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RESUMO

OLIVEIRA, C. R. Caracterizacdo de uma fosfatidilinositol 4- quinase putativa e seu efeito
no desenvolvimento do grao de polen. 2019. 136 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Centro

de Energia na Agricultura, Universidade de S&o Paulo, Piracicaba, 2019.

O desenvolvimento dos grdos de pdlen estd intimamente relacionado a viabilidade dos mesmos
e esta pode afetar significativamente o sucesso reprodutivo das plantas. No interior das anteras,
as células esporogénicas masculinas se diferenciam e sofrem meiose para produzir micrésporos,
que dao origem as unidades independentes de dispersdo, os grdos de polen. Estes mecanismos
de desenvolvimento e maturacéo dos grdos de pélen sdo influenciados pelo trafego de vesiculas
e endomembranas celulares. Desta forma, conhecer os mecanismos moleculares que dirigem e
coordenam o desenvolvimento dos gréos de polen sdo fundamentais, pois geram informacGes
que podem elucidar o funcionamento e vias regulatorias que levam a diferenciacdo celular,
morfogénese e controle génico ao longo do desenvolvimento dos grdos de pdlen. Na literatura
encontra-se a identificacdo do gene ArPI4KyI(At2g40850), que codifica para uma
fosfatidilinositol 4-quinase putativa, predominantemente expressa durante a meiose e a
maturacdo dos grdos de pélen. Estudos ultraestruturais em plantas mutantes para esse gene
mostraram gréos de pdlen de formato irregular com viabilidade reduzida, indicando possiveis
implicacOes desse produto génico no desenvolvimento do gréo de polen. O presente trabalho
tem como objetivo a caracterizacdo do gene At2g40850 e o estudo de seu envolvimento no
desenvolvimento de grdos de pdlen. A caracterizacdo comparativa do desenvolvimento de
anteras e de pdlen por microscopia de luz e eletrdnica de transmissdo em Arabidopsis thaliana
selvagem e mutantes foi realizada, identificando-se em algumas amostras de células de tapete,
vacuolos maiores do que nas amostras de material selvagem. Adicionalmente, enquanto anteras
do tipo selvagem apresentavam micrdsporos circulares vacuolados, anteras mutantes exibiram
microsporos bem desenvolvidos e também microsporos defeituosos em forma e tamanho,
caracteristicas que podem estar associadas a possiveis defeitos durante a meiose ou a formacéo
de tétrades. Adicionalmente, apesar de néo ter sido possivel a realizagcdo da complementacao
de mutantes para 0 gene At2g40850, possivelmente devido a ocorréncia de competicao
gametofitica por gréos de pdlen viaveis, os resultados obtidos atraves de analises de expressao
transiente com o auxilio de marcadores de compartimentos celulares (linhas WAVE) em plantas

de Nicotiana benthamiana, identificaram a co-localizac¢&o subcelular da proteina ATPI14Ky1 no
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golgi. Além disso, experimentos envolvendo selecéo pelo sistema de duplo hibrido realizadas
em amostras de botdes florais de A. thaliana, revelaram uma lista de 27 possiveis interatores da
proteina codificada pelo gene At2g40850 que podem ser ponto de partida para a elucidacdo de
mecanismos de interacdo entre proteinas. Por fim, em anélises de expressdo heterdloga, foi
possivel obter a expressdo da proteina em sistemas bacterianos e a purificacdo da mesma com
alto grau de pureza, mostrando boas perspectivas de estudos futuros para a elucidagdo da
atividade cindsica putativa da proteina ATPI4Kyl. As informacdes geradas neste trabalho
podem colaborar para estudos futuros do processo de desenvolvimento de grdos de poélen,
aumentando 0 conhecimento sobre 0s mecanismos relacionados ao desenvolvimento

reprodutivo masculino em plantas.

Palavras-chave: Arabidopsis thaliana. Desenvolvimento reprodutivo masculino. Expressao

heter6loga. Interatores proteicos. Trafego vesicular.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, C. R. Characterization of a putative phosphatidyl inositol 4-kinase and its
effect on pollen grain development: 2019. 136 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Centro de

Energia na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2019.

The development of pollen grains is closely related to their viability and can significantly affect
the reproductive success of plants. Inside the anthers, male sporogenic cells differentiate and
undergo meiosis to produce microspores, which give rise to the independent dispersion units,
pollen grains. These mechanisms of pollen grain development and maturation are influenced
by the traffic of cellular vesicles and endomembranes. Thus, knowing the molecular
mechanisms that direct and coordinate the development of pollen grains are fundamental, as
they generate information that can elucidate the functioning and regulatory pathways that lead
to cell differentiation, morphogenesis and gene control throughout the development of pollen
grains. In the literature there is the identification of the AtP14Kyl gene (At2g40850), which
codes for a putative phosphatidylinositol 4-kinase, predominantly expressed during meiosis and
pollen grain maturation. Ultrastructural studies in mutant plants for this gene showed irregularly
shaped pollen grains with reduced viability, indicating possible implications of this gene
product on pollen grain development. The present work aims to characterize the At2g40850
gene and to study its involvement in pollen grain development. Comparative characterization
of anther and pollen development by light microscopy and transmission electron microscopy in
wild Arabidopsis thaliana and mutants was performed, identifying in some carpet cell samples
larger vacuoles than in wild material samples. In addition, while wild anthers had vacuolated
circular microspores, mutant anthers exhibited well-developed microspores as well as defective
microspores in shape and size, characteristics that may be associated with possible defects
during meiosis or tetrad formation. In addition, although mutant complementation to the
At2g40850 gene was not possible, possibly due to the occurrence of gametophytic competition
for viable pollen grains, the results obtained through transient expression analysis with the aid
of compartiment cell markers (WAVE lines) in Nicotiana benthamiana plants identified the
subcellular co-localization of ATPI4Ky1 protein in golgi. In addition, experiments involving
double hybrid system selection performed on A. thaliana flower bud samples revealed a list of
27 possible protein interactors encoded by the At2g40850 gene that may be the starting point

for elucidating protein interaction mechanisms. Finally, in heterologous expression analysis, it
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was possible to obtain protein expression in bacterial systems and to purify it with high purity,
showing good prospects for future studies to elucidate the putative Kinetic activity of ATPI4Ky1
protein. The information generated in this work may contribute to future studies of the pollen
grain development process, increasing the knowledge about the mechanisms related to male

reproductive development in plants.

Keywords: Arabidopsis thaliana. Male reproductive development. Heterologous expression.
Protein interactors. Vesicular traffic.
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1 INTRODUCAO

Gréos de polen inviaveis podem comprometer o sucesso reprodutivo de plantas e a
formacdo destes depende de fatores genéticos que regulam o desenvolvimento das anteras.
O processo de desenvolvimento dos grdos de polen ocorre no interior das anteras e esta
intimamente ligado ao desenvolvimento da mesma. Este inicia-se através de divisdes meioticas
na célula mae do micrésporo que culminam em uma tétrade de micrésporos que se
individualizam. Em seguida, inicia-se 0 processo de maturagéo, que consiste na deposicao de
diversas substancias na parede do grdo de polen, que o protege quando disperso no ambiente,
apos a deiscéncia das anteras.

Grande parte das plantas que apresentam alteracdes durante o desenvolvimento da
antera produzem grdos de pdlen invidveis, em alguns casos podendo levar a esterilidade
masculina parcial. Estudos realizados por Alves-Ferreira et al. (2007), visando buscar genes
implicados em processos tardios do desenvolvimento floral, levaram a identificacdo do gene
AtPI4Ky1(At2940850) que codifica para uma fosfatidilinositol 4-quinase putativa,
predominantemente expressa durante a meiose e a maturacdo dos graos de pélen. Plantas
mutantes para esse gene apresentaram grdos de polen irregulares e com viabilidade reduzida,
indicando potencial atuacdo em etapas do desenvolvimento dos graos de pdlen.

Fosfoinositideos sdo uma classe de lipidios de membrana reguladores encontrados em
membranas eucaridticas que, quando fosforilados por quinases especificas em diferentes
porcdes do anel inositol, podem gerar derivados fosforilados com funcdes distintas (Heilman,
2016). Embora tenham sido relatados ha mais de duas décadas, apenas nos Ultimos anos tém
sido demonstrados papéis cruciais no desenvolvimento e funcdo em plantas (Boss; Im, 2012;
Heilmann; Heilmann, 2015; Munnik; Nielsen, 2011). A implicagdo “putativa cinasica” da
proteina codificada pelo gene At2g40850 se da pelo fato de, até o momento, ndo ter sido
comprovada a atividade cindasica desta proteina, apesar de fortes indicios de seu envolvimento
em processos de fosforilagdo de lipideos de membrana.

Genes como AtPI4Kyl, que presumidamente codificam fosfatidilinositol 4-quinases,
possivelmente estdo envolvidos em processos de formacdo de vesiculas endo- e/ou exo-
citdsicas durante processos de diferencia¢éo polarizada, mas até 0 momento, as implicacbes em
processos meioticos e/ou de maturacdo de grdos de pélen ndo sdo claras. Informacgoes
disponiveis até 0 momento, sugerem o envolvimento desta classe de proteinas na regulacéo do

trafego intracelular e é possivel que o trafego intracelular e a sinalizacdo celular possam ser
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mecanismos fundamentais para o desenvolvimento dos gréos de pélen (Bak et al., 2013; Delage
etal., 2013, Whitley et al., 2009; Okazaki et al., 2015, Ugaldi et al., 2016). Além disso, estudos
sugerem que a proteina AtPI4Kyl pode estar envolvida no metabolismo de lipideos e na
diferenciacéo plastidial nos tecidos especializados (Reis, 2009).

Apesar da importante participacdo de fosfatidilinositis em vias de sinalizacdo celular,
a quantidade de informacGes sobre esse sistema em plantas é significativamente reduzida, em
comparacdo com os dados disponiveis em estudos utilizando animais e humanos. Com base
nessas informacOes, a caracterizacdo do gene AtPI4Kylem plantas, utilizando-se a espécie
modelo Arabidopsis thaliana, pode auxiliar na interpretacdo de seu papel em processos
celulares, mecanismos mediados durante o trdfego de vesiculas e sinalizagdo celular.
Os resultados obtidos podem esclarecer aspectos até agora desconhecidos do processo de
desenvolvimento de grédos de pdlen, aumentando o conhecimento sobre a fertilidade masculina

em plantas autdgamas.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Caracterizar 0 gene AtPI4Kyl em relacdo a seus aspectos funcionais e bioquimicos e
analisar seu envolvimento durante o desenvolvimento de grdos de polen em plantas de
Arabidopsis thaliana.

2.2 Objetivos especificos

1. Caracterizacdo anatémica e ultraestrutural de etapas do desenvolvimento do gréo de

polen mutante para o gene AtPI4Kyl em plantas de A. thaliana;
2. Determinacdo funcional de AtPI4Kyl através da complementacdo de mutantes e
analise da regulacdo do trafego de vesiculas da via do fosfatidilinositol durante a maturacéo de

grdos de pdlen, através de superexpressao da fosfatidilinositol 4-quinase;

3. Estudo da relagdo de formacdo de vactolos de tamanhos alterados através da co-
localizacdo de ATPI4Ky1 e marcadores associados a vias endo e exo-citosicas;

4. Analisar interacfes proteina-proteina através do sistema duplo hibrido;

5. Realizar a expresséo heterdloga da proteina ATPI4Ky1 em sistemas bacterianos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3. 1 Desenvolvimento das anteras e formacéo dos grédos de pélen

Uma planta dicotiled6nia tipica apresenta flores compostas por quatro verticilos
concéntricos de 6rgdos, onde anéis de Orgdos externos circundam estruturas reprodutivas
localizadas no centro. Em Arabidopsis thaliana sdo observadas dezesseis pecas florais, sendo
um conjunto de oito pecgas formando o perianto (quatro sépalas e quatro pétalas) seis estames e
dois carpelos fusionados (Kieffer; Davies, 2001). Em uma flor, o androceu é composto pelo
conjunto de estames, que sdo o0s 6rgaos reprodutivos masculinos, necessarios para o sucesso da
reproducdo sexuada em angiospermas. Em A. thaliana, o desenvolvimento inicia-se a partir de
seis primordios estaminais que surgem no terceiro verticilo dos 6rgaos florais e termina com a
liberacdo dos graos de pélen, apds a deiscéncia das anteras (Goldberg; Beals; Sanders, 1993).

Os estames sdo responsaveis pela formacéo e dispersdo dos grdos de polen e apresentam
processos sofisticados de diferenciacdo celular (Scott; Spilman; Dickinson, 2004). Na maioria
das plantas dicotiledoneas, seis estames sdo formados, sendo quatro longos e dois curtos. Cada
um dos estames é constituido por duas partes morfoldgica e funcionalmente distintas: o filete e
a antera (Feng, 2007; Goldberg; Beals; Sanders, 1993).

O filete apresenta uma estrutura radial simples com feixe vascular Unico que
proporciona suporte estrutural para a antera, ancorando o estame ao receptaculo floral e
permitindo o transporte de agua e nutrientes pelo feixe vascular (Sanders et al., 1999).
As anteras geralmente sdo formadas por duas tecas, cada uma com dois léculos que apresentam
camadas celulares especificas que circundam o microsporangio. No interior das anteras, através
de um programa de desenvolvimento controlado geneticamente, a partir das células-mée dos
microporos (microspordcitos) ocorre o desenvolvimento e maturacdo dos grdos de pélen,
unidades de reproducgé@o masculina (McCornick, 2004; Ma, 2005; Wilson; Zhang, 2009).

O processo de desenvolvimento da antera de A. thaliana é descrito anatomicamente
atraves de 14 estagios, divididos em 2 fases definidas: fase 1, ou de desenvolvimento precoce
(estagios 1 a 8) e fase 2, ou de maturagéo e senescéncia (estagios 9 a 14) (Sanders et al., 1999).
Duas etapas do desenvolvimento da antera (meiose e processos de maturagdo do gréo de polen)
sdo mais detalhadas neste estudo, devido seu potencial implicado com a caracterizagdo do gene

em estudo.
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Os estagios iniciais da fase 1 (1-4) sdo marcados por eventos de divisdo e diferenciacdo
celular a partir dos primoérdios estaminais que estabelecem células esporogénicas primarias
(Scott; Spilman; Dickinson, 2004). O estagio 5 do desenvolvimento das anteras € marcado pela
presenca da célula-méde do microsporo, diferenciacdo de todos os tecidos e estabelecimento
nitido dos quatro I6culos da antera (Sanders et al., 1999). Normalmente os tecidos da parede da
antera apresentam-se em quatro camadas de células no interior de cada loculo. Estas camadas
podem ser identificadas do exterior para o interior da antera jovem como: epiderme, endotécio,
camada média e tapete (Scott; Spilman; Dickinson, 2004).

As células epidérmicas constituem a camada mais externa da antera, tipicamente fina na
maturidade e sdo oriundas da camada celular L1 do primdrdio do estame (Scott; Spilman;
Dickinson, 2004). O endotécio localiza-se subepidermicamente e apresenta espessamentos
parietais especializados, garantindo funcdo importante na deiscéncia das anteras, participando
ativamente da expansdo e deposic¢do de espessamento secundario lignocelulésico (Wilson et al.,
2001). A camada celular localizada mais internamente ao endotécio é denominada camada
média e pode ocorrer em uma Unica camada de células, ou em uma bicamada celular e,
excepcionalmente, pode se apresentar em até cinco estratos (Suzuki et al., 2013). Em geral, esta
camada estd relacionada a estrutura e suporte, pode ser transitéria ou efémera e em
determinadas espécies podem ser persistentes até a deiscéncia da antera (Sanders et al., 1999).

No inicio do desenvolvimento das anteras, as células do tapete comunicam-se
ativamente via plasmodesmos com o tecido esporogénico (Pacini, 2010; Lallemand et al., 2013)
e participam na secrecdo ativa de moléculas para a maturacdo dos micrésporos (Hsieh; Huang,
2007). No final do desenvolvimento, as células do tapete sofrem morte celular programada e
liberam os materiais de armazenamento, como compostos da parede celular (esporopolenina)
(Chen; McCornick, 1996; Pacini, 2010), componentes de revestimento e reserva como
“pollenkitt” (material lipidico, flavonodides, oleosinas) e ainda substincias relacionadas a
degeneracéo (Suzuki et al., 2013; Lallemand et al., 2013).

Os estagios finais (6-8) da fase 1 do desenvolvimento das anteras caracteriza-se pelo
inicio da degeneracdo da camada média, vacuoliza¢do das células do tapete e consequente
aumento de tamanho da antera. Além disso, nesta etapa ocorre a meiose onde a célula mae do
micrésporo sofre sucessivas divisdes e ao final deste processo sdo geradas tétrades de
micrésporos circundados por calose. Por fim, a degeneracdo da calose que circunda as tétrades
ocorre e com isso ha a formacdo de microsporos haploides individuais dentro de cada l6culo
(Sanders et al., 1999).
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A meiose é um evento importante do desenvolvimento do gréo de polen e se da através
dos processos meidticos | e Il. A meiose € um conjunto de divisdes celulares conservados,
essencial para a reproducao sexual eucariotica e que produz células haploides a partir de células
diploides parentais. Existem dois ciclos de divisdo nuclear, meiose | que envolve a segregacéo
dos cromossomos homologos e a meiose Il que resulta na segregacdo de cromatides irméas
(Spielman et al., 1997; Scott; Spilmann; Dickinson, 2004).

Em relacdo ao desenvolvimento das anteras, a meiose | inicia-se com a préfase meiotica
I, a partir de um espesso deposito de calose entre a membrana plasmatica e a parede primaria
das células-mae do microsporo. Pontes citoplasmaticas se formam através da calose mantendo
a comunicacdo entre as células, garantindo transporte e distribuicdo de nutrientes. Estas
conexdes desaparecem antes da meiose Il e assim as células resultantes sdo isoladas no loculo
(Scott; Spilmann; Dickinson, 2004).

A citocinese € a etapa final da diviséo celular e ocorre ap6s a cariocinese. Em plantas, a
citocinese inclui a formagéo da placa celular, uma estrutura membranosa que divide as duas
células filhas. A citocinese € caracterizada por secrecdo extensa de proteinas e material da
parede celular e é mediada por um aparato citoesquelético denominado fragmoplasto, composto
por dois arranjos de microtibulos anti-paralelos e filamentos de actina. Ao se expandir
centrifugamente, o fragmoplasto utiliza, principalmente vesiculas derivadas de Golgi, que se
fundem para formar a placa celular em desenvolvimento em um processo de intensa secregao
de proteinas e trafego de membranas em direcdo ao plano de diviséo celular (Livanos; Chugh;
Muller, 2017).

Na meiose masculina em plantas, dois tipos diferentes de formagéo da placa celular
ocorrem, a citocinese sucessiva e simultanea. Na citocinese sucessiva, cada diviséo celular
meidtica é seguida diretamente por um evento citocinético, enquanto que na citocinese
simultanea, a formacéo da placa celular é desacoplada e a citocinese ocorre conjuntamente com
as outras fases da meiose I. Geralmente a citocinese sucessiva ocorre em monocotiledoneas,
enquanto o tipo simultaneo é caracteristico dicotiledonias, como A. thaliana, que devido a essa
variacdo meidtica, gera maior variacdo morfologica na formacéo das tétrades (De Storme;
Geelen, 2013).

Ap0s a cariocinese, ocorre a geracdo de dois nucleos haploides em quatro nucleos
haploides em um arranjo tetraédrico. Apos a meiose I, a célula sofre citocinese para produzir
quatro células haploides (Scott; Spilmann; Dickinson, 2004). No entanto, essas células
reprodutoras necessitam de sobrevivéncia prolongada e exigem fortificagdo de suas paredes

celulares atraves de polimeros capazes de resistir a possiveis estresses em sua disperséo, quando
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liberados ao ambiente (Quilichini; Grienenberger; Douglas, 2015). Para isso, no inicio da fase
2 (estéagios 9 e 10) do desenvolvimento das anteras, além do continuo crescimento das mesmas
e a vacuolizacdo dos micrdsporos, inicia-se o processo de maturacao e ornamentacao da parede
do grédo de polen por meio de sintese e acimulo de substancias. A parede externa do gréo de
polen, denominada exina, € formada por biopolimeros que sdo secretados pelas células do tapete
e compreende as estruturas de maturagdo do grdo de pélen (Ariizumi; Toriyama, 2011;
Quilichini; Grienenberger; Douglas, 2015).

Em A. thaliana, os componentes lipofilicos da exina também sdo necessarios para a
adesdo do grdo de polen ao estigma (Suzuki et al., 2008). Dentre as camadas da antera
envolvidas neste processo, o tapete desempenha papel fundamental nesta formacéo realizando
a liberacdo de constituintes a partir do tapete intacto e também através de morte celular
programada de células do tapete, que se inicia no estagio 10 (Ariizumi; Toriyama, 2011).

A exina é dividida em duas camadas, nexinas (I e Il) e a sexina. A sexina é a mais
complexa das camadas. Possui uma estrutura tridimensional compreendida por ornamentacoes
denominadas bacula ou columela e tetum, que garantem protecdo aos gametas masculinos
contra choques mecanicos, penetracdo de produtos quimicos e infecgbes bacterianas durante a
polinizacdo (Ariizumi; Toriyama, 2011). A camada denominada trifino preenche os intersticios
da superficie da parede do polen entre as ornamentacgdes, na fase final do seu desenvolvimento
e é composta principalmente por lipideos e proteinas armazenados em células do tapete
(Ishiguro et al., 2010; Quilichini; Grienenberger; Douglas, 2015).

Os estagios finais da fase 2 (11-14) compreendem divisGes mitdticas do grao de polen,
expansao e espessamentos secundarios da camada endotecial e término da degeneracdo de
células do tapete. Em seguida, o septo que separa os dois l6culos é enzimaticamente lisado,
sofrendo colapso semelhante a morte celular programada, dividindo o estbmio (Sanders et al.,
1999). A lignificacdo do endotécio desencadea-se através de um pico do horménio vegetal
auxina, gerado na camada média nos estagios 9-10, leva ao gradual espessamento da parede do
endotécio (Cecchetti et al, 2017). O aumento da rigidez estrutural conjuntamente com a
desidratagéo das anteras, leva a formacéo de tensdes estruturais que culminam na ruptura dos

estdmios e de consequéncia a liberacdo dos grdos de polen (Wilson et al., 2001).
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3.2 Defeitos na maturagdo de graos de pélen

O desenvolvimento das anteras € um evento altamente controlado, que exige uma
regulamentacéo rigorosa de todas as etapas. Esclarecer os mecanismos celulares e moleculares
desse programa altamente sincronizado do desenvolvimento das anteras tem sido uma tarefa
desafiadora. Nos ultimos anos, 0 emprego de tecnologias genéticas tem permitido analises da
expressao de genes relacionados ao desenvolvimento reprodutivo masculino em plantas
(Verma, 2019). A obtencao de dados transcriptomicos juntamente com abordagens de genética
reversa, resultaram em um impacto significativo na compreensdo do desenvolvimento
reprodutivo (Twell et al., 2006; Singh; Bhalla, 2007).

Avancos cientificos como a acessibilidade facilitada ao genoma bem anotado
de A. thaliana, disponibilidade de conjuntos de dados transcriptomicos abrangentes de
A. thaliana (Zimmermann et al., 2004), acesso a analises de dados transcriptomicas do
desenvolvimento masculino em plantas (Honys; Twell, 2004) associados a grande
disponibilidade de mutantes que provocam a esterilidade masculina em A. thaliana, tém
fornecido informagdes sobre os mecanismos moleculares envolvidos em diferentes estagios do
desenvolvimento da antera (Verma, 2019).

Perfis distintos de dados transcricionais podem ser encontrados em diferentes fases do
desenvolvimento masculino em plantas e tém contribuido para muitos estudos de caracterizagdo
de genes implicados nesses processos (Borg et al., 2009). Segundo Twell (2010) o grande
namero de genes expressos e a mudanga entre as fases inicial e tardia do desenvolvimento do
gametdfito masculino exigem uma regulacdo coordenada dos genes em nivel transcricional.

Com o objetivo de identificar genes relacionados ao desenvolvimento dos estames,
Alves-Ferreira et al. (2007) utilizaram microarranjos de DNA na comparacdo da expressdo
génica em plantas tipo selvagem de A. thaliana, com o de trés mutantes que apresentavam
defeitos durante o desenvolvimento dos estames: apetala3-3 (ap3-3), cujo mutante ndo possuli
estames nem pétalas (Krizek; Meyerowitz, 1996); sporocyteless/nozzle (spl/nzz), que apresenta
defeitos em fases iniciais da esporogénese (Schiefthaler et al., 1999; Yang et al., 1999) e male
sterile-1 (msl), que ndo produz poélen vidvel, mas apresenta fenotipo normal (Wilson et al.,
2001; Ito; Shinozaki, 2002). Mutantes msl, em contraste com plantas selvagens, néo
apresentam morte celular programada das células do tapete (Vizcay-Barrena; Wilson, 2006).

Os genes diferencialmente expressos, analisados por Alves-Ferreira et al. (2007), foram

classificados em categorias funcionais, sendo que 6% deles codificam fatores transcricionais e
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11% codificam componentes envolvidos em vias de sinalizagdo intracelular. Durante os
processos de maturacdo do grao do polen, foram identificados genes que codificam proteinas
com funcdes putativas na regulacdo ou transducao de sinais.

Um dos genes identificados como possivel sinalizador intracelular, At2g40850,
apresentou maior expressao em flores de plantas selvagens, quando comparada a de mutantes
com auséncia de estames ou tecido esporogénico. Plantas mutantes para o gene At2g40850
mostraram defeitos na formacdo de microsporos (Alves-Ferreira et al., 2007; Pereira, 2007).
Ainda de acordo com esses autores, plantas mutantes para o gene At2g40850 apresentaram
diminuicdo no nimero de grdos de pdlen, exibindo morfologia irregular e até esterilidade
parcial masculina.

Analises de homologia de sequéncia indicaram que o gene At2g40850 pode codificar
uma putativa fosfatidilinositol 4-quinase (Mueller-Roeber; Pical, 2002), predominantemente
expressa durante estagios tardios de desenvolvimento da flor. Além disso, analises de expressao
do gene AtPI4Ky1, sugeriram dois picos de expressdo: um durante o inicio de desenvolvimento
das anteras, na formacéo das tétrades e outro em estagios finais do processo de maturacdo dos

grdos de pélen (Alves-Ferreira et al., 2007).

3.3 Fosfatidilinositois - biogénese e acdo

A composic¢do e estrutura das membranas celulares permitem a ancoragem de moléculas
hidrofdbicas, tais como: proteinas, esterdis, ceramidas, dominios transmembranares e lipideos
gue permeiam a movimentacdo, troca de componentes e funcdes celulares (Spector; Yorek,
1985; Zinser et al., 1991). A composicao lipidica das membranas celulares varia de acordo com
0 organismo, natureza celular, tipo de membrana, estado da célula (respondendo a um estimulo
ou ndo) e com as funcdes especificas desempenhadas pelo compartimento celular (Zinser et al.,
1991). E bem estabelecido que certos lipideos funcionam como pontos de referéncia para
especificar a identidade bioquimica do compartimento celular regulando por exemplo,
transporte vesicular de proteinas entre compartimentos de maneira espago-temporal (Simon et
al., 2016).

Os principais lipideos envolvidos na identificacdo de compartimentos celulares
pertencem a classe dos fosfoinositideos (PtdIns). Os PtdIns sdo o conjunto de fosfatidilinositdis
fosforilados, pertencentes a classe de lipidios regulatorios de membrana, que podem atuar como
ligantes para proteinas associadas a membrana (Eyster, 2007); modificar a atividade bioquimica

de varias proteinas, incluindo enzimas, canais idnicos e ATPases (Heilmann; Heilmann, 2015);
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ou influenciar as propriedades biofisicas de membranas (Lundbaek et al., 2010; Simon et al.,
2016).

Os fosfatidilinositois (PIs) sdo uma classe de lipidios de membrana encontrados em
membranas eucaridticas e consistem em uma porcao lipidica ligada a um grupamento cabeca
inositélico, que podem ser diferencialmente fosforilados nas posi¢es D3, D4 e D5 do anel
inositol, pela acdo de fosfatidilinositol quinases especificas, gerando diferentes isoformas,
mono fosforilados (PtdIns 3P, Ptdins 4P e Ptdins 5P), bis-fosforilados (Ptdins 3,4P2, PtdIns
(3,5)P2, PtdIns (4,5)P2 ou tris-fosforilados (PtdIns (3,4,5)P3) (Sasaki et al., 2009; Balla, 2013).
A porcdo lipidica comum aos fosfolipidios consiste de duas cadeias de acidos graxos
esterificados em um esqueleto de glicerol ligados, via fosfato, ao grupamento cabeca (Figura
1) (Heilmann, 2016; Dickson; Hille, 2019).

Figura 1. Estrutura comum do fosfatidilinositol com possiveis locais de fosforilacdo. Preto: anel
inositolico; roxo: possiveis sitios de fosforilagdo; verde: porcdo de glicerol; azul: cadeia de
acidos graxos

Adaptado de Heilmann, 2016.
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Em plantas, apenas cinco das sete espécies de PtdIns conhecidas de outros sistemas
eucarioticos, foram detectadas: PtdIns 3P, PtdIns 4P, Ptdins 5P, PtdIns (3,5)P2 e PtdIns (4,5)P2
(Heilmann; Heilmann, 2013). A presenca de PtdIns (3,4)P2 e PtdIns (3,4,5)P3 em plantas ndo
foi confirmada de forma confidvel, at¢ o momento (Heilmann, 2016). As isoformas
monofosfatadas PtdIns 3P e PtdIns 4P sdo geradas a partir de PI por Pl quinases especificas:
Pl 3-quinase (PI3K) e por, pelo menos, duas subfamilias de PI 4-quinases (P14Ks),
denominadas Pl 4Ka e Pl 4K, respectivamente (Mueller-Roeber; Pical, 2002).

PtdIns3P e PtdIns4P podem ainda ser adicionalmente fosforiladas por Pl P-quinases
(PIPKSs), resultando na formagéo de PtdIns (3,5)P2 e PtdIns (4,5)P2. A formacéo de Ptdins
(3,5)P2, a partir de PtdIns 3P, é catalisada por quatro Pl 3P 5-quinases (PI3P5Ks), enquanto a
conversao de PtdIns4P a PtdIns (4,5)P2 é realizada por Pl 4P 5-quinases (P14P5Ks), que sdo
codificados no genoma de A. thaliana na subfamilia A (isoformas PIP5K1-PIP5K9) e
subfamilia B (isoformas PIP5K10 e PIP5K11) (Mueller-Roeber; Pical, 2002). Em uma outra
reacdo, ambas as subfamilias podem também converter Ptdins3P em PtdIns (3,5) P2. Até o
momento, ndo ha evidéncias de que Pl-quinases (PIK) possam ser capazes de gerar PtdIns5P a
partir de PtdIns, o que torna a biogénese deste lipideo pouco clara (Heilmann, 2016).

PtdIns produzidos no reticulo endoplasméatico sdo transportados para 0 espaco
extracelular através de transporte vesicular tradicional e mecanismos protéicos de transferéncia
lipidica ndo vesicular, localizados em regides especificas da membrana (Dickson; Hille, 2019).
Em estudos relacionados a trafego celular, foram identificadas vesiculas altamente moveis,
originarias do reticulo endoplasmatico, contendo enzimas envolvidas na sintese de PtdIns (Kim;
Guzman-Hernandez; Balla, 2011). Posteriormente, essas vesiculas foram relacionadas com a
mediacdo e transporte de Ptdins a membrana plasméatica e também com a ressintese de
fosfatidilinositol sintase em membranas celulares (Baskin et al., 2015).

Em relacdo as enzimas que participam do metabolismo de PtdIns, tem sido dificil
atribuir fungdes cataliticas ou fisioldgicas a muitos desses candidatos (Dickson; Hille, 2019,
Galvéo et al., 2008), dentre estas, P14-quinases (P14Ks) que realizam a conversdo de PtdIns em
PtdIns4P devido a fosforilagdo do anel de inositol na posicdo D4 (Boura; Nencka, 2015).
O PtdIns4P assim gerado pode ser adicionalmente fosforilado por PI3Ks e PI4P 5-quinases
(P14P5 Ks) para produzir Ptdins 3,4 P2 ou PtdIns4,5 P2, respectivamente. Desta forma, PI4Ks
desempenham um papel central no metabolismo de PtdiIns, pois ao contrario de PI3Ks e PIP5
Ks, essas enzimas parecem usar apenas o PtdIns como substrato, ndo realizando fosforilagdes

em espécies lipidicas mono, bis ou trifosforiladas (Fruman; Meyers; Cantley, 1998).
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Duas subfamilias principais de enzimas PI4Ks, designadas de tipo Il e IlI, foram
identificadas (Mueller-Roeber; Pical, 2002). No genoma de A. thaliana hé pelo menos 18 locus
distintos que codificam proteinas PtdIns com dominios cinasicos. Destes, 12 locus sdo previstos
para codificar AtP14Ks, sendo quatro isoformas pertencentes ao grupo do tipo III (AtPI4Kal,
AtPI4K o2, AtPI4KB1 e AtPI4K[2) e oito isoformas pertencente ao grupo do tipo II (AtPI4Ky1-
AtPI4Ky 8) (Mueller-Roeber; Pical, 2002).

As isoformas do tipo Il foram bem caracterizadas em animais (Stevenson; Perera; Boss,
1998; Xue, et al.; 1999; Stevenson-Paulik; Love; Boss, 2003; Boura; Nencka, 2015) e também
sdo as mais conhecidas em plantas. As PIl4Ks do tipo Il podem ser divididas em duas
subfamilias alfa e beta (P14Ks Illa e P14Ks ITIB). P14Ks Illa é a principal isoforma responsavel
pela geracdo de PtdIns4dP na membrana plasmatica, enquanto que PI4Ks IIIf esta
principalmente associada com o aparato de Golgi (Gao; Zhang, 2012; Janda et al., 2013; Boura;
Nencka, 2015). A familia B é representada por proteinas de 68 a 122 kD e a familia a por
proteinas de 200 a 230 kD, com a exce¢do de PI4Ka que em humanos ¢ uma proteina de 97
kDa (Wong; Cantley, 1994).

Os oito genes de A. thaliana que codificam para individuos PI4Ks tipo I, foram
agrupados na subfamilia gamma (4tPI4Ky1- AtPI4Ky 8) (Mueller-Roeber; Pical, 2002; Galvéo
et al., 2008). Nakamura et al. (2014) em experimentos de expressao diferencial de genes em
botbes florais de A. thaliana, identificaram um aumento da expressdo de dois genes desta
subfamilia, AtPI4Kyl e AtPI4Ky 8, 0 que sugere a participagdo destes durante o
desenvolvimento floral. Em plantas de trigo, o gene TaPI4KIIy identificado como putativa
P14K do tipo Il, localizado na membrana plasmatica, demonstrou atividade de autofosforilacdo
treonina cinasica e, em estudos com mutantes ubdk7, ortélogos de TaPI4KIIy em A. thaliana,
foi verificada tolerancia salina e a seca nestas plantas (Liu et al., 2013).

N&o hé relatos de PtdIns4Ks do tipo Il em animais, desta forma, até 0 momento, torna
esse grupo uma peculiaridade de plantas. PtdinsdKs do tipo Il sdo proteinas menores
(aproximadamente 55 kD) ligadas a membrana, com dominios cinasicos mostrando pouca
homologia de sequéncia e até 0 momento ndo foram caracterizadas como PIKs (Galvéo et al.,
2008, Liu et al., 2013). A subfamilia Gamma foi anteriormente categorizada por homologia de
sequéncia do seu dominio P13 / 4K (Mueller-Roeber; Pical, 2002), mas dados mais recentes
mostraram que esta subfamilia pode apresentar atividade de serina/threonina quinase (Tang et
al., 2016). Como estudos evolutivos sobre sinalizacdo via segundo mensageiro mostraram que

as PIKs podem ter evoluido de serina/threonina quinases, ainda ha incerteza se ensaios de



30

atividade da quinase executados em proteinas recombinantes poderiam ser confidveis em
relacdo a real natureza deste complexo (Brown; Auger, 2011).

Além da categorizacdo por homologia de sequéncia do dominio PI3 / 4K, andlises
filogenéticas realizadas por Galvéo et al. (2008), mostraram que o cluster contendo P14K tipo
IT (AtPI4Ky) de A. thaliana pode ser dividido em trés subgrupos, de acordo com a presenca de
dominios ubiquitina, e sugerem que AtPI4Ky2, AtPI4Ky3 e AtPI4Ky4 apresentam dois dominios
ubiquitina, AtPI4Ky5, AtPI4Ky6 e AtPI4Ky7 apresentam apenas um dominio ubiquitina e que
AtPI4Ky 1 e AtPI4Ky8 ndo possuem dominios ubiquitina. Neste mesmo estudo, 0s autores
comprovaram a atividade de proteina quinase em dois membros da subfamilia Gamma,

AtPI4Ky4 e AtPI4Ky7, através de experimentos de fosforilag&o.

3.4 Fosfoinositideos estdo envolvidos em processos de sinalizagdo celular

A regulagdo do transporte vesicular entre compartimentos celulares de maneira espago-
temporal faz com que seja necessaria discriminacao entre as organelas celulares e que muitas
proteinas de sinalizacdo realizem esta marcacdo de forma especifica permanentemente ou
transitoriamente (Simon et al., 2016). A discriminacdo entre compartimentos celulares é
realizada com alta especificidade, pois a atribuicdo de identidades ocorre de maneira singular a
cada organela celular e, as vezes, até a cada face de uma organela, como as faces cis e trans do
aparato de Golgi (De Craene et al., 2017).

Para que a identificacdo dos compartimentos celulares seja efetiva, a modulacédo
dindmica das propriedades fisico-quimicas das membranas é necesséria. As identidades e
marcacles sdo adquiridas pela presenca combinada de moléculas de lipideos e de proteinas
especificas que atuam como marcadores de membrana (Holthuis; Levine, 2005; Platre; Jaillais,
2016).

Muitos estudos apontam PIs como protagonistas no sistema de sinalizagao celular. A
primeira grande e importante descoberta sobre a sinalizagdo de moléculas realizada por PtdIns
foi feita em animais. Berridge e Irvine (1989) identificaram dois mensageiros secundarios
derivados do metabolismo de uma fosfatidilinositol especifica, o inositol 1,4,5-trifosfato e
diacilglicerol (DAG) que participam ativamente na liberagio de Ca?* das reservas celulares e
ativam proteinas quinases C (proteinas ativadoras de vias de transducdo de sinais). Desde ent&o,
varios estudos tém mostrado que PtdInsP participam ativamente em varios processos celulares
em animais, como a regulagdo dindmica do citoesqueleto de actina (Lassing; Lundeberg, 1985;

Janmey; Stossel, 1987; Brill et al., 2000), potencializacdo da ativacdo da proteina quinase C
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(Oh et al., 1998) e a ativacdo de fosfolipase D (Pappan et al., 1997). PtdIns também podem
atuar como ligantes lipidicos para proteinas-alvo que possuem dominios especificos de
reconhecimento de Ptdins, como a homologia ao dominio Pleckstrin (PH), aos dominios
Fabl/YOTB/Vacl/EEA1 (FYVE), a oxidase fagocitica (phox- ou PX) ja que estes dominios
conseguem distinguir entre diferentes tipos de fosfoinositideos, gerando assim uma ligacéo
especifica (Lemmon, 2005).

Em plantas, apesar de haver menos informacdes do que em animais, ao longo do
histérico de estudos relacionados, sabe-se que Ptdins podem participar na regulacdo de
estruturas do citoesqueleto em células vegetais (Yang et al., 1993; Drobak et al., 1994), na
polarizacdo do crescimento do tubo polinico (Kost et al., 1999), alta sensibilidade ao inibidor
quimico wortamina (Endemann; Grazziani; Cantley, 1991) e possivel interacdo das PtdIns na
transducdo de sinais, tais como a luz, hormdnios e respostas ao stress (Munnik et al., 1998;
Pokotylo et al., 2014) embora os efeitos relatados tenham sido limitados. Também foi
demonstrado que o stress hiperosmotico pode induzir um aumento de PtdIns (4,5) P2 em células
de A. thaliana (Pical et al., 1999; Pokotylo et al., 2014).

Em estudos recentes em plantas, alteracbes no metabolismo de PtdIns tém implicado
diretamente a ativacdo de respostas imunes a patdgenos (Antignani et al., 2015), participacdo
na regulacdo da via de sinalizacdo lipidica envolvida na divisdo de cloroplastos (Okazaki;
Miyagishima; Wada, 2015), mudangas funcionais no trafego de membrana entre o Golgi e a
membrana plasmatica (Tejos et al., 2014; Zhao et al., 2010), no estabelecimento da polaridade
celular, em defeitos na formacdo do tubo polinico, no trafego de proteinas PIN em raizes
(Ischebeck et al., 2008; 2011; 2013) entre outros. Alguns estudos tém indicado que PtdIns 4P,
PtdIns 4,5P2, PtdIns 3,4,5P3 podem estar envolvidos na alteracdo das propriedades biofisicas
da membrana pelo recrutamento de proteinas portadoras de cargas positivas (Heo et al.; 2006;
Hammond et al.; 2012; Simon et al., 2016) ao delimitir regides espcificas de membranas.

Varios fendtipos severos foram relatados quando o metabolismo de PtdIns da planta é
perturbado (Golani et al., 2013, Lofke et al., 2008; Mei et al., 2012; Novakova et al., 2014;
Saavedra et al., 2011; 2015). Entretanto, os mecanismos moleculares relacionados as funcdes
de PtdIns em plantas permanecem pouco claros, o que gera desafios na compreensdo destes
fenotipos. De forma geral, a rede de estudos relacionadas a PtdIns sugere que estdo envolvidos
no controle da maquinaria central do trafego de membranas e sinalizacdo celular, tendo um

impacto em varios processos celulares (Heilmann, 2016).
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A maioria das proteinas membranares apresenta uma combinacao de varios dominios
de ligacdo a lipidios (LBDs). A associagdo de proteinas com a superficie de membranas
intracelulares envolve um conjunto de LBDs e dominios proteicos e variam amplamente 0s
mecanismos de ligacdo entre as proteinas, permitindo modos distintos de controle (Lemmon,
2008). Exemplos desses mecanismos de ligagéo provém de dados de leveduras e animais, nos
quais PI3K tipo Il foram implicados em vérias fungdes celulares como citocinese, reciclagem
de sinalizacdo e em funcges relacionadas a autofagia, fagocitose, trafego endocitico através de
dominios de ligacdo a lipideos (Balla, 2013).

Rostislavleva et al. (2015), em estudos da estrutura cristalina do complexo PI3K
indicam, atraves da dinamica de dominios de ligacdo a membrana, a formacao de diferentes
complexos que podem desencadear diferentes respostas, ao marcar regides especificas da
membrana. PI3K classe Ill, conhecida também como Vps34, é necessaria para produzir
PtdIns3P, que € importante para todas as vias mediadas por vesiculas para lisossomos, incluindo
processos como fagocitose, autofagia, formacao de corpo multivesicular.

Estudos tém comprovado a existéncia de mecanismos de deteccao entre proteinas. Neste
sistema denominado Coincidence Detection Mechanism (CDM), proteinas parceiras podem se
unir de formas variaveis, o que permite a origem de complexos protéicos que podem atuar de
maneiras diferentes ao reconhecer diferentes superficies de membrana plasmatica. Em
leveduras, a producdo de PtdIns 3P é totalmente dependente de Vps34 (Schu et al., 1993; Kihara
etal., 2001), enquanto em fibroblastos de camundongo, um knockout de VPS34 indica que 65%
de Ptdins 3P deriva de Vps34, enquanto cerca de 35% deriva de uma PI3K de classe Il
(Devereaux et al., 2013) o que sugere que Vps34 atue na formagéo de diferentes complexos
com outras proteinas, formando pelo menos dois complexos, que fornecem respostas diferentes,
onde o complexo | estd envolvido na autofagia, enquanto o complexo Il é essencial no
direcionamento de proteina vacuolar (Kihara et al., 2001). Em células de mamiferos, o
complexo Il também estd envolvido na autofagia, degradacdo do receptor e citocinese
(Thoresen et al., 2010), bem como sinalizagéo celular (Bago et al., 2014; McLeod et al., 2011).
Os papéis cruciais dos complexos I e 11 nas respostas ao estresse levaram ao desenvolvimento
de ativadores e inibidores, como os recém-desenvolvidos inibidores de adenosina trifosfato
(ATP) do dominio VPS34 quinase (Bago et al., 2014; Ronan et al., 2014).

Recentemente Simon et al. (2016) utilizando um conjunto de biossensores de cargas de
superficie de membrana, verificaram que cargas superficiais de membrana também sdo
elementos chave para a localizacéo de proteinas da membrana plasmatica, como PINOID (PID)

e 0 regulador negativo do receptor quinase de brassinosteroide (BKI1) e que s&o
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predominantemente mediadas por PtdIns 4P, indicando que a sinalizacdo mediada por PtdInsP
também possui funcdo de criar complexos diferenciais de proteinas de membrana. Este trabalho
sugere ainda que, além da ligacéo eletrostatica de proteinas as regides de membrana ricas em
PtdIns 4P, existe um sistema de regulacdo dupla para direcionar seletivamente proteinas para a
membrana plasmatica e / ou para o sistema de endomembranas, com participacao das proteinas
do fator ADP-ribosylation (ARFs).

Em outro estudo, 0 mesmo grupo demonstrou a existéncia de trés diferentes gradientes
eletrostaticos, um gradiente mais elevado na membrana plasmatica, um gradiente intermediario
nos endossomos iniciais e um baixo gradiente eletrostatico nos endossomos tardios.
Curiosamente, o gradiente eletrostatico ndo é apenas definido pelos fosfoinositideos, mas é o
resultado de um efeito combinatorio de varios fosfolipidios aniénicos como Ptdins, &cido
fosfatidico (PtdOH ou PA) e fosfatidilserina (PS) (Platre, et al., 2018). A importancia do PtdIns
e de outros fosfolipidios aniénicos na modificacdo de cargas superficiais de membrana e,
consequentemente, no impacto da deposicdo de proteinas polarizadas é evidente, e

provavelmente ainda pouco se sabe sobre estas questdes em plantas.
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4 MATERIAL E METODOS

Os estudos relatados neste trabalho foram realizados no Centro de Energia Nuclear na
Agricultura  (CENA/USP), Piracicaba, SP; no Structural Genomics Consortium
(SGC/UNICAMP), Campinas, SP e no Centro Nacional de Biotecnologia do Consejo Superior
de Investigaciones Cientificas (CNB/CSIC), Madrid, Espanha.

4.1 Material Vegetal

Foram utilizadas neste trabalho sementes de plantas selvagem de Arabidopsis thaliana
ecotipo Columbia-0 (Col-0) e sementes de plantas mutantes nocaute por insercao de T-DNA
AtPI4Kyl (SALK_022869). Parte das sementes foram cedidas pelo Prof. Dr. Marcio Alves-
Ferreira do Departamento de Genética da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) e
parte foram oriundas da colecdo de mutantes do Arabidopsis Biological Resource Center
(ABRC), Ohio State University, Ohio, EUA. Em relacdo as sementes oriundas da colecdo de
mutantes do ABRC, dois lotes de sementes foram utilizados: primeiro lote correspondente a
linhagem AtPI4Kyl (SALK_022869) e segundo lote de sementes correspondente a linhagem
AtPI4Kyl (SALK_022869c) homozigota confirmada.

As sementes foram desinfestadas em solucgéo de etanol (70%, 2 min), seguido por Tween
20 (0,05%, 2 min) e novamente etanol (100%, 2 min). Uma vez secas, as sementes foram
introduzidas em placas de Petri contendo meio de cultura %2 MS (Murashige; Skoog, 1962)
solidificado com &gar (0.9% p/v). Apods trés dias a 4°C para vernalizar, as culturas foram
mantidas em sala de crescimento, ou em fitotron, a temperaturas entre 21-23 °C, fotoperiodo
de 16 h. Apos duas semanas, as plantulas tipo selvagem e mutantes foram transferidas para
substrato (mistura composta Plantmax® — Eucatex) e vermiculita (2:1) e mantidas sob as
mesmas condi¢Ges ambientais.

Plantas de Nicotiana benthamiana também foram utilizadas neste trabalho. Apds a
germinacdo das sementes, as plantulas foram transferidas para vasos individuais, contendo uma
mistura de 2:1 de terra e substrato. As plantas foram mantidas em camara de crescimento com
ambiente controlado, a temperaturas entre 21-23 °C, umidade relativa média de 55 %,
fotoperiodo 12 h e irrigadas semanalmente com solugdo de macronutrientes (NPK 30-10-10).
Para os experimentos de localizacdo de proteinas e co-localizagdo, foram utilizados individuos

com 60-80 dias ap0s a germinacao.
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4.2 Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados foram preparados dissolvendo-se 0s respectivos
componentes em agua destilada e ajustando-se o pH quando necessério. Todos 0s meios de
cultura foram esterilizados em autoclave, a 120 °C, durante 20 min.

. Meio LB (Luria-Bertani)

Para 1 litro de meio LB foram adicionados 10 g de triptona, 5 g de extrato de levedura

e 10 g de NaCl. Para o meio LB sdlido, foi adicionado 1,5% de agar bacterioldgico.

Meio MS para plantas (Murashige; Skoog, 1962)

Foram adicionados 4,4 g de sais MS, 30 g de sacarose, 0,5 g de MES em 1 litro de 4gua
destilada. O pH do meio foi ajustado para 5,8 com KOH 1M. Para meio solido foram
acrescentados 7 g/L de agar bacteriolégico. Ao meio de cultura MS, de acordo com a
necessidade, foram adicionados diferentes antibidticos para selecdo. Para meio de cultura %

MS, foi utilizada a metade da concentracao dos sais MS.

Meio YPD para leveduras

Para 1 L de meio YPD foram adicionados 5 g/L de extrato de levedura, 10 g/l de peptona,
20 g/l de glucose, e para meios de cultura sélidos foram adicionados 20 g/l de &gar

bacterioldgico.

. Meio YSD para leveduras

Para 1 L de meio YSD foram adicionados 6,7 g Yeast Nitrogen Base (YNB), 20 g de
dextrose (D+glucose). Para meio YSD solido, adicionou-se 20 g/l de agar. Antes de ser
utilizado, foram adicionados os aminoacidos necessarios de acordo com a selecdo desejadas
(Tabela 1).
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Tabela 1. Componentes da solugdo dropout para cultivo de leveduras

Componente Quantidade
(mg/L)
Isoleucine 300
L-Valine 1500
L-Adenine hemisulfate salt 200
L-Arginine HCI 200
L-Histidine HCI monohydrate 200
L-Leucine 1000
L-Lysine HCI 300
L-Methionine 200
L-Phenylalanine 500
L-Threonine 2000
L-Tryptophan 200
L-Tyrosine 300
L-Uracil 200

Meio TB Salt

Para 1 litro de meio TB Salt foram adicionados 24 g de extrato de levedura, 20 g de
triptona, 4mL de glicerol, 0,017 M de tampéo fosfato (0,17 M KH2PQOs4, 0,72 M K2HPO34) e
0,072 M KH2PO4. Apds a autoclavagem, foram adicionados 100 mL de tampdo fosfato

esterilizado.

4.3 Preparo de células competentes para eletroporacao

4.3.1 Escherichia coli

Inicialmente uma coldnia de E. coli, cepas BL21 e DHS5c, foram cultivadas
separadamente em 10 mL de meio LB liquido sob agitacéo (250 rpm), a 37°C, por 16 h. Todos
0s procedimentos posteriores descritos foram realizados separadamente para cada cepa. Em
seguida, 10 mL da cultura foram inoculados em 100 ml de meio LB e cultivados a 37°C, sob
agitacdo (250 rpm), até atingir D.Osoo entre 0,5 e 0,8. A cultura foi entdo incubada em gelo, por
30 min, e centrifugada a 4000 g durante 15 min, a 4°C. O sobrenadante foi descartado e 0

precipitado ressuspenso em 10 ml de H>O ultrapura estéril, a 4°C, e centrifugado novamente.
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Mais uma vez o sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso em 10 mL de H>O
ultrapura esteril, a 4°C. Depois de nova centrifugacdo, as células foram ressuspensas em 20 mL
de glicerol 10% esteril, a 4°C, e centrifugadas uma ultima vez. O precipitado foi finalmente
ressuspenso em 2 mL de glicerol 10% estéril, a 4°C. As bactérias foram distribuidas em

aliquotas de 40 pL e estocadas a -80 °C, até 0 momento do uso.

4.3.2 Agrobacterium tumefaciens

Inicialmente uma col6nia de A. tumefaciens, cepa GV3101, foi cultivada em 5 mL de
meio LB liquido acrescido dos antibidticos rifampicina (100 pg/mL) e estreptomicina
(100 pg/mL). A cultura foi mantida sob agitacdo (120 rpm), a 28°C, durante 16 h, e entdo
inoculada em 200 mL de meio LB, crescendo nas mesmas condicOes até atingir D.Osoo entre
0,5 e 0,6. Em seguida, e cultura foi centrifugada a 6000 g, a 4°C, por 10 min. Depois de
descartado o sobrenadante, o precipitado foi ressuspenso em 10 mL de H2O ultrapura estéril e
a suspensdao foi novamente centrifugada. Novamente foi descartado sobrenadante e o
precipitado foi ressuspenso em 10 mL de H2O ultrapura estéril e novamente foi centrifugado.
O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em 10 mL de glicerol 10% estéril
gelado. A suspensdo foi mais uma vez centrifugada, o sobrenadante descartado e o precipitado
ressuspenso em 2 mL de glicerol 10% estéril. As bactérias foram distribuidas em aliquotas de

40 pL e mantidas a -80 °C, até 0 momento do uso.

4.4 Transformacdo de células

4.4.1 Transformacéo de Escherichia coli por eletroporacao

Todas as etapas foram realizadas em gelo. Inicialmente 2 L. do DNA (~20 ng) foram
adicionados a 40 puL de suspensao de células competentes. Apds 1 min, a mistura foi transferida
para cuvetas de eletroporagédo (0,1 cm) (BIO-RAD), sendo em seguida submetida a um pulso
elétrico de 3 s no eletroporador (Gene Pulser Apparatus BIORAD), regulado para 25 pF,
200 ohms e 1,80 kV. Imediatamente apo6s o pulso elétrico, 500 pL de meio LB liquido foram
adicionados a cuveta. A suspensdo foi entdo transferida para um tubo e incubada a 37°C, por
1h, sob agitacao (300 rpm). Em seguida, uma aliquota de 100 puL foi plaqueada em meio LB
solido acrescido dos respectivos antibioticos de selecéo e as culturas foram incubadas a 37°C,
por 16h.
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4.4.2 Transformacéo de Agrobacterium tumefaciens por eletroporagéo

A transformacdo de células de A. tumefaciens por eletroporacao se deu de modo muito
similar a preparacao realizada em células de E. coli (item 4.4.1), sendo a incubacéo por 4 h, a
28°C, a 150 rpm antes de serem plaqueadas. A solucédo eletroporada foi plagueada (200 ul a
500 pl) e incubada a 28°C por 48 horas.

4.5 Extracdo de DNA gendmico

Para extracdo de DNA gendmico total, foram utilizadas plantas adultas de A. thaliana
tipo selvagem e mutantes. Discos foliares de cada individuo foram coletados e colocados em
um microtubo de 1,5 mL contendo 400 pL de tampao de extracdo (Tris 200mM pH 7.5; NaCl
50mM; EDTA 25mM pH 8.0; SDS 0,5%) e maceradas com o auxilio de um pistilo no préprio
tubo. Em seguida a solugéo foi centrifugada a 13.000 rpm durante 2 min. O sobrenadante
(300 pL) foi transferido para um novo tubo. Depois do acréscimo de 300 puL de isopropanol
(100 %), o contetdo do tubo foi misturado por inversdo, deixado a temperatura ambiente
por 2 min e em seguida centrifugado a 300 rpm, por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o
precipitado, contendo o DNA, foi lavado com 300 uL de etanol (70%). Novamente o tubo foi
submetido a temperatura ambiente, por 1 hora, e depois de seco, 0 DNA foi ressuspenso em

50 uL de H20 ultrapura e estocado a -20° C, até 0 momento do uso.

4.6 Genotipagem dos mutantes

As linhagens mutantes para o gene AtPI4Kyl foram genotipadas através de PCR usando
trés iniciadores (Tabela 2). Para amplificar uma regido de aproximadamente 900 pb do gene
interrompido pelo T-DNA, foram utilizadas a combinagdo CA_LP F x CA_RP R e para
amplificar um fragmento de 410 + 900 pb (300 pb entre a extremidade 3’ do gene e o sitio de
insercdo do T-DNA, mais 110 pb entre a regido de anelamento do iniciador LBb1.3 e a
extremidade 5° do T-DNA), foram utilizadas duas combinagdes: CA_LP F x LBbl1.3 e
CA_RP R x LBDb1.3 (Apéndice A). A PCR foi realizada em um volume de 25 pL contendo
50 ng de DNA gendmico; deoxinucleotideo trifosfato (ANTP) 0,2 mM; MgCI2 1,5mM; 0,2 uM
de cada iniciador (Tabela 2); 0,5 U tag DNA Polimerase (Invitrogen™); e tampao de

amplifica¢do (Invitrogen™). A reacdo foi iniciada a partir de uma etapa de desnaturacdo a 94°C,
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por 5 min, seguida de 40 ciclos (94°C 45 s, 59°C 1 min, 72°C 2 min 30 s) e uma etapa final de
extensédo a 72°C por 10 min.

Tabela 2. Sequéncias amplificadoras utilizadas para genotipagem dos mutantes

Iniciadores Sequéncia 5° ----- 3

CA LPF 5" CTGAATGCCTTCGTCCGTAT 3°
CA_RPR 5> TGGAGAAATCCCGAGTCATC 3’
LBb_1.3 5> ATTTTGCCGATTTCGGAAC 3’

A Tabela 3 indica o resultado esperado do padrdo de bandas oriundas das andlises de
genotipagem. A presenca de bandas A ou B e A + B indica plantas homozigotas (podendo
apresentar uma ou duas insercdes de T-DNA), a presenca de bandas A + C ou B + C, indica
plantas heterozigotas e a presenca de bandas C indica, categoricamente que a planta é selvagem.
O gene AtPI4Kyl esté localizado no cromossomo 2 de A. thaliana e ndo possui introns.
Apresenta tamanho total de 1658 pb e, em plantas mutantes, o T-DNA interrompe a regido
codificante do gene, inserindo-se entre o codon de inicio e o dominio PI4Ky1. (Para maiores

informacdes, consulte Apéndice A).

Tabela 3. Genotipagem das plantas provenientes de sementes de mutantes

Iniciadores Bandas Fragmento Fragmento Genotipagem
esperado até 1° esperado até 2°
insercdo de T-DNA  insercdo de T-DNA

CA_LPxLB1.3 A 680 pb 600 pb A = Homozigoto
(380 + 300%*) A+C=
Heterozigoto
CA RPxLB1.3 B 1083 1169 pb B = Homozigoto
(869 + 300%*) B+C=

Heterozigoto

CA LPxCA RP C 1467 pb - C = Selvagem

* Pares de bases correpondentes a borda do T-DNA até o inicio dos iniciadores
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4.7 Eletroforese em gel de agarose

Para checagem dos fragmentos de DNA os produtos de PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose (1%, w/v), preparado com tampédo TBE 0,5X [50 mM Tris-base;
50 mM é&cido bérico; 2 mM EDTA]; pH 8, agarose 1% e 0,5 pug/ml de brometo de etideo
(Sambrook; Fritsch; Maniatis, 1989). As amostras foram preparadas adicionando
1 pl de tampao de carregamento [0,25% azul de bromofenol, 0,25% xileno cianol e 15% ficol
tipo 400-DL] para cada 5 pl de amostra. O tempo e velocidade das corridas variaram de acordo
com o tamanho do gel preparado, tamanho da cuba e do fragmento esperado. Os tamanhos dos
fragmentos de DNA foram inferidos com base na migracdo dos fragmentos do marcador de
peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). Apos a eletroforese, o gel foi retirado da
cuba e transferido ao sistema Kodak Gel Logic 100 Imaging System (Kodak). As imagens
foram capturadas através do software que acompanha o sistema, e as condi¢des de exposicao e

iluminacdo foram otimizadas para melhor visualizag&o.

4.8 Extracdo de RNA

Inicialmente, os botdes florais de plantas de A. thaliana previamente genotipadas,
selvagens e mutantes para o gene A¢tPI4Kyl foram coletados e imediatamente congelados em
nitrogénio liquido. No mesmo dia, cada amostra (100-200 mg) foi macerada em nitrogénio
liquido, utilizando-se microtubotubo de 2 ml e pistilos. O reagente TRIzol® (Ambion, Life
Technologies) foi usado para extracdo de RNA, de acordo com as intrugdes do fabricante.
Ao final da extragdo, o RNA de cada amostra foi ressuspendido em 30 pl de agua DEPC 0,1%.
As amostras foram quantificadas em NanoDrop e foram tratadas com a enzima DNAse para a
degradacdo de eventuais moléculas de DNA gendmico, que possam ter sido transferidas
juntamente com o0 RNA durante a extracdo com o TRIzol. Este tratamento foi realizado segundo
o0 protocolo do kit DNA-freeTM (Applied Biosystems).

4.9 Sintese de cDNA e RT-gPCR

O RNA tratado com DNase foi submetido a reacdo enzimatica com a transcriptase
reversa (SuperScriptTM Il - 200 U/ul, Invitrogen) e convertido a CDNA. As reag¢des foram
feitas de acordo com os protocolos do fabricante. Para determinacdo dos niveis de expressao

do gene de estudo, foram feitas reacdes de qRT-PCR utilizando-se o reagente SYBR® Green,
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intercalante de DNA dupla-fita. A RT-gPCR foi realizada no equipamento PCR Répido em
Tempo Real 7500 (Applied Biosystems) e a amplificagdo foi realizada com iniciadores
apresentados na Tabela 4. Em cada pogo de uma placa de 96 pogos foram misturados 3,6 puL do
cDNA (diluido 1:40), 6,4 mL dos iniciadores RT-PCR F e RT-PCR R (0,2 mM cada), e 10 uL
do SYBR Green PCR Master Mix. O controle negativo utilizado foi H2O ultrapura estéril. As
condicdes de PCR foram as seguintes: 95°C 5 min, 40 vezes (95°C 15 s; 60°C 1 min), e a curva
de dissociacao a 95°C 15 s, 50°C 1 min, 90°C 15 s. O gene normalizador utilizado nas analises
foi o gene actina e como calibrador foi utilizado cDNA de uma planta mutante. Para cada
amostra, foram feitas reacGes em triplicatas técnicas, diminuindo possiveis erros de pipetagem.
As estimativas de quantificacdo relativa foram feitas pelo método Delta-Delta-CT (Pfaffl,
2001).

Tabela 4. Sequéncias amplificadoras utilizadas para analises de RT-gPCR

Nome Sequéncia 5"--- 3°

RT-PCRF 5> GATGACTCGGGATTTCTCCA 3’
RT-PCRR 5> TGGTGTATCTCCACCGTCAA 3’
Actina F 5" TATGCCAACACAGTGCTGTCTGG 3’
Actina R 5" TACTCCTGCTTGCTGATCCACAT 3

4.10 Caracterizacao anatémica e ultraestrutural do desenvolvimento de grdos de p6len mutantes

para o gene AtPI4Kyl

4.10.1 Microscopia de luz

Com o objetivo de analisar o desenvolvimento de anteras e graos de pdlen tipo selvagem
e mutantes para o gene AtPI4Kyl, botbes florais de trés plantas mutantes e de trés plantas
selvagens (controle) de A. thaliana foram coletados. Em seguida, as amostras foram fixadas em
solucdo de Karrnovsky modificada (Karnovsky, 1965) (glutaraldeido (2%), paraformaldeido
(2%), CaCl (0,001 M) em tampéo cacodilato de sodio (0,05 M)), pH 7,2, submetidas a vacuo



43

até que os tecidos estivessem completamente submersos, e em seguida, foram mantidas sob
refrigeracdo para posterior processamento das analises de microscopia de luz, ou eletronica de
transmissao.

Para o processamento de amostras para analises histoldgicas através de microscopia de
luz, anteras em diferentes estigios de desenvolvimento (estdgios 8, 9, 10 e 11) foram
selecionadas de acordo com Sanders et al. (1999). Amostras fixadas foram desidratadas em
série crescente de etanol (35-100 %), seguido de propanol (100 %) e butanol (100 %), seguido
de infiltracdo em solucéo crescente de butanol:meio de infiltracdo (historesina, Leica), até meio
de infiltracdo puro, seguido de emblocagem em historesina (Leica), a temperatura ambiente. As
amostras foram lavadas em tampdo cacodilato de sodio (0,1 M) e imediatamente pos- seccbes
semifinas (5 pm) foram obtidas em micrétomo rotativo Leica (RM 2155), montadas em laminas
histoldgicas, coradas com fucsina acida (0,05 %), seguida de azul de toluidina (0,01 %) e secas
a temperatura ambiente. Posteriormente as seccdes foram recobertas com Entelan (Merck,
Millipore) e laminula, analisadas e fotografadas em microscopio de luz transmitida, Zeiss

Axioscorp2 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha).

4.10.2 Microscopia eletronica de transmissao

As analises de microscopia eletrénica de transmissao foram realizadas para estudo da
ultraestrutura de anteras e grdos de pdlen mutantes para o gene AtPI4Kyle selvagens. Anteras
(estagios 1-8) selecionadas de acordo com Sanders et al. (1999), coletadas, fixadas e mantidas
sob refrigeracdo (item 4.10.1), foram lavadas em tampdo cacodilato de sédio (0,1 M) e
imediatamente pos-fixadas em tetroxido de 6smio (1%) por 1 h, seguido de lavagens em solugéo
salina (0,9%) e pré coloragdo em acetato de uranila (2,5%).

Em seguida os botdes florais foram desidratados em concentragdes crescentes de
acetona [50, 70, 90, 3x 100% (v/v); 10 min cada etapa]. As amostras foram gradualmente
infiltradas em resina epoxy Spurr (Electron Microscopy Sciences, Washington, PA, USA), nas
proporcdes acetona 2:1 Spurr (1-2 h), acetona 1:1 Spurr por 12 h e por fim Spurr puro por 6 h.
As amostras foram colocadas em moldes contendo Spurr e polimerizadas a 70°C por 48 h.
As seccOes ultrafinas (60 nm) foram realizados com navalha de diamante em ultramicrétomo
Reichert. A contrastagcdo dos cortes foi realizada com acetato de uranila (2,5%) e citrato de
chumbo, segundo Reynolds (1963). As sec¢bes foram observadas sob microscopio eletronico
de transmisséo Zeiss EM 900 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha) e imagens digitais foram obtidas.
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4.11 Elaboracdo dos vetores de expressao em plantas

Todas as reacdes de recombinacdo utilizadas nas clonagens neste trabalho foram
realizadas utilizando o sistema Gateway (Gateway Technology, Life Technologies).
As construgdes génicas utilizadas, estdo descritas na Tabela 5. Informacdes sobre os vetores
utilizados (pGWB5 e pGWB6) foram baseadas em estudos realizados por Nakagawa et al.
(2007). A construcdo génica 35S::DDal-GFP foi cedida pelo Dr. Vicente Rubio, para uso como
controle em experimentos de expressdo transiente em N. benthamiana. A construgdo génica
pAtPI4Ky1::AtPI4Ky1-GFP, dirigida pelo promotor do gene AtPI4Kyl, foi cedida pelo Prof.
Francisco Scaglia Linhares do Laboratorio de Desenvolvimento Vegetal (LabDev) do Centro
de Energia Nuclear na Agricultura (CENA/USP). O gene A¢tPI4Ky1 clonado no vetor de entrada
PCR8 serviu como template para a realizacdo das etapas posteriores das clonagens.
As sequéncias amplificadoras utilizadas durante a elaboragédo e confirmacao das clonagens de

expressao estdo descritas na Tabela 6.

Tabela 5. Construgdes génicas binarias utilizadas para expressao em plantas

Construcédo génica Vetor Resisténcia em Amplificadores Espécie
planta transformada
35S::4tPI4Ky1-GFP pGWB5 canamicina e PI4K.BF/PI4K3GLY.BR N. benthamiana
C-terminal (Nakagawa higromicina Amino-terminal e A. thaliana
et al., 2007)
35S:: AtPI4Ky1-GFP pGWB6 PI14K3GLY.BF/PI14K.BR N. benthamiana
N-terminal (Nakagawa canamicina e STOP
etal., 2007) higromicina Carboxilo-terminal
pAtPI4Kyl::AtPI4Kyl-  pHGWFS7 higromicina (Cedido por F. Linhares) A. thaliana
GFP
35S::DDal-GFP pGWBA4 - Controle N. benthamiana
(Nakagawa (Cedido por V. Rubio)

et al., 2007)
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Tabela 6. Sequéncias amplificadoras utilizadas durante a elaboragédo e confirmacdo das

clonagens de expresséo

Iniciadores Sequéncia 5° ----- 3’
PI4K.BF 5> GGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTATATGAATTGCTTGGCTACGACC 3’
PI4AK3GLYBR 5’ GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTAACCGCCACCAATTTCGCAGGAG
CATCCTA 3
PI4K.3GLYBF 5’ GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGCCTATATGGGTGGCGGTATGATGAAT
TGCTTGGCTA 3’
PI4K.BR STOP 5’ GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTATCAAATTTCGCAGGAGCATCCT
AATC 3’
M13 F 5> GTAAAACGACGGCCAG 3’
M13 R 5" CAGGAAACAGCTATGAC ¥’
PI4AK F 5> ATGAATTGCTTGGCTACGACC 3’
PI4AK R 5> CAGCATGTCTGTCAAGGTTCAGG 3’
pDONR207 F 5 TCGCGTTAACGCTAGCATGGATCTC 3’
pDONR207 R 5° GTAACATCAGAGATTTTGAGACAC 3’
PIAKSEQ LRF 5 GAAGAGAGGAGGCAAGCAAG 3’

PI4K SEQ LR R

5" CGATGGATGTTGTCATCTTC 3’
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4.11.1 CaMV35S::4¢tPI4Ky1-GFP | pGWB5

O gene AtPI4Kyl presente no vetor PCR8 foi amplificado via PCR, utilizando os
iniciadores PI14K.BF e PI4K3GLYBR (Tabela 6). Esta combinacao de iniciadores apresenta as
caudas att’s do sistema Gateway, trés glicinas ao final da cauda att no iniciador reverse e ndo
apresenta STOP codon. A reacdo de PCR foi realizada utilizando o seguinte programa: 94 °C
por 3 min, mais 35 ciclos de 94 °C por 30 seg, 52 °C por 30 seg, 72 °C por 1 min e uma extensao
final de 72°C por 4 min. O fragmento amplificado (1757 pb) correspondente ao gene AtPI4Kyl
foi excisado do gel de agarose (1%), purificado pelo Kit Quiaex Il gel Extraction (Qiagen,
Hilden, Germany) e sequenciado utilizando iniciadores M13F e M13R (Tabela 6). Apos a
confirmacdo do sequenciamento, o DNA purificado foi clonado no vetor de entrada
pDONR207, utilizando a enzima Gateway BP Clonase (Invitrogen), seguindo as instrucdes do
fabricante. Em seguida, a reacdo de ligagdo foi introduzida por eletroporagdo em células
eletrocompetentes de E. coli previamente preparadas. As células foram transferidas para meio
de cultura S.0.C. (1 ml, S.0.C. medium — Invitrogen, Carlsbad, USA) e incubadas sob agitacao
(1 h; 180 rpm; 37 °C). Apds este periodo, a suspensdo (200 mL) foi plagueada em meio de
cultura LB suplementado com o antibiético canamicina (50 mg mt?) e incubada (16 h; 37 °C)
para o crescimento das coldnias. As colonias obtidas foram analisadas por PCR, utilizando-se
iniciadores PI4K F e PI4K R (Tabela 6) para a deteccao do fragmento do gene AtPI4Kyl.

Posteriormente, a extracdo dos plasmideos de colonias foi feita com o kit “Wizard Plus
SV Minipreps DNA Purification System’ (Promega, Madison, USA) e os fragmentos
correspondentes a reacdo de ligagdo foram isolados do gel de agarose e purificados pelo Kit
Quiaex Il gel Extraction (Qiagen, Hilden, Germany). Para confirmar a transformagéo, realizou-
se 0 sequenciamento da reacdo utilizando iniciadores do vetor pPDONR207, pDONR207 F e
pDONR207 R (Tabela 6). Por fim, ap6s a confirmacao da transformacao, a reacdo de entrada
AtPI4Ky1+ pDONR207 foi clonada no vetor de destino pGWB5 (Nakagawa et al., 2007), que
apresenta o promotor constitutivo CaMV 35S, utilizando a enzima Gateway LR Clonase
(Invitrogen) seguindo as instrugdes do fabricante. Para isto, a reacdo de ligacdo e células
completentes de E. coli foram eletroporadas. A suspensdo bacteriana foi entdo plagueada em
meio de cultura LB, suplementado com o antibi6tico canamicina (50 mg/mL™1), e incubada (16
h; 37 °C) para o crescimento das colbnias e a confirmacgéo da clonagem foi realizada por meio
de PCR de coldnias. Novamente realizou-se a extra¢do dos plasmideos de col6nias com o kit
‘Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System’ (Promega, Madison, USA) e os
fragmentos correspondentes a reacdo de ligacao foram isolados do gel de agarose, purificados
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pelo Kit Quiaex Il gel Extraction (Qiagen, Hilden, Germany) e sequenciados utilizando os
iniciadores PI4K SEQ LR F e PI4K SEQ LR R (Tabela 6). Apos a checagem da transformacéo
por sequenciamento, os cultivos liquidos foram preparados e os estoques em glicerol (50 %),

mantidos a -80°C.

4.11.2 CaMV35S::4tPI4Ky1-GFP | pGWB6

O gene AtPI4Kyl presente no vetor PCR8 foi amplificado via PCR, utilizando os
iniciadores PI4K.3GLYBF e PI4K.BR STOP (Tabela 6). Esta combinacdo de iniciadores
apresenta as caudas att”s do sistema Gateway®, trés glicinas apds as caudas no iniciador foward
e apresenta STOP cddon. A reacdo de PCR foi realizada utilizando o seguinte programa: 94 °C
por 3 min, mais 35 ciclos de 94 °C por 30 seg, 52 °C por 30 seg, 72 °C por 1 min e uma extensao
final de 72°C por 4 min. O fragmento amplificado (1769 pb) correspondente ao gene A¢tPI4Kyl
foi excisado do gel de agarose (1%), purificado pelo Kit Quiaex Il gel Extraction (Qiagen,
Hilden, Germany) e sequenciado utilizando iniciadores M13F e M13R (Tabela 6). Apés a
confirmacdo por sequenciamento, procedeu-se a clonagem no vetor de entrada pDONR207 e
confirmacdo de todas as etapas subsequenes (item 4.11.1). Por fim, ap6s a confirmacdo por
sequenciamento, a reacdo de entrada AtPI4Kyl+pDONR207 foi clonada no vetor de destino
pGWB6 (Nakagawa et al., 2007), que também apresenta 0 promotor constitutivo CaMV35S.

Todas as reacdes subsequentes ocorreram conforme descrito no item 4.11.1 deste documento.

4.12 Transformacdo genética de plantas de A thaliana pelo método “floral dip”

As construcbes génicas para expressdo em plantas 35S::4¢PI4Kyl-GFP C-terminal
(dirigida pelo promotor constitutivo 35SCaMV) e pAtPI4Kyl::AtPI4KyIl-GFP (dirigida pelo
promotor do gene AtPI4Kyl), foram introduzidas nas células competentes de A. tumefaciens..
O cultivo de A. tumefaciens foi preparado a partir de uma colénia da bactéria contendo o vetor
de interesse, cultivado por 24h em 5 mL de meio LB liquido acrescido dos antibiéticos de
selecdo, no escuro, sob agitagdo de 120 rpm, a 28°C. Esse pré-inoculo foi colocado em
200 mL de meio LB liquido com os antibioticos de selecéo e cultivado por 16h (ou até atingir
ODsoo de 0,8), nas condigdes citadas anteriormente. A cultura foi centrifugada por 20 minutos
a 10.000 g, e o precipitado ressuspenso em 200 mL de solugdo contendo sacarose (5 %) e
surfactante Silwe L-77 (0,01 %). Em paralelo, plantas de A. thaliana foram cultivadas em

camara de crescimento até 0 momento da floracéo. Para quebrar a dominancia apical e aumentar
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0 nimero de inflorescéncias, o primeiro eixo floral das plantas foi excisado. Dez a doze dias
ap6s o corte, os individuos apresentaram novas hastes florais com inflorescéncias.
As inflorescéncias foram embebidas na solucdo de A. tumefaciens por cerca de 1 min, sob
agitacdo manual. Depois do embebimento, as plantas inoculadas foram colocadas deitadas sob
uma redoma pléstica, durante 16 h, para manter elevada umidade. As plantas foram mantidas
em camara de crescimento até apresentarem sementes maduras, que foram coletadas e estocadas
a 4°C em dessecador, até o0 momento do uso. Para a selecdo dos transformantes, sementes
produzidas pelas plantas transformadas foram semeadas em placas de Petri contendo meio MS
acrescido do antibidtico correspondente a resisténcia de cada construcdo génica utilizadas
durante o processo de transformacao genética (Tabela 5).

4.13 Expressao transiente de ATPI4Ky1 em folhas de Nicotiana benthamiana

Os experimentos de expressdo transiente de AtPI4Kyl em folhas de N. benthamiana
foram realizados no Centro Nacional de Biotecnologia do Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas (CNB/CSIC), Madrid, Espanha.

As construcdes génicas 35S::AtPI4Kyl-GFP (C-terminal) e 35S::AtP/4Kyl-GFP
(N-terminal) foram utilizadas para os ensaios de expressao transiente em folhas de plantas de
N. benthamiana. Também foi utilizado o plasmideo pCB301-p19, que contém a proteina de
supressao do silenciamento génico p19 do virus do nanismo do tomate (TBSV — Tomato Bushy
Stunt Virus) (Voinnet et al., 2003). Nestes experimentos, como controle positivo foi utilizada
uma construcdo 35S::DDal-GFP devido sua expressdo conhecidamente nuclear (Irigoyen et
al.,, 2014) e, como controle negativo dos experimentos, foram utilizadas folhas de
N. benthamiana né&o agroinfiltradas.

Uma colbnia de A. tumefaciens contendo cada uma das construgfes génicas e
pCB301-p19 foi inoculada em 5 ml de meio de cultura LB liquido suplementado pelos
antibidticos canamicina (50 mg/mL™) e rifampicina (25 mg/mL™) e mantidos por 24 horas a
28° C e 200 rpm. Em seguida, as culturas foram centrifugadas em tubo de 1,5 ml a 2500 x g
por 5 minutos. O precipitado celular resultante de cada cultura foi ressuspendido em 1 ml de
meio de cultura de ativagdo (10mM 2N-morpholino ethanesulfonic acid - MES; 10 mM MgCI2;
200uM de acetoseringona) e incubado em escuro por 4 horas. Apés o periodo de incubacgéo, a
leitura de absorbancia a 600 nm de cada cultura de ativacéo foi determinada e ajustada para o
valor de 0,3 (ODsoo 0,3) com auxilio de meio de cultura de ativagdo. Em um tubo de 15 ml,
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foram preparadas as seguintes misturas para agroinfiltracdo: 35S::A4tPI4KyIl-GFP
(C-terminal)+pCB301-p19; 35S::A4tPI4Ky1-GFP (N-terminal)+pCB301-p19 e
35S::DDal+p19. Ao final, adicionou-se a cada mistura 50 ul de acetoseringona (100 uM).

O processo de agroinfiltracdo das misturas foi realizado em folhas jovens de plantas de
N. benthamiana com aproximadamente um més de idade, cultivadas em casa-de-vegetacao.
Com o auxilio de uma seringa de 1ml, a mistura de ativacéao foi delicadamente aplicada na face
abaxial das folhas, até o surgimento de resisténcia por parte do tecido foliar, caracterizada pelo
principio de exudacdo da mistura injetada. Foram agroinfiltradas cerca de trés a quatro folhas
jovens de quatro plantas para cada amostra e em seguida as plantas foram mantidas em casa-

de-vegetacdo por trés dias, até 0 momento da analise em microscopia confocal.

4.14 Co-localizacdo de ATPI4Kyl em linhagens marcadoras de compartimentos celulares
“WAVE” reporter

A construcdo génica 35S::4tPI4Ky1-GFP (C-terminal) foi utilizada para os ensaios de
co-localizagdo com marcadores de compartimentos celulares especificos “WAVE” repoOrter
através da expressao transiente em N. benthamiana. Os marcadores “WAVE” sdo uma série de
plasmideos que foram geradas de maneira estavel expressando fusfes de proteinas marcadoras
de compartimentos ccelulares através de tags fluorescentes espectralmente distintas. Sao
selecBes com padrdes distintos de localizacdo subcelular e expressdo estavel, ndo toxica,
multicoloridos, utilizados em analises combinatérias dos compartimentos das membranas das
células das plantas, tanto em microscopia de imagem ao vivo como por microscopia
imunoeletrénica (Geldner et al., 2009). Os plasmideos contendo marcadores “WAVE” utilizados
neste estudo foram previamente selecionados com base na literatura (Cardona-Lépez et al.,
2015) e estdo descritos na Tabela 7. Para realizar os ensaios de co-localizacdo da proteina desse
estudo, apés o crescimento de colbnias de A. tumefaciens contendo a construcdo génica
35S::4tPI4Ky1-GFP (C-terminal) e de A. tumefaciens contendo os plasmideos das linhagens
marcadoras “WAVE” selecionados, uma col6nia de cada construcdo génica foi inoculada em
5 ml de meio de cultura LB liquido suplementado pelos antibidticos canamicina (50 mg/mL™)
e rifampicina (25 mg/mL™) e mantido por 24 horas a 28° C e 200 rpm. Além disso, também foi
inoculada uma col6nia de A. tumefaciens contendo o plasmideo pCB301-p19 (Voinnet et al.,
2003). O protocolo para ativagdo, incubacdo e inoculacdo de A. tumafeciens em folhas de

N. benthamiana se deu conforme descrito anteriormente (4.13).
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Tabela 7 — Marcadores “WAVE”* utilizados nos ensaios de co-localiza¢do

NUmero Nome U-clone Localizacdo

Late endosome/

2 RabF2b U09899 pre-vacuolar
compartment

18 Gotlp homélogo  U63080 Golgi
Endosomal/

24 Rab A5d U22946 Recycling
endosome
Golgi/

33 Rab D2b U10162 Endosomal

*Para uma visao geral das linhagens “WAVE” consulte Geldner, 2009

4.15 Analises em microscépio confocal

Com o auxilio de uma lamina de bisturi, folhas de N. benthamianas previamente
agroinfiltradas foram seccionadas em cortes de aproximadamente 2 cm?. Os cortes foram
posicionados em laminas com uma gota de agua ultrapura cobertas por laminulas. As analises
das amostras foram realizadas através do microscopio confocal Leica TCS SP5 (Leica
Microsystems) do Centro Nacional de Biotecnologia / Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas (CNB/CSIC) em Madrid/Espanha. O laser utilizado nas analises foi de argdnio, e 0
comprimento de onda para excitacdo de cada fluoréforo foi: 488 nm para o GFP e 520 nm para
o mRFP/mcherry. A captacdo no detector foi feita nos comprimentos de onda 500-590 nm para
GFP e 545-600 nm para mRFP/mcherry. A aquisicdo das imagens foi realizada de modo
sequencial, assim cada laser foi acionado separadamente, evitando crosstalking (interferéncias
causadas pela excitacdo similar de fluoréforos). As capturas e montagens das imagens foram

feitas através do software Leica LAS AF v.2x.
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4.16 Extragdo da proteina ATPI4Ky1 de Nicotiana benthamiana para confirmacéo da expressao

transiente

Com o objetivo de confirmacdo da presenca da proteina AtPI4Kyl em plantas
de N. benthamiana utilizadas nos ensaios de expressao transiente, foi realizada a extragéo de
proteinas das folhas agroinfiltradas. Para isso foram selecionadas somente as regides foliares
agroinfiltradas e coletado um disco foliar por folha agroinfiltrada de cada planta (totalizando
3 discos foliares) por amostra. A extracdo de proteinas foi iniciada a partir da maceracdo do
tecido em nitrogénio liquido. Em seguida, foi adicionado 100 uL de tampao extragdo (50 mM
Tris-HCI, 150 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 1 mM de phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF)
(Sigma Aldrich), 0,5 M de SDS 20%, 8 M de uréia, 1 M dithiothreitol (DTT) (Sigma Aldrich))
e as amostras foram incubadas a 99° C, por 5 min. Apds a incubacdo, as amostras foram
centrifugadas a 13000 rpm, por 10 min, e o sobrenadante foi separado e transferido para um
novo tubo. Apds o preparo das fracdes sobrenadantes dos extratos protéicos, estas foram
submetidas a eletroforese em SDS-PAGE (do inglés, Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide

gel electrophoresis) ou gel de poliacrilamida e analises de Western blot.

4.17 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e Western blot

As amostras foram elaboradas a partir de 20 uL de extrato proteico extraido adicionado
a 10 pL de tampao de carga (63 mM Tris-HCI pH 6.8, 2% SDS, 20% glicerol, 125 mM azul de
bromofenol, 3 mM DTT e 10% de B-mercaptoetanol) e desnaturalizadas durante 5 min. Em
seguida, foi realizada a preparacao das duas fases do gel de poliacrilamida. Primeiramente foi
feita a aplicagdo de 30 pL da mistura com auxilio de microseringa em gel concentrador
(4% de acrilamida:bisacrilamida (29:1) Biorad) e em seguida a aplicagdo de 15 pL gel
separador de 12%, preparados de acordo com Sambrook; Fritsch; Maniatis (1989). A solucdo
tampdo usada na corrida de eletroforese foi preparada a partir das solugdes 25 mM Tris,
192 mM glicina, 0,1% SDS (Tris-glicina 1x). A corrida dos géis se deu primeiramente a 35 mA,
por 30 min, e em seguida, a 55mA, por 1 h. Ap6s a corrida das amostras em gel de
poliacrilamida, o gel foi colocado cuidadosamente sobre uma membrana de polyvinylidene
difluoride (PVDF), Millipore de 0.45 um, previamente ativada, por 1 min, em solu¢do metanol
(20 %).
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O sistema para transferéncia das amostras do gel para a membrana se deu através
de 3 papéis filtro umedecidos em tampédo de transferéncia (50 mM Tris, 40 mM glicina,
0,040 % SDS), membrana ativada, gel de policrilamida e 3 papéis filtro umedecidos em tampé&o
de transferéncia novamente. O material preparado foi colocado em cuba de transferéncia e
submetido a uma voltagem de 110 mA durante 90 min. Em seguida, a membrana foi incubada
durante 1 h em solucéo bloqueadora de leite em pd desnatado (5 % leite em po6 diluido em
tampdo TBS (Tris-HCI 20 mM, pH 7,5, NaCl 150 mM, Tween 0,05 %)). Depois de bloqueada,
a membrana foi submetida a triplice lavagem em tampdo TBS por 10 min cada uma e incubada
com 15 ml de anticorpo primario anti-GFP-HRP (produzido por Milteny Biotecnology, diluicdo
1:2000) a temperatura de 4 °C, overnight. No dia seguinte, novamente foi realizada a triplice
lavagem da membrana com tampdo TBS, por 10 min cada, e submetida a quarta e Gltima
lavagem, por 10 min, em tampdo PBS (Tampdo TBS sem Tween). Posteriormente, para
revelagdo do Western blot, foi utilizado o sistema de deteccdo ECL Plus Western Blotting
Detection System (Amersham). Primeiramente as solugdes 1 (1 ml Tris/HCI 1 M pH 8.5, 100l
Luminol 250 mM, 44 ul p-coumaric acid 90 mM, 8.85 ml dH20) e a solugdo 2 (6 pl H20:
30 %, 1 mM Tris/HCI 1 M pH 8.5, 9 ml dH20) foram misturadas e adicionadas em contato
direto com a membrana, por 2 min. Em seguida, a membrana foi colocada dentro de um plastico
e este foi acomodado em um cassete de autorradiografia GE Healthcare Amersham
Hypercassette, com uma folha de filme sobre o plastico contendo a membrana. De acordo com
a intensidade da luminescéncia, foi estipulado o tempo de incubacdo, podendo variar de 10 s a
40 min. Por fim, o filme foi revelado utilizando solu¢des comerciais (8610248 e 1562826,

KODAK) de acordo com instrugdes do fabricante.

4.18 Ensaios de duplo-hibrido em leveduras Saccharomyces cerevisiae

4.18.1 Elaboracdo do vetor de expressdo em leveduras isca/DNA-BD

Todos os experimentos de duplo hibrido de leveduras deste estudo foram realizados por
meio do protocolo Matchmaker Gold Yeast Two-Hybrid System User Manual, Takara Bio
USA, Inc e foram desenvolvidos no Centro Nacional de Biotecnologia do Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CNB/CSIC), Madrid, Espanha.

Para a elaboracéo do vetor de expressdo isca/DNA-BD utilizado nos experimentos de
screening de duplo hibrido em leveduras (Y2H) foi utilizado o vetor pGBKT7 (Clontech).

O gene AtPI4Kyl presente no vetor PCR8 foi amplificado via PCR, utilizando os iniciadores
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PI4K.3GLYBF e PI4K.BR STOP (Tabela 6). Esta combinacdo de iniciadores apresenta as
caudas att’s do sistema Gateway, trés glicinas ap6s as caudas no iniciador foward e apresenta
STOP codon. A reacdo de PCR foi realizada utilizando o seguinte programa: 94 °C por 3 min,
mais 35 ciclos de 94 °C por 30 s, 52 °C por 30 s, 72 °C por 1 min e uma extenséo final de 72 °C
por 4 min. O fragmento amplificado (1769 pb) correspondente ao gene A¢tPI4Kyl foi excisado
do gel de agarose (1%), purificado pelo Kit Quiaex Il gel Extraction (Qiagen, Hilden, Germany)
e sequenciado utilizando iniciadores M13F e M13R (Tabela 6). Apds a confirmacdo do
sequenciamento, procedeu-se a clonagem no vetor de entrada pDONR207. Em seguida, a
reacdo de entrada A¢tPI4Kyl+pDONR207 foi clonada no vetor de destino pGBKT7 (Clontech)
com auxilio da enzima LR clonase. O vetor pPGBKT7 inclui o promotor T7 entre 0 GAL4 DNA-
BD e o promotor ADH1 e geram uma fusdo GAL4 DNA-BD (Anexo B) clonando o gene de
interesse AtPI4Ky1 in frame com o dominio de ligacdo ao DNA GAL4 do plasmideo pGBKT7
(Tabela 8).

Tabela 8. Vetores utilizados nos experimentos de duplo-hibrido em leveduras Saccharomyces
cerevisiae

Vetor Promotor BD* AD** Selecdoem  Selecdo em Observagdes
levedura bactérias
pGBKT7 t-ADH1 N-term ) Trp (W) canamicina  Descrito no item
4.18.1
pGADT7 fl-ADH1 ) N-term Leu (L) ampicilina Cedido por V.

Rubio

Baseado em Matchmaker Gold Yeast Two-Hybrid System User Manual, Takara Bio, USA, Inc.
*BD: Binding Domain; **AD: Activation Domain. Para maiores detalhes, consulte Anexo B.

4.18.2 Preparo de leveduras competentes Sacharomices cerevisae (Y187)

Para a transformacédo do clone isca (4¢tPI4Kyl+pGBKT7) em levedura, o cultivo de
S. cerevisae cepa Y187 foi realizado em meio de cultura YPD ou YPDA (mesma composi¢do
do meio YPD acrescido de 40 mg/L de adenina), a partir de uma coldnia. A seguir, apds
checagem da DOeoo 0.6, as células foram submetidas a centrifugacéo, por 7 min, a 2.200 rpm;
descarte do sobrenadante e lavagem do pellet com 50 ml de H20 ultrapura autoclavada; nova
centrifugacéo das células, por 7 min, a 2.200 rpm, descarte do sobrenadante e lavagem do pellet
com 25 ml de H.0 ultrapura autoclavada; nova centrifugagdo das células, por 7 min, a

2.200 rpm; descarte do sobrenadante e lavagem do pellet com 2 ml de H20 ultrapura autoclavada
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e descarte do sobrenadante. Em seguida, o precipitado celular foi ressuspendido em 400 pl de
preparado fresco de 1X LiAc /1X TE estéril e as células foram submetidas ao processo de

transformacéo.

4.18.3 Transformac&o por choque térmico do clone isca (4¢PI4Ky1+pGBKT7)

A transformacdo do clone isca (4tPI4KyI+pGBKT7) em células competentes de
S. cerevisae (Y187) foi realizada imediatamente apds o preparo das mesmas. Todos 0S
procedimentos foram realizados em gelo. Em um microtubo estéril foi adicionada uma aliquota
da levedura competente contendo (100 ul); 1 ul (150 ug) do clone isca; 5 pl de esperma de
salmdo fervido (50 pg) e 600 ul de 40 % PEG-3350/1X LiAc/1X TE estéril. A mistura foi
cuidadosamente homogeneizada e incubada, a 30°C, por 30 minutos, a 250 rpm. Em seguida,
foram adicionados 70 pl de Dimetilsulfoxido (DMSO) estéril (Sigma Aldrich) e a mistura foi
levemente homogeneizada. Posteriormente, a reacao foi submetida a temperatura de 42 °C, por
15 min, e imediatamente transferida para gelo, por 2 min, induzindo o choque térmico. Cada
suspensdo de células foi plagueada em uma placa de Petri de 15 cm contendo meio YSD-W
(meio de cultura YSD, suplementado com todos os aminiacidos exceto triptofano) e as placas
foram incubadas a 30 °C, por 48 horas.

4.18.4 Confirmacdo da transformagéo do clone isca (4tPI4Kyl+pGBKT7) em Y187 por PCR
de col6nia

Para a confirmacédo da transformacao do clone isca em Y187, foi realizada uma PCR de
coldnia de leveduras. Com um palito autoclavado, as colonias foram tocadas individualmente
e 0 DNA foi dissolvido em 5 ul de &gua ultrapura autoclavada. A PCR foi realizada em um
volume de 25 pL contendo 5 ul de DNA; 0,2 mM dNTP; 1,5 mM de MgCly; 0,2 uM de cada
iniciador; 0,5 U Platinum® Pfx DNA Polimerase (Invitrogen). Os iniciadores utilizados na
reacdo foram: PI4K SEQ LR F e PI4K SEQ LR R (Tabela 6). A reacéo de amplificacéo se deu
a partir da desnaturacgéo, a 94 °C, por 5 min, seguida de 40 ciclos (94 °C 45 seg, 56 °C 1 min,
68 °C 2 min e 30 s) e uma etapa final de extensdo a 72 °C por 10 min. Os produtos de PCR
obtidos foram visualizados em gel de agarose 1 % e purificados conforme instrugdes do

fabricante QIAquick Gel extraction kit (Quiagen).
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4.18.5 Screening de duplo hibrido de leveduras

Antes do inicio dos experimentos de screening de duplo hibrido de leveduras, foi
realizado um teste de autoativacdo da isca (BD) recém transformada. Para isso, foram
preparadas 10 placas contendo o meio de cultura YSD suplementados com diferentes
auxotrofias: —Ade; -His; -Leu; -Trp (-WLHA); -His; -Leu; -Trp (-WLH); -Leu; -Trp (-WL).
Em placas com meio de cultura YSD sem histidina (YSD -WLHA e YSD -WLH) se
adicionaram, como complemento para a selecéo, diferentes concentragdes de 3-amino-1,2,4-
triazol (3AT) (1 mM; 5 mM e 15 mM), que é o inibidor do produto do gene His3, implicado na
biossintese de S. cerivisae.

Em seguida, foram gotejados 10 ul do inéculo (previamente crescido contendo a isca
BD transformada em Y187), confirmada por meio de PCR de colbnia e, distribuidos em
12 gotas, numeradas de 1 a 12 nas 10 placas de Petri, contendo o meio de cultura YSD
suplementados com diferentes auxotrofias: 1 placa -W (controle positivo); 3 placas ~-WLHA
contendo diferentes concentracdes de 3AT (sendo 1 placa -WLHA + 1 mM de 3AT; 1 placa —
WLHA + 5 mM de 3AT e 1 placa -WLHA + 15 mM de 3AT); 3 placas de ~-WLH
(sendo 1 placa—WLH + 1 mM de 3AT,; 1 placa de ~-WLH + 5 mM de 3AT e 1 placa de -WLH
+ 15 mM de 3AT); 3 placas ~WL (sendo 1 placa -WL + 1 mM de 3AT; 1 placa de -WL +5
mM de 3AT e 1 placa de -WL + 15 mM de 3AT) e foram incubadas, overnight, a 30°C.

Apos a confirmacdo do teste de autoativacao, foi inciado o screening de duplo hibrido
de leveduras. Para isso, foi preparado um in6culo em meio de cultura YSD-W, a partir de uma
col6nia de levedura contendo a isca BD, e incubado por 24 h a 30 °C, sob agitacdo. A seguir,
apos checagem da DOeoo 0.7, foi preparado o estoque de glicerol 60 % e o mesmo foi
armazenado em -80°C. A cultura restante foi distribuida em tubos de 50 ml e centrifugadas por
10 min, a 1000 rpm. Ao final da centrifugacéo, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi
ressuspenso em meio de cultura YPDA, por duas vezes. Apos as lavagens, o precipitado foi
novamente ressuspenso e vertido em um erlenmayer de 2 L. Em seguida, foi adicionado 500 pl
da biblioteca de cDNA de botdo floral de A. thaliana, clonada ao vetor presa pGADT7
(Clontech), cedida pelo Dr. Vicente Rubio. Por fim, a mistura foi incubada a 30°C, 100 rpm,
por 24 horas.

Ap0s o periodo de incubacdo, a mistura foi centrifugada a 2600 rpm por 10 min, a 4 °C
e o pellet foi ressuspenso em 50 ml de NaCl (0,05 %) + YPDA 0,5X (1:1,5). Posteriormente,
uma placa de 96 pocos (Corning) foi preparada com a mistura e utilizada como molde para
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replicar a cultura em placas de Petri de 15 cm, contendo os meios de cultura seletivos YSD
suplementado com as auxotrofias: -Ade / -His / -Leu / -Trp (-WLHA, 28 placas); -His / -Leu /
-Trp (-WLH, 8 placas); -Ade / -Leu / -Trp (-WLA, 9 placas); -Leu / -Trp (-WL, 3 placas
(controle). Novamente, em meios de cultura sem histidina (YSD- WLH e YSD-WLHA) se
adicionaram, como complemento para a selecdo diferentes concentragdes de 3-amino-1,2,4-
triazol (3AT) (1 mM; 5 mM e 15 mM). A partir da placa de 96 pocos, com o auxilio de uma
pipeta multicanal, as células foram depositadas em formato de spots e, em seguida, as placas
foram incubadas a 30°C, por 5 dias, para o crescimento das coldnias. Apos esse periodo, foram
analisadas as colGnias que cresceram nos diferentes meios seletivos. As colonias obtidas em
meio de cultura YSD-Trp-Leu (YSD-2) foram selecionadas para ensaios enzimaticos

X-o-galactosidase néo letal.

4.18.6 Teste de X-a-galactosidase ndo letal

Colbnias de S. cerevisiae, crescidas em meio de cultura YSD -WL, obtidas nos
experimentos de screanning, foram submetidas ao teste de X-a-galactosidase néo letal. Para
isso, primeiramente, foi preparada a solucdo de deteccdo (20 mg/ml X-Gal em
Dimetilformamida (Thermo Fisher Scientific), 1M de tampao fosfato pH 7.0 (1M KPi: 61,5 ml,
1M K2HPO4, 38,5 ml 1M KH2PO4 pH 7.0), 1g agarose de baixo ponto de fuséo (preparada em
85 ml de tampdo TAE) e, para 10 ml de agarose (placa 12 x 12 cm) foi adicionado 0,5 ml de
20 mg/ml X-a-galactosidase e 1ml de 1M tampéo fosfato pH 7.0. Em seguida, a placa de Petri
com meio de cultura YSD —WL, contendo as col6nias, foi coberta com 20 ml de cloroférmio e
incubada a temperatura ambiente por 7 min, em capela de exaustdo. Cuidadosamente, apos a
incubacdo, o cloroférmio foi retirado por meio de escoamento e a placa de Petri foi invertida
para secar, por aproximadamente 10 min. Apo6s a secagem, foi adicionada a solugdo de
deteccdo, previamente preparada, cobrindo todas as extremidades da placa. Depois da

polimerizacdo da agarose, a placa foi incubada a temperatura ambiente, overnight.
4.18.7 Identificacdo das proteinas candidatas a interagao
Ap0s a obtencdo das coldnias, foi realizada a extracdo de DNA plasmidial de leveduras.

Com o auxilio de um palito autoclavado, cada colénia obtida foi tocada e inoculada em meio

YSD liquido, incubada a 30°C, 250 rpm, overnight. Apds este periodo, 2 ml da cultura foi
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centrifugada a 16000 x g por 1 min, a temperatura ambiente. Apds o descarte do sobrenadante,
os precipitados celulares foram submetidos a extragdo com o kit Zymoprep™ Yeast Plasmid
Miniprep | (Zymo Research), de acordo com as instrucdes do fabricante. Para identificacdo dos
possiveis parceiros de interacdo de ATPI4Kyl, 1 ul do DNA plasmidial extraido de levedura
de cada coldnia foi transformado em células de E. coli. Em seguida, as células transformadas
foram plaqueadas em meio LB, suplementado com antibi6tico ampicilina, para selecdo das
células que incorporaram apenas o plasmideo da biblioteca de cDNA, o pDEST22. Apds
crescimento das col6nias, uma Unica colénia foi selecionada e inoculada por 16h em meio LB
liquido suplementado com ampicilina. Posteriormente, foi extraido DNA plasmidial do cultivo
e submetidos a verificagdo da qualidade em eletroforese em gel de agarose (1%). O DNA obtido
das col6nias foi purificado através do QIAquick PCR Purification Kit (Quiagen) e sequenciado
utilizando os iniciadores descritos na Tabela 9. Apds a obtencdo das sequéncias, estas foram
analisadas nos bancos de dados GenBank, através da ferramenta blastX, e TAIR, pela
ferramenta tblastx, comparando-se com as sequéncias ja existentes nestes bancos de dados.

Tabela 9. Sequéncias amplificadoras utilizadas no sequenciamento de col6nias de leveduras

obtidas no screanning de duplo hibrido

Iniciadores Sequéncia 5°--- 3’

pGADT7 F 5’ CTATTCGATGATGAAGATACCCC 3’

pGADT7 R 5> AGATGGTGCACGATGCACAG 3’

4.19 Expressédo heterdloga e produgdo da proteina ATPI4Kyl

4.19.1 Clonagem independente de ligagdo (LIC)

Todos os experimentos de expressao heteréoga da proteina ATPI4Ky1 foram realizados
no Structural Genomics Consortium (SGC/UNICAMP), Campinas, SP. As informacdes sobre
vetor, sequéncia proteica ATPI4Ky1 e demais particularidades do sistema utilizado, estdo em

Anexo C e Apéndice B, respectivamente.
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Todas as construcBes génicas utilizadas para a expressdo heteréloga em E. coli da
proteina ATPI4Ky1 foram realizadas com o sistema de clonagem independente de ligagdo (LIC)
(Aslanidis; De Jong, 1990). Este método, simples e rapido, utiliza a atividade da enzima T4
DNA polimerase para criar sitios de anelamento individuais de 10-15 bases especificas no vetor
de expressdo, atraves de iniciadores especificos contendo uma sequéncia adesiva
(cauda LIC). Desta forma, o tratamento com a enzima T4 permite a retirada das extremidades
3’ dos fragmentos amplificados originando terminagdes livres e coesivas para a hibridizagao
das terminacdes livres, coesivas e complementares do vetor.

Para o planejamento das diferentes construgcdes de ATPI4Ky1, primeiramente foi gerado
um modelo tridimensional por homologia, baseado nas estruturas de alta resolu¢do, com maior
identidade sequencial a proteina de interesse. Esse modelo foi gerado por meio do software de
bioinformatica Swiss-Model (Waterhouse et al., 2018), baseado em alinhamento global e
predicdo de estrutura secundaria da proteina. Os residuos limites para o desenho das construcoes
propostas foram reconhecidos por inspecdo visual com ajuda do programa Pymol, DeLano
Scientific, através da sobreposicdo do modelo gerado por homologia (Swiss-Model) e em duas
estruturas resolvidas das proteinas homoldgas depositadas no banco de dados de proteinas —
PDB (do inglés, Protein Data Bank) (PDB IDs 4hne e 4pla) que correspondem a duas
construgdes da human type Il alpha Phosphatidylinositol 4-kinase (P14Kllalpha) (Figura 2).
Durante a inspecdo visual, buscou-se preservar a delimitacdo das construgdes, mantendo
integras estruturas secundarias (motivos) ou terciarias (dominios), buscando manter maior
estabilidade das construcdes génicas.

Apos a definicdo dos residuos limites foram gerados os iniciadores para a transcri¢do
dos genes para cada versao de construgdo génica, com excecao da construcdo "full-length” e
gue contou com o iniciador forward para o residuo 1 e com o iniciador reverse para o residuo
561. Ao redor dos dominios ja cristalizados (verificados através do programa Pymol),
foram desenhados trés pontos de corte para o N-terminal e trés para o C-terminal, preservando
0s seguintes residuos de aminoacidos: N-terminal: 71, 97, 103 e C-terminal: 382, 389, 364
(Tabela 10).
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Figura 2. Duas estruturas proteicas depositadas no banco de dados de proteinas — PDB que
apresentam sequéncia de aminoacidos mais similares a ATPI4Kyl. As duas estruturas (PDB
IDs 4hne (A) e 4pla (B)) correspondem respectivamente a duas construgdes da human type 11
alpha Phosphatidylinositol 4-kinase (Pl4Kllalpha). Os ndmeros indicados representam 0s
residuos indicados na Tabela 10 referente a proteina ATPI4Kyl

389

Tabela 10. Sequéncias amplificadoras utilizadas nas clonagens de alta eficiéncia (LIC)

Inibidores Sequéncia 5"--- 3’

1.Metionina F 5’ TACTTCCAATCCATGAATTGCTTGGCTACGACCATAATC 3’
71.Valina F 5" TACTTCCAATCCATGGTTTCCTCTCCTTGCTTTTCC 3’

97. Acido Glutamico F 5" TACTTCCAATCCATGGAGATTCTTGGTGGACAGAGAG 3’
103. Arginina F 5" TACTTCCAATCCATGAGAGTGCCCACCGTTCG 3°

364. ValinaR 5" TATCCACCTTTACTGTCAAACTGTGCAGACGACGAG 3’
382. Lisina R 5" TATCCACCTTTACTGTCACTTGGAGAAATCCCGAGTC 3’
561. Isoleucina R 5" TATCCACCTTTACTGTCAAATTTCGCAGGAGCATCC 3’

*Foi adicionada a sequéncia dos adaptadores LIC para todos os primers utilizados. Para primers forward, foram
adicionados TACTTCCAATCCATG a extremidade 5° (o ATG deve estar em fase com a sequéncia codante). Esse
primer adiciona um residuo de serina e um de metionina a extremidade N-terminal da proteina. Para primers
reverse, foram adicionados TATCCACCTTTACTG a extremidade 5°. Esse primer adiciona um residuo de
glutamina e um cddon terminador & extremidade C-terminal da proteina.
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O processo de clonagem ocorreu por meio da amplificagdo dos fragmentos por PCR,
usando 10 nmol dos iniciadores F e R, 30 ng de DNA gendmico, 0,2 mM de dNTP Mix, uma
unidade de Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (New England Biolabs, Estados Unidos,
MA) e 5 ul buffer Phusion, totalizando 50 ul de reagdo. A amplificagdo dos fragmentos foi
realizada em termocilador Biorad, utilizando-se a rotina PCR touchdown: desnaturag&o inicial
a 94°C, por 5 min, seguida de 35 ciclos (94 °C por 45 s, 54 °C por 1 min, 70 °C por 2 min
30 s) e uma etapa final de extensdo a 72 °C, por 10 min. Os produtos foram analisados por
eletroforese em gel de agarose (1 %).

Os produtos amplificados gerados na etapa anterior foram tratados com T4 DNA
polimerase, para geracdo das caudas de terminais de fita simples, complementares as caudas
terminais que serdo geradas no vetor. O vetor de clonagem pNIC28-Bsa4 “@"R (que apresenta
sequéncia para cauda de His-Tag N-terminal) foi utilizado em todas as construgdes génicas
desenvolvidas para a expressdo heterdloga e foi cedido pelo Structural Genomics Consortium
(SGC/UNICAMP). A preparacdao do vetor de clonagem se deu através da clivagem com a
enzima de restricdo Bsal e tratamento com a T4 polimerase (Fermentas, Life Science), que
possui atividade exonucleasica 3’->5 (Sambrook; Russell, 2001). Em seguida, 2 ul de vetor
tratado com T4 e 3 ul de insertos (previamente amplificados) tratados com T4 foram
adicionados em um microtubo e incubados a temperatura ambiente, por 30 min, para reacdo de
hibridizacéo.

Logo apo6s a combinacdo do vetor e fragmentos (Tabela 11), estes foram transformados
em E. coli MACHL1 pelo método de choque térmico e as células foram plagueadas em meio de
cultura LB contendo 50 mg/mL de canamicina e mantidas a 37 °C até o dia seguinte.
A partir do crescimento das col6nias bacterianas, foi realizada PCR de col6nia, para avaliagdo
de coldnias que continham o plasmideo recombinante. Coldnias positivas confirmadas
foram cultivadas em 1 mL de meio de cultura LB contendo canamicina (50 mg/mL),
por 16 horas, a 37 °C, sob agitacdo. Uma parte dessa cultura (120 ul) foi utilizada para preparo
de estoque glicerinado (15% de glicerol final) de bactéria e congelado em ultrafreezer
(-80 °C) e do restante (880 pl) foi extraido o contetdo plasmidial utilizando-se o kit comercial
de Miniprep (Invitrogen, Carlsbad, Estados Unidos). Em seguida, o material foi sequenciado
no Laboratério Lactad da Unicamp, utilizando-se os iniciadores pNIC28 F:. 5'
AGTAAAGGTGGATACGGATCCGA 3 e pNIC28 R: 5
ATGGATTGGAAGTACAGGTTCTCGGTAC 3.



Tabela 11. Construcbes génicas binarias utilizadas para expressdo heterdloga da proteina

ATPI4Ky1
Construcéo Residuos aminodacidos Plasmideo Fragmento esperado*
1 1x561 pNIC28-Bsa4 aprox..1990pb
2 1x389 pNIC28-Bsa4 aprox..1470pb
3 1x382 pNIC28-Bsad aprox..11450pb
4 1x364 pNIC28-Bsad aprox..1400pb
5 71x561 pNIC28-Bsa4 aprox..1780pb
6 71x389 pNIC28-Bsa4 aprox..1260pb
7 71x382 pNIC28-Bsa4 aprox..1240pb
8 71x364 pNIC28-Bsad aprox..1110pb
9 97x561 pNIC28-Bsa4 aprox..1700pb
10 97x389 pNIC28-Bsad aprox..1180pb
11 97x382 pNIC28-Bsa4 aprox..1160pb
12 97x364 pNIC28-Bsa4 aprox..1110pb
13 103x561 pNIC28-Bsa4 aprox..1680pb
14 103x389 pNIC28-Bsa4 aprox..1170pb
15 103x382 pNIC28-Bsa4 aprox..1140pb
16 103x364 pNIC28-Bsa4 aprox..1190pb

*Fragmento esperado correspondente + 300pb caudas LIC
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4.19.2 Teste de expressdo da proteina ATPI4Kyl em pequena escala

Apds a confirmacao por sequenciamento dos fragmentos amplificados na etapa anterior,
os plasmideos recombinantes (pNIC28-Bsa4) foram utilizados para nova transformacdo em
cepas de expressdo. Foram utilizadas duas cepas de E. coli, E. coli A-Fosfatase (APPase), que
conttm a sequéncia que produz A-Fosfatase (proteina responsavel por impedir a
fosforilacdo/autofosforilacdo no interior da bactéria) e E. coli BL21(DE3)-R3-pRAREZ2, que
contém codons raros (derivada da cepa Rosetta2, Merck). Desta forma, foram testadas
32 construcdes génicas, sendo 16 em cada cepa.

Para isso, colbnias positivas confirmadas, contendo plasmideos recombinantes, foram
inoculadas em 1 mL de meio LB (contendo 50 mg/ml de canamicina e 35 mg/ml de
cloranfenicol) em um bloco de 96 pocos, sendo 1 poco para cada construcdo génica. Esse bloco
foi mantido sob agitacdo a 130 rpm, 37 °C, overnight. No dia seguinte, uma parte dessa cultura
(120 ul) foi utilizada para preparo de estoque glicerinado (15% de glicerol final) e congelado a
-80 °C (estoque de cepa de expressdo). Em seguida, foi preparado um segundo bloco de
96 pocos contendo 1 mL de meio TB Salt e 35 ul de canamicina e 50 ul da crescida na etapa
anterior, por pogo, respectivamente, para cada construgdo génica. O bloco foi incubado a
37 °C, sob agitacdo, até atingir DOeoo entre 2 e 3. Logo em seguida, a temperatura foi reduzida
para 18 °C e foram adicionados 0,5 mM de slsopropiltio-p-D-galactopironosidio (IPTG) aos
pocos, para inducdo da expressdao. O bloco foi mantido a 18 °C, por 16 horas. Em seguida,
procedeu-se ao teste de expressdo, de acordo com o protocolo de Vincentelli et al. (2011).
As amostras resultantes foram analisadas por SDS-PAGE, segundo protocolos descritos por
Sambrook et al. (1989).

4.19.3 Producdo heterologa e extragdo da proteina ATPI4Kylem larga escala

A partir do teste de expressdo em pequena escala, a construcao génica que possibilitou
a expressdo da proteina em forma soluvel foi selecionada para producdo em larga escala.
Na noite anterior ao inicio da expressdo foram preparados dois pré-inéculos (50 mL cada), em
meio de cultura LB suplementado com canamicina (50 mg/mL) e cloranfenicol (34 mg/mL), a
partir do estoque glicerinado do plasmideo que expressou a proteina no teste em pequena escala.
O crescimento do inoculo foi realizado overnight, a 37 °C, sob agitagdo, a 130 rpm.
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Em seguida, aos dois pré-inéculos foram adicionados 1,5 | de meio de cultura TB Salt
suplementado com canamicina (35 mg/mL) e mantidos a 37 °C, sob agitacdo de 130 rpm, até
se atingir uma D.Osoo entre 2 e 3. Imediatamente apds atingir a D.O.s00, @ temperatura foi
reduzida até 18 °C e adicionou-se 0,5 mM de IPTG para inducdo da expressao, mantendo-se
sob a mesma agitacdo, overnight. No dia seguinte, o inoculo foi centrifugado a 5500 rpm, por
30 min, descartando-se o sobrenadante. As células foram ressuspendidas em tampé&o de lise
(50 mM Hepes pH 8,0, 500 mM NaCl, 5% (v/v) glicerol, 5 mM imidazol, 0,5 mM TCEP
e 1 mM de PMSF) e sonicadas sob refrigeracdo no sonicador 550 Sonic Dismembrator (Fisher
Scientific), em ciclos alternados em modo “ON” e modo “OFF” por 5s e 10 s, respectivamente,
totalizando 8 min em modo “ON”. Em seguida, foi adicionado 0,15 % de polyethylenimine
(PEI) (Sigma Aldrich) a mistura, para precipitacdo dos acidos nucleicos. Em seguida, a mistura
foi centrifugada a 15000 rpm, por 35 min, e o sobrenadante foi coletado. Como controles
negativos, foram utilizadas colbnias isoladas de E. coli, BL21(DE3)-R3-pRARE néo

transformadas, que foram induzidas nas mesmas condigoes.

4.19.4 Purificacdo da proteina ATPI4Kyl

A etapa de purificacdo se inicia por meio da cromatografia de afinidade em resina de
niquel, mais conhecida como IMAC (do inglés, Immobilized metal affinity chromatography).
Inicialmente a solucdo sobrenadante, obtida na etapa anterior, foi aplicada no sistema de
cromatografia por afinidade em resina de niquel acoplado ao sistema automatico
AKTApurifier 10 FPLC System. O sistema automatico AKTApurifier foi abastecido
previamente com as solucBes necessarias (tampao de afinidade: 50 mM Hepes-NaOH, pH 7.5,
0,5 M NaCl, 10 mM imidazole, 0,5 mM TCEP e 5% de glicerol; tampéo de lavagem: tampéo
de afinidade acrescido de 30 mM imidazole; tampao de elui¢do: tampédo de afinidade acrescido
de 300 mM imidazole, e tampdo gel infiltracdo: 50 mM Hepes, pH 7.5, 0,5 M NaCl, 5%
glycerol, 1 mM TCEP).

A solucéo sobrenadante (amostra) foi injetada na coluna equilibrada previamente com
tampdo de afinidade e em seguida, adicionou-se o tampdo de lavagem para a retirada de
proteinas fracamente ligadas a resina. Por fim, foi realizada a etapa de eluicdo da proteina de
interesse, através da aplicacdo do tampdo de eluicdo através da resina. A solucgéo eluida foi
coletada em fragOes de 1,8 mL automaticamente, em bloco de 96 pocos. Em seguida,
apos a analise do cromatograma da amostra, fraces de 1,8 mL de eluido, que supostamente

contém a proteina de interesse, sdo juntadas em um frasco e amostras de todas as fases,
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desde o sobrenadante (fase de expressdo) até as lavagens e elui¢ao (em solucdo de lise contendo
300 mL de imidazol), sdo preparadas para anélise por meio de SDS-PAGE. Em seguida, a
fracdo de eluicdo obtida foi quantificada em nanodrop e a partir da concentracdo obtida,
foi adicionada a protease virus do tabaco (TEV, do inglés “tobacco etch virus”, Sigma Aldrich),
na proporcdo de 1 mg de TEV para 10 mg de proteina. Essa mistura foi introduzida em uma
membrana e submetida a dialise, overnight, contra tampéo de gel infiltracdo, para clivagem da
cauda de histidinas.

Apbs a dialise, a solucdo foi novamente aplicada a uma IMAC equilibrada com tampéo
de afinidade, desta vez o procedimento foi realizado na bancada, por gravidade. A fracdo que
ndo interagiu com a resina de niquel, que corresponde a proteina de interesse clivada (sem a
cauda de histidinas), foi recuperada como fracdo FT (flow through) da etapa de rebinding.
Foram realizadas de trés a quatro lavagens subsequentes, com tampéao gel filtracdo adicionado
de 30 mM e 60 mM de imidazol, respectivamente. A etapa final foi concluida com a elui¢do
(passagem do tampdo de eluigdo através da resina) fazendo com que a TEV (que contém cauda
de histidinas) seja eluida. Em todas as etapas, foram coletadas aliquotas que foram analisadas
por meio de SDS-PAGE.

Apos a andlise do SDS-PAGE e confirmacdo de quais fracdes, a proteina de interesse
foi recuperada, foi realizada a concentracdo das fragdes proteicas em 5 mL. Esta solugédo
concentrada foi aplicada na coluna de cromatografia por exclusdo molecular, acoplada ao
sistema de cromatografia liquida automatica AKTApurifier, e submetida a cromatografia por
exclusdo molecular, utilizando uma coluna Superdex 200 10/300 GL calibrada
(GE Healthcare). Durante a corrida do experimento, o volume de saida foi separado em fracoes
de 1,8 pl em bloco de 96 pocos. Aliquotas de cada fragdo ao longo dos picos do cromatograma
foram coletados e analisados por SDS-PAGE. Em seguida, apds a analise do SDS-PAGE, as
fracdes consideravelmente puras foram unidas em um frasco unico. Por fim, uma aliquota desta
reacao, contendo a proteina purificada, foi coletada e enviada para analise de massa intacta por

espectrometria de massas.

4.19.5 Teste de desfosforilacdo e autofosforilacido da proteina ATPI4Ky1

O ensaio para desfosforilagdo iniciou-se com a incubacdo da proteina purificada
por 4 h, sob temperatura ambiente, em solucdo tampéo (50 mM Hepes, 250 mM NaCl, 0,5 mM
TCEP, 1 mM MnCl> com adicdo do inibidor de protease Lambda fosfatase a uma concentragéo

final de 2 mM). Apos o periodo de incubacdo, uma aliquota da amostra foi enviada para analise
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de massa intacta por espectrometria de massas, para analise do processo de desfosforilagéo.
O restante da amostra foi submetido ao processo de rebinding em resina de afinidade por GST,
para retirada da A-Fosfatase. A resina foi empacotada em uma coluna de cromatografia por
afinidade e, em seguida, a amostra foi aplicada. Apos a passagem da amostra por gravidade
através da resina, foi realizada a coleta da fragdo contendo a proteina ATPI4Ky1 FT, ja que esta
n&o interage com a resina. Logo em seguida, foi adicionado ao FT, 1 mM de orto-vanadato de
sodio, para inibicdo de moléculas de lambda fosfatase remanescentes.

Em seguida, para o ensaio de fosforilacéo, foi adicionado a fracdo FT, 10 mM de ATP
e 15 mM de MgCl.. Esta reagédo foi mantida sob temperatura ambiente, em bancada, overnight.
No dia seguinte, uma aliquota da amostra foi enviada para anélise por de massa intacta por

espectrometria de massas.

4.19.6 Cristalografia — Ensaios de cristalizagéo

Com o objetivo de organizar as macromoléculas da solucdo proteica em arranjos
periddicos e organizados, apos a purificacdo da proteina, os ensaios de cristalizacