicas expressando a constru¢do transgénica 2x35S:AtAGBI1 e
35S:s0yBiPD, sendo os niveis detectados por qRTPCR e por imunodetec¢do (BiPD-
Ox/AtAGBI1).

De maneira semelhante ao observado em plantas transgénicas superexpressando
AtAGB1 em backgroud Col-0, a expressdao de AtNRPI e AtNRP2 nao foi alterada, mas houve
um aumento da expressdo de ANACO036 em plantulas BiPD-Ox/AtAGBI1, em condicdes
normais (Fig. S5). Quando essas linhagens foram submetidas a estresse do reticulo
endoplasmatico, os parametros bioquimicos que indicaram morte celular de plantas AtAGB1
nao se repetiram quando as mesmas estavam transformadas em background BiPD-Ox (Fig. S6).

Foi possivel observar que em plantas superexpressando BiP houve uma menor coloragdo com
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Azul de Evans, além de também ser revertido a taxa de perda de clorofila total em plantas
AtAGB]1 sob as mesmas condig¢des (Fig. 5 e S6).

Em seguida, verificou-se se as caracteristicas observadas em ensaios de inducdo de
estresse do reticulo endoplasmadtico se repetiriam em condi¢des de estresse hidrico. Linhagens
AtAGB1-Ox demonstraram ser mais sensiveis ao defict hidrico sendo esse fenétipo revertido
quando superexpressada em background BiPD (Fig. 7). Plantas BiP-Ox demonstraram ser mais
tolerantes ao estresse hidrico, dados similares aos demonstrados por Reis e colaboradores
(2016). Foi possivel observar que plantas BiPD-Ox/AtAGB1 se comportaram de maneira
semelhante, revertendo o fen6tipo de maior sensibilidade a seca induzido pela superexpressao
de AtAGBI1 (Fig. 6). As linhagens BiPD-Ox/AtAGB]1 retiveram um maior conteido de dgua
na folha em condicdes de estresse (Fig. 7b) e também demonstraram uma maior taxa de
sobrevivéncia ap0s a re-hidratacao (Fig. 7c).

Uma possivel explicacdo para a regulacdo AtAGB1 na via DCD/NRP refere-se ao perfil
de inducao de outros componentes do dimero GBy. Conforme demonstrado, superexpressao de
AtAGBI1 nas linhagens AtAGB1-OX nio altera significativamente a expressao das subunidades
gama (Fig. S4). Porém hd uma clara induc¢do dessas proteinas quando submetidas a condi¢des
de estresse do RE na linhagem Col-0 (Fig. 8). Fendmeno que ndo se repete em mutantes nulos
agbl-3 e BiPD-Ox. Pelo contrério, nessas ultimas linhagens as proteinas AGG2 (em linhagem
agbl-3) e AGG3 tiveram sua expressao reprimida. J4 AGG1 e AGG2 (em linhagem BiPD-Ox)
ndo tiveram aumentos significativos de sua expressdo induzida por tunicamicina. Esses
resultados se assemelham muito ao perfil de expressio de AGBI induzidos por PEG e
tunicamicina, onde houve uma evidente atenuacdo da expressiao de AGBI em plantas BiPD-
Ox. Coletivamente, estes resultados indicam que o dimero Gy estd envolvido com a via de
sinalizacdo modulada pelo chaperone molecular BiP que, similarmente ao mutante agbl-3,

exerce um controle transcricional em Gy em condigdes de estresse.

Discussao

O complexo da proteina G heterotrimérica ¢ composto por trés subunidades, Ga, G e
Gy, sendo que Ga, G sdo representadas por apenas uma cépia no genoma de Arabidopsis,
enquanto que Gy possui trés copias génicas (Urano et al., 2016). A ativagdo do complexo €
dependente da troca GDP-GTP na subunidade Go, dissociando o complexo em dois mddulos
Go-GTP e GPy, ativando efetores e desencadeando sinais a jusante (Pandey, 2019).

A subunidade G de Arabidopsis, AtAGB1, estd associada a membrana do reticulo
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endoplasmadtico 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 proteina G
heterotrimérica estd envolvida em respostas a outros sinais bidticos e abioticos, incluindo luz,
salinidade, seca, patégenos, entre outros (Liang ef al., 2018; Maruta et al., 2015; Pandey, 2017).

Nesta investigacdo, foram fornecidas diversas linhas de evidéncias indicando que
AtAGB1 pode atuar como um componente a montante da via de sinalizacdo mediada por
DCD/NRP, que induz morte celular em condicdes de estresses. Inicialmente foi demonstrado
que a indugao por estresse osmotico dos componentes da via de sinalizacdo de morte celular,
NRPI1, NRP2, ANAC36 e VPE, requer a funcao de AGBI1. Além disso, foi demonstrado que
AGBI ¢ induzido por estresse osmotico e do RE e que a perda de funcdo de AGB1 aumenta a
tolerancia a morte celular induzida por estresse do RE, similarmente aos fendtipos exibidos
pelos mutantes alelos nulos dos componentes da via de sinalizacdo de morte celular.
Reintroducdo de AGB1 em agb1-3 reverteu o fenétipo de tolerancia aumentada a morte celular
e superexpressdo de AGB1 promoveu maior sensibilidade a morte celular induzida por
estresses. Finalmente, foi demonstrado que, enquanto a inativacdo de AGB1 promove
tolerancia a seca, superexpressdo de AGB1 promove maior susceptibilidade ao déficit hibrido,
fendtipo este revertido pela superexpressio de BiP, que foi demonstrado regular a expressao de
AGBI1 e das subunidades gama da proteina G heterotrimérica, parceiras de sinalizacdo de
AGBI1 (Fig. 2 e Fig. 8) e dos componentes da via de sinalizacdo de morte celular induzida por
DCD/NRPI1 (Reis et al., 2016).

A via de sinaliza¢do de morte celular mediada por proteinas NRPs pode ser derivada de
estresses do RE, sendo exclusiva de plantas, diferentemente de outras vias de resposta a
proteinas mal dobradas. Essa via de sinaliza¢do atua na comunicacdo de respostas a estimulos
ambientais através de componentes compartilhados, podendo ser ativada em resposta a sinais
de estresse osmoético, por seca e diretamente do reticulo endoplasmadtico. A integracdo desses
sinais ird terminar com a inducdo de morte celular programada, sendo esta uma resposta
adaptativa a estimulos 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 condigoes de estresse osmotico

O mecanismo clédssico de ativacdo da via de morte celular mediada por DCD/NRP
coloca essa via como responsiva a multiplos sinais de estresses abioticos (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 consequéncias da progressdo de sinal desses estresses, ocorre
uma alterag@o na homeostase do RE resultante de mecanismos adaptativos da via de UPR, bem
como mecanismos de ativagao de cascata de morte celular. Foi possivel observar que esta via
de morte celular, principalmente o componente NRP1, é dependente de mecanismos de
sinalizac¢do advindos de transdutores presentes na membrana do RE, AGB1 e IRE1a.

De maneira interessante, em plantas ire/a ocorreu uma inducdo da expressdo do
componente ANACO036 com a progressdo do estresse no RE. Isso demonstra um indicio de
comunicacdo dessa via de morte celular com outras vias responsivas a estresse osmatico, que
aparentemente independem de IREla e NRPI1. Isto devido ao fato do fator de transcri¢ao
NACO089 também ser responsivo a estresse do reticulo e assim como ANACO036 ativa processo
de morte celular programada (Yang et al., 2014; Reis et al., 2016). NACO89 aparentemente
pode ser ativado por mais de um dos transdutores presentes na membrana do reticulo, da mesma
maneira que nossos dados indicam inducdo da expressio de ANAC036 de maneira
independente de IREla e do componente a montante NRP1. Dessa forma, um mecanismo
adicional que conecte a atuacdo desses fatores de transcricao em resposta a estresse no RE ndo
pode ser descartado.

Ja em plantas bzip28 n6s verificamos indu¢do do NRP1 (componente a montante da via
de morte celular DCD/NRP) e auséncia da inducdo de componentes a jusante (mddulo
NRP2/ANACO036) em condi¢des de estresse osmotico, contrariando o mecanismo cldssico
descrito anteriormente por Reis e colaboradores (2016). Aparentemente a simples indugdo da
expressao de NRP1 ndo € suficiente para progressao do sinal no médulo DCD/NRP. A proteina
NRP1 ja demonstrou ser alvo de modificagdes pés-traducionais como fosforilacdo em resposta
a ABA. Sendo seu estado de fosforilagdo fundamental para mecanismos a jusante de resposta
a ABA (Zhu et al., 2018). Dessa maneira, modificagdes pods-traducionais, € ndo apenas o
aumento da expressdao génica, podem ser necessarias para progressao do sinal para o moédulo
NRP2/ANACO036 que culminaria no processo de morte celular, em condi¢des de estresse

osmoético e do RE.

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

Neste trabalho foi caracterizado uma nova funcao para a subunidade Gf da proteina G
heterotrimérica de Arabidopsis, atuando como possivel componente da via integrativa
responsiva a estresse osmotico e do reticulo endoplasméatico DCD/NRP. Nossa hipétese era
que AtAGBI iria atuar como um transdutor de sinal vindo do reticulo endoplasmético,

culminando com a resposta adaptativa dos outros integrantes da via. Primeiramente foram
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identificados possiveis transdutores de sinais presentes na membrana do reticulo
endoplasmatico que poderiam atuar como integrante dessa via. Linhagens mutantes nulos de
transdutores de sinais foram submetidas a condi¢des de estresse osmético e a via DCD/NRP
demonstrou ser dependente de AtAGB1 para o desencadeamento do sinal de estresse. Em
seguida foi observado que plantulas agbl-3 se comportaram de maneira bem semelhante a
plantulas BiP-Ox quando expostas a condi¢des de estresse. Em ambas as situa¢cdes houve um
retardamento/inibi¢do da expressdo de genes componentes dessa via. Dessa maneira AtAGB1
foi identificado por atuar em resposta a estresse osmoético e do reticulo endoplasmético de
maneira semelhante ao chaperone molecular BiP (Valente et al., 2009; Reis et al., 2011; Silva

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

Atuagdo de AtAGB1 como integrante a montante da via é dependente de condigoes de estresse

Tem sido demonstrado que a subunidade beta de proteina G heterotrimérica esta
envolvida em respostas celulares diversas, como germinacdo, desenvolvimento, resposta a
fitormoOnios, resposta ao estresse e regulacao 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 proteina G também parecem desempenhar papeis importantes como
moduladoras do processo de morte celular. Tem sido demonstrado que plantulas de Arabidopsis
mutantes para a proteina G (agbl-2) demonstraram maior tolerancia ao estresse induzido por
tunicamicina, quando comparadas com linhagens selvagens e com mutantes nulos da
subunidade Ga (Wang et al., 2007). G parece estar associada a membrana do reticulo
endoplasmadtico e a ativac@o de via de resposta a proteinas mal dobradas leva a degradacao de
Gp ao contrario de Ga. Dessa maneira, parece que héa eventos de sinalizagdo mediados por Gf,
estabilizado por Gy, independente da atuacdao de Ga, atuando na via de morte celular ativada
por estresse no reticulo endoplasmatico.

Como a via mediada por DCD/NRP integra um sinal derivado de estresses do reticulo
endoplasmatico, foi examinado se a simples superexpressao de AGBI1 seria suficiente para
desencadear a expressdo de componentes dessa via de morte celular. Em condi¢des normais, a
superexpressdo de AtAGBI1 por si s6 ndo leva ao processo de morte celular, o que contrasta
com os dados dos outros componentes da via (Reis et al., 2016) e ndo induz a expressao dos
genes NRP1, NRP2 e ANACO36. Estes resultados indicam que provavelmente AGB1 precisa
ser ativada por sinais de estresses reconhecidos pelo méddulo de sinalizacdo Gy, propriedade
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inerente de transdutores de sinais.

Em seguida, foi demonstrado que mutantes nulos agbl-3 mimetizam os fenétipos de
tolerancia a estresses de mutantes nulos de integrantes da via de sinaliza¢do de morte celular e
de plantulas superexpressando BiP, modulador negativo desse programa de morte celular. Em
cendrio posterior, plantas superexpressando AtAGB1 foram submetidas a condi¢des de estresse
e demonstraram ser mais sensiveis, atuando dessa maneira como um intensificador do sinal

derivado do reticulo endoplasmatico.

Superexpressdo de AtAGBI leva a fendtipo mais sensivel a seca, cendrio que é revertido

quando AtAGBI estd superexpressa em background BiP

A funcdo de Gf frente a tolerancia/sensibilidade a seca foi anteriormente analisada por
Xu e colaboradores (2015). De acordo com os autores, plantas mutantes para a subunidade Gf3
(agbl-2) foram mais tolerantes a seca que plantas selvagens. A proteina AtAGB1 interagiu com
a proteina cinase AtMPK6 que tem capacidade de fosforilar AtVIP1, que € um fator de
transcricdo responsivo a dcido abscisico (ABA). Assim propuseram que AtAGBI1 estd
envolvida na via de tolerdncia a seca e responsiva a ABA regulando negativamente a cascata

de sinalizacdo mediada por AtMPKG6.

Em arroz, a tolerancia ao estresse por seca e na sinalizac@o a partir de exposicdo a ABA
sdo repostas mediadas pelas subunidades G} e Gy de plantas (Zhang et al., 2015). Mutantes
para Gy levaram a aumento da tolerancia a seca em arroz enquanto mutantes para Gf reduziram
a tolerancia a seca. Ja em experimentos com indu¢do com ABA, transcritos de Gy decresceram
com aumento de indugao, ao contrario de G} que aumentaram. Dessa forma G} pode ser visto

como um regulador positivo para ABA e adaptacdo a seca, ao contrario de Gy que seria

negativo, modulado por G} (Zhang et al., 2015).

Nossos dados demonstraram que mutantes agbl-3 sao mais tolerantes a condicdes de
seca do que a linhagem Col-0, fendtipo que poder ser associado a um atraso do
desencadeamento de morte celular programada mediado pela via DCD/NRP. Situagdo
semelhante foi observada quando linhagens superexpressando G foram mais sensiveis a

condic¢des de seca, do que Col-0.

O chaperone BiP atuou de maneira correlata na modulacdo da resposta ao estresse em
plantas mediado por G e por DCD/NRP. Sabe-se que BiP atua como modulador da via de
sinalizacdo 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 Gf.
Como AtAGBI atua como transdutor de sinal a montante de DCD/NRP nao foi surpresa a
observacao de que superexpressao de BiP simultaneamente a superexpressao de AtAGB1 em
plantulas BiPD-Ox/AtAGBI1 reverteram o fen6tipo de sensibilidade ao estresse de plantulas
superexpressando AtAGB1 no background Col-0. Situacdo observada tanto em cendrio de

estresse induzido do reticulo endoplasmético quando no estresse por seca.

Em resumo, AtAGB1 foi identificado como um transdutor de morte celular mediada por
DCD/NRP, a auséncia de AtAGBI1 nas células promove maior tolerancia ao estresse hidrico e
do reticulo endoplasmdtico e menor expressio de genes de morte celular mediada por

NRP/DCD, sendo este novo componente também controlado por superexpressdo de BiP.
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Figura 1. A ativacido da via DCD/NRP1 por estresses é dependente de AtAGB1 e regulada

negativamente por AtbZIP60.
(a) AtIREITA ndo interfere na indu¢do do moédulo NRP2/ANAC36. Niveis de transcritos de

DCD/NRP (AtNRP1, AtNRP2 e AtANACO036) foram quantificados por qRT-PCR em plantulas
Col-0 e irelA utilizando PEG 10% (p/v) como indutor de estresse osmético expostas por 2h,
4h, 8h e 12h. Expressio génica foi calculada utilizando o método 22!, e AtUBQS5 foi utilizado
como controle endégeno. Barras de erros representam intervalo de confianca de 95% baseado
em cinco replicatas bioldgicas.

(b) AtbZIP28 ndo interfere na inducido de AtNRP1 em condigdes de estresse osmatico. Niveis
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de transcritos de DCD/NRP1 (AtNRP1, AtNRP2 e AtANACO036) foram quantificados por qRT-
PCR em plantulas Col-0 e bZIP28 utilizando PEG 10% (p/v) como indutor de estresse osmotico
expostas por 2h, 4h, 8h e 12h. Expressdo génica foi calculada utilizando o método 22, e
AtUBQS5 foi utilizado como controle endégeno. Barras de erros representam intervalo de
confianca de 95% baseado em cinco replicatas bioldgicas.

(c) A auséncia de AtAGBI1 previne a indu¢do da via de morte celular mediada por DCD/NRP1
sob condicdes de estresse osmotico. Niveis de transcritos de DCD/NRP (AtNRP1, AtNRP2 e
AtANACO036) foram quantificados por gqRT-PCR em plantulas Col-0 e aghl-3 utilizando PEG
10% (p/v) como indutor de estresse osmotico expostas por 2h, 4h, 8h e 12h. Expressdo génica
foi calculada utilizando o método 22, e AtUBQS5 foi utilizado como controle enddégeno. Barras
de erros representam intervalo de confianca de 95% baseado em cinco replicatas bioldgicas.
(d) AtbZIP60 regula negativamente a inducdo dos genes componentes da via de morte celular
mediada por DCD/NRP1 em condi¢des de estresse osmotico. Niveis de transcritos de
DCD/NRP (AtNRP1, AtNRP2 e AtANACO036) foram quantificados por gRT-PCR em plantulas
Col-0 e bZIP60 utilizando PEG 10% (p/v) como indutor de estresse osmoético expostas por 2h,
4h, 8h e 12h. Expressdo génica foi calculada utilizando o método 2-ACt @ AtUBQS5 foi utilizado
como controle endégeno. Barras de erros representam intervalo de confianca de 95% baseado
em cinco replicatas bioldgicas.

(e) Niveis de transcritos de RAB18, marcador de estresse osmético, em plantulas submetidas a
tratamento com PEG 10% (p/v) expostas por 2h, 4h, 8h e 12h. O RNA total foi isolado de
plantulas de Arabidopsis 15 dias apos a germinacdo. Expressdo génica foi calculada utilizando
o método 22, e AtUBQS5 foi utilizado como controle endégeno. Barras de erros representam

intervalo de confianca de 95% baseado em cinco replicatas bioldgicas.

48



(a) (b)

RABIS CNX

20 |
8_ w

£ £
:f 6 Col-0 j Col-0
= —BiPD-Ox = —BiPD-Ox
] s 10
(9 9
4 4
) /,—I/I >
0 : : . = 0 = : . :
2h 6h 12h 24h 2h 6h 12h 24h
() (d
AtAGBI AIAGBI
25 3.5
3
2 4
‘ 25
=} k=]
] Col-0 g Col-0
g g
2 1 [ —BiPD-Ox  Z 15 4 —BiPD-Ox
£ 1 & :
i 1 -
0.5 -
" /\/
0 = ' : 0 | | ; :

2h 6h 12h 24h 2h 6h 12h 24h

Figura 2 AtAGB1 ¢ induzido sob condicoes de estresse osmotico e do reticulo

endoplasmatico.

RNA total extraido de plantulas apds quinze dias de germinagcdo submetidas a estresse com
PEG (10% p/v) (a) e (c) e tunicamicina (2,5 ug/mL) (b) e (d) por 2 h, 6 h, 12 h e 24 h. H>O foi
usada como controle negativo para estresse por PEG e DMSO usado como controle negativo
de estresse com tunicamicina. Expressdo génica foi calculada utilizando o método 222, e
AtUBQS5 foi utilizado como controle endégeno. Barras de erros representam intervalo de

confianca de 95% baseado em trés replicatas bioldgicas.
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Figura 3. AtAGB1 nao induz os genes da via de morte celular mediada por DCD/NRP1
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em condicoes normais.

(a) Niveis de transcritos dos componentes da via de morte celular mediada por DCD/NRP1
foram quantificados por qRTPCR em linhagens Col-0, aghl-3 e linhagens complementadas
com gene AtAGB1 (agbl-3/AGB1). A expressao relativa dos genes foi calculada utilizando o
método 222 ¢ AtActina foi utilizada como controle endégeno. Barras de erros representam

intervalo de confianca de 95% baseado em trés replicatas bioldgicas.

(b) Expressdo relativa dos genes componentes da via de morte celular DCD/NRP1 foram
quantificados por qRTPCR em linhagens Col-0, agbl-3 e plantas transgénicas
superexpressando o gene AtAGB1 (AtAGB1). Expressdo relativa dos genes foi calculada
utilizando o método 224€t e AtActina foi utilizada como controle endégeno. Barras de erros

representam intervalo de confianca de 95% baseado em trés replicatas bioldgicas.
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Figura 4. AtAGBI1 esta envolvida no processo de morte celular mediado por DCD/NRP1

induzida por estresse do reticulo endoplasmatico

(a) Diminuicao de morte celular no mutante aghI-3. Plantulas de Arabidopsis Col-0, mutantes
nulos de proteinas envolvidas na via DCD/NRP (nrpl, nrp2, vpeg, vpe4), mutante nulo da
proteina AtAGB1, agbl-3, e planta transgénica superexpressando a proteina BiP (BiP2-Ox)
foram tratadas com DMSO ou tunicamicina (10 pg/mL) por 48 horas e, em seguida, coradas

com Azul de Evans 2% p/v.

(b) Contetdo de clorofila total de plantulas de Arabidopsis sob condi¢des de estresse no reticulo
endoplasmadtico. A quantificacao de clorofila total das linhagens foi realizada ap6s a exposicao
a tunicamicina (10 pg/mL) por 48 horas. Asteriscos (*) indicam diferencas estatisticas

significativas pelo teste t (p < 0,05) baseado em trés replicatas bioldgicas.
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Figura 5. Expressao de AtAGB1 induz aumento do processo de morte celular em plantulas

AtAGBI1-6

submetidas a estresse do reticulo endoplasmatico.

(a) Superexpressio de AGB1 aumenta morte celular induzida por tunicamicina. Plantulas
transgénicas de Arabidopsis, conforme indicado na figura, foram tratadas tunicamicina (10
pg/mL) por 24 e 48 horas ou DMSO por 48 horas e, em seguida, coradas com Azul de Evans
2% plv.
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(b) Contetddo de clorofila total de plantulas transgénicas de Arabidopsis sob condi¢des de
estresse no reticulo endoplasmdtico. A quantificacdo de clorofila total das linhagens foi
realizada apds exposicdo a tunicamicina (10 pg/mL) por 48 horas. Asteriscos (*) indicam

diferencas estatisticas significativas pelo teste t (p < 0,05) baseado em trés replicatas bioldgicas.
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Figura 6. Sensibilidade ao estresse hidrico em linhagens superexpressando AtAGB1

(a) Linhagens transgénicas sob condi¢Oes de estresse hidrico. Arabidopsis Col-0, agbl-3,
transgénicas independentemente transformadas superexpressando-AtAGB1 (35S:YFP-AGBI1)
e linhagens transgénicas independentemente complementadas (agb1-3/35S:YFP-AGB1) foram
crescidas em solo e posteriormente induzido estresse hidrico com a interrup¢do da irrigacao

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

(b) Teor relativo de dgua de folhas das linhagens submetidas ao estresse hidrico de 15 dias.
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Barras de erros representam intervalo de confianca de 95% baseado em replicatas bioldgicas
(n=3) de dois experimentos diferentes. Asterisco (*) indica diferenca estatistica significativa

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

(c) Taxa de sobrevivéncia das linhagens expostas ao estresse hidrico. Resultados representam
dados de dois experimentos independentes. (¥) e (**) indicam diferenca estatistica significativa

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

agbl-3 BiP1-Ox BiPD-Ox BiPD-Ox/AtAGB1-1 BiPD-Ox/AtAGB1-3

Water-stressed
(15 days)

Rewatered

~o—Col-0 —o—Col-0

—e—agbl-3
=o=BiPD-OXYAIAGBI-1
—o—BiPD-OXAIAGBI1-3 2

—a—agbl-3
-=BiP1-Ox
—w—BIPD-OX

Lz
P
-]
<
4

* % %k
3% %
2 607 T 5
=
&
i
>
T
-
w2 204
0' T T
D bl & & v >
o &?x & .QQ,O Q,:s o“’\
LA SN
QY' 0:5
PP ¢
Q',SQ &

Figura 7. A superexpressao de BiP previne o efeito negativo de AtAGB1 em condicoes de

defict hidrico

(a) Linhagens transgénicas sob condi¢des de estresse hidrico. Plantas transgé€nicas de
Arabidopsis Col-0, superexpressando BiP (BiP1-Ox e BiPD-Ox) e superexpressando BiP e
AtAGBI1 (BiPD/AtAGB1) foram crescidas em solo e posteriormente induzido estresse hidrico

com a interrup¢do da irrigacdo durante 15 dias. Passado o periodo de estresse, foram re-
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hidratadas e fotografadas apds 2 dias.

(b) Teor relativo de dgua de folhas das linhagens submetidas ao estresse hidrico de 15 dias.
Barras de erros representam intervalo de confianca de 95% baseado em replicatas bioldgicas
(n=3) de dois experimentos diferentes. Asterisco (*) indica diferenca estatistica significativa
pelo teste t (p<0,05). Resultados representam dados de trés experimentos independentes.

(c) Taxa de sobrevivéncia das linhagens expostas ao estresse hidrico. (*) e (**) indicam

diferenca estatistica significativa pelo teste t (p<0,05) e (p<0,01), respectivamente. Resultados
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representam dados de dois experimentos independentes.
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Figura 8 Expressiao de Gy por estresse no reticulo é atenuado em linhagens agb1-3 e BiPD-

Ox.

Niveis de transcritos dos genes components da Gy (AtAGG1, AtAGG2 e AtAGG3) em plantulas Col-
0, agbl-3 e BiPD-Ox submetidas a tratamento com tunicamicina 2,5uM por 8 horas. O RNA total foi
isolado de plantulas de Arabidopsis 15 dias ap6s a germinacdo. Expressdo génica foi calculada
utilizando o método 22, e AtActin foi utilizado como controle endégeno. Barras de erros

representam intervalo de confianca de 95% baseado em trés replicatas bioldgicas.

55



Informacoes suplementares

(a) (b)
Irela Col0 aghl-3

0.30 Primer J A
@ 0.20
g
= 015 AtActin2
;/;‘
G

0,10

Col0 nrpl
Primer I
0,05 - .
0,00 AtNRP1

Col-0 irela

bzIpP28 AtActin2
5.00
4,00 Col0 nrp2
Primer ( A ( . ‘
00 .
0,00 —

o
=3
<

¢DNA/UBQS
3
[~
(=]

Col-0 bzip28
bZIP60
0,20
0,15
v
o
5
= 0,10
=
o
o
0,05
0,00

Col-0 bzip60

Fig. S1 Acimulo de transcritos nos mutantes nulos por inserciao de T-DNA.

(a) Acumulo de transcritos de AtlrelA, AtlrelB, AtbZIP17, AtbZIP28 e AtbZIP60 em
linhagens mutantes nulas determinados por qRT-PCR. Expressdao génica foi calculada
utilizando o método 22, e AtUBQ5 foi utilizado como controle endégeno. Barras de erros

representam intervalo de confianga de 95% baseado em trés replicatas bioldgicas.
(b) RT-PCR utilizando o RNA isolado de plantulas de Arabidopsis Col-0, aghl-3, nrpl e

nrp2. AtActin2 foi utilizado como controle endégeno.
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Fig. S2. A via de sinalizacao mediada por DCD/NRP1 requer AtAGBI1 para ser induzida

em condicoes de estresse osmoético e no reticulo endoplasmatico.

Padrao de expressao dos genes da via de sinalizacdo mediada por DCD/NRP1 é semelhante em
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linhagens agbl-3 e BiPD-Ox sob condi¢des de estresse. Niveis de transcritos de DCD/NRP
(AtNRP1, AtNRP2, AtANACO036 ¢ AtVPEYy) foram quantificados por qRT-PCR em plantulas
Col-0, BiPD-Ox e agbl-3 utilizando PEG 10% (p/v) como indutor de estresse osmotico (a) e
Tunicamicina (2,5ug/mL) como indutor de estresse no reticulo endoplasmatico (b) expostas por
2h, 6h, 12h e 24h. Expressao génica foi calculada utilizando o método 2-04Ct o AtUBQS foi
utilizado como controle endégeno. Barras de erros representam intervalo de confianga de 95%

baseado em cinco replicatas bioldgicas.
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Fig. S3 Nivel de expressio de transcritos e de proteina em linhagens transgénicas
transformadas com 35S:YFP-AtAGB1

(a) Acimulo de transcritos de AtAGB1 em linhagnes transgénicas. Niveis de transcritos de
AtAGBI1 em linhagens transgénicas independentemente transformadas superexpressando-
AtAGB1 (35S:YFP-AGBI1), linhagens transgénicas independentemente complementadas
(agb1-3/35S:YFP-AGB1), linhagens transgénicas independentemente transformadas em
background BiPD-Ox (BiPD-OX/35S:YFP-AGB1), Col-0, aghl-3 e BiPD-Ox foram
determinados por qRT-PCR. Expressdo génica foi calculada utilizando o método 22, e
AtActina foi utilizada como controle endégeno. Barras de erros representam intervalo de

confian¢a de 95% baseado em trés replicatas bioldgicas.
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(b) Actimulo de proteina YPF-AGB1 em linhagens transgénicas. Extrato de proteinas totais de
linhagens  transgénicas  superexpressando-AtAGB1  (35S:YFP-AGBI1), linhagens
complementadas (agb1-3/35S:YFP-AGB1), linhagens transformadas em background BiPD-Ox
(BiPD-OX/35S:YFP-AGBI1), Col-0, agbhl-3 e BiPD-Ox foram separadas por SDS-PAGE e
imunodetectadas utilizando o anticorpo anti-GFP.

(c) Localizagdao subcelular de AtAGBI1. Folhas de N. benthamiana foram infiltradas com A.
tumefaciens carregando a constru¢do de DNA expressando YFP-AtAGBI1 sob controle do
promotor 2x35S. Imagens de microscopia confocal de trés experimentos independentes tiradas

ap6s 72 horas de infiltragdo. Foram examinadas aproximadamente 200 células.
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Fig. S4 A superexpressio de AtAGB1 nao induz a expressiao de Gy
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Niveis de transcritos dos genes components da Gy (AtAGGI1, AtAGG2 e AtAGG3) em plantulas Col-
0, aghl-3, AtAGB1-Ox e BiPD-Ox. O RNA total foi isolado de plantulas de Arabidopsis 15 dias ap6s

a germinacdo. Expressdo génica foi calculada utilizando o método 224 e AtActin foi utilizado
como controle enddgeno. Barras de erros representam intervalo de confianca de 95% baseado

em trés replicatas bioldgicas.
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Fig. S5 Perfil de expressao de DCD/NRP em plantas BiPD-Ox/AtAGB1-Ox.
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Niveis de transcritos dos genes components da via DCD/NRP em plantulas superexpressando BiP

transformadas com AtAGB1. O RNA total foi isolado de plantulas de Arabidopsis 15 dias apds a
germinacdo. Expressdo génica foi calculada utilizando o método 224, e AtActin foi utilizado

como controle enddgeno. Barras de erros representam intervalo de confiangca de 95% baseado
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em trés replicatas bioldgicas.
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Fig. S6 Superexpressio de BiP reverte o fendtipo de sensibilidade de plantulas
transgénicas superexpressando AtAGB1 em condicoes de estresse no reticulo

endoplasmatico

(a) Coloracdo de Azul de Evans de plantulas transgé€nicas de Arabidopsis tratadas com DMSO
ou tunicamicina (10 pug/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) Contetudo de clorofila total de plantulas transgénicas de Arabidopsis sob condicdes de

estresse no reticulo endoplasmatico. A quantificacdo de clorofila total das linhagens foi
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realizada apds exposicdo a tunicamicina (10 pug/mL) por 48 horas. Barras de erros representam

intervalo de confianca de 95% baseado em trés replicatas bioldgicas.
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Tabela S1. Lista de oligonucleotideos iniciadores usados para clonagem, diagnose, RT-
PCR e qPCR

Primer

Gene

Sequéncia 5°-3°

attB1_2942-Fwd

Gateway AttB1 site sequence

GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGC

AGGCT
attB2_2943-Rvs Gateway AttB1 site sequence GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGC
TGGGT
. . . AAAAAGCAGGCTTCACAATGTCTGT
AGB1-FWD Arabidopsis thaliana AGB1 CTCCGAG
. . . AGAAAGCTGGGTCAATCACTCTCCT
AGB1-NS-RVS Arabidopsis thaliana AGB1 GTGTCCTC
pDONR201/207_ pDONR207 TCGCGTTAACGCTAGCATGGATC
3397-Fwd
RT_AGB1-FWD Arabidopsis thaliana AGB1 AGGATGCCCACCTTATCACCAGTT
RT_AGBI1-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_ANACO036-FWD

Arabidopsis thaliana
ANACO036

TCCTCTTTCGTCTTCCGAGA

qRT_ANACO036-RVS

Arabidopsis thaliana
ANACO036

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_RABI8-RVS

Arabidopsis thaliana RAB18

TTCGAAGCTTAACGGCCACC

qRT_CNXI1-FWD

Arabidopsis thaliana
Calnexin 1

ATGAGACAACGGCAACTATTTTCC

gRT_CNXI-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_NRPI1-FWD

Arabidopsis thaliana NRP1

CAAACGCCAGCTTTTCGGATTG

qRT_NRP1-RVS

Arabidopsis thaliana NRP1

TGAGCACGCTCTTCTTGCTTTCA

qRT_ACTIN-FWD

Arabidopsis thaliana Actin

ATGTCGTGAGCCATCCTGTC

gqRT_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 AGGl1

GTTGAACAGGAAGTCGCTT

qRT_AGGI-RVS

Arabidopsis thaliana AGGl1

TCTCGATGACAGATAGCAG

qRT_AGG2-FWD

Arabidopsis thaliana AGG2

CAAGAAGCTCGATTCTTAGA

qRT_AGG2-RVS

Arabidopsis thaliana AGG2

GTTTGCTGTCAACACTGTC

qRT_AGG3-FWD

Arabidopsis thaliana AGG3

TGTTCGTGCCATCTGAGGAA

gRT_AGG3-RVS

Arabidopsis thaliana AGG3

GACCCGTCACAGCATTTGG

AAAAAGCAGGCTTCACAATGGAGTATA

AtNRP1-FWD Arabidopsis thaliana NRP1 ATAAC
ANNRPI-RVS Arabidopsis thaliana NRp1 ~ AGAAAGCTGGGTEITICAAGGGTTITGG
TCAGC
AtNRP2-FWD Arabidopsis thaliana NRp2 ~ AAAAAGCAGGCTICACAAGCTTCTGGE
o AGAAAGCTGGGTCTTCCAATATATGTTA
AtNRP2-RVS Arabidopsis thaliana NRP2 ACTATTGG
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Tabela S2. Proporcao de segregacio do transgene dos eventos geneticamente

modificados obtidos com construcées especificas.

Linhagens Plantulas resistentes Razao X2
AtAGB1-2** 88*/4 1:1 0,17
AtAGB1-3** 68*/4 1:1 0,22
AtAGBI1-6** 27712 1:1 0,14

agbl-3/AtAGB1-3** 6814 1:1 0,22
agbl-3/AtAGB1-4.3%* 80*/5° 1:1 0,29
agbl-3/AtAGB1-10.3* 64416 3:1 0,20
BiPD-Ox/AtAGB1-1* 20%/28" 2:1 0,33
BiPD-Ox/AtAGB1-2* 7317 3:1 0,34

BiPD-Ox/AtAGB1-3.2%* 80*/8 1:1 0,73

BiP1-Ox** 3713 1:1 0,23

BiPD-Ox*** 2841 1:1 0,03
BiPD-Ox (T10)*** 40%/3 1:1 0,21
BiPD-Ox (T23)*** 8*/3 3:1 0,01

# F2; ¢ F4; o0k F
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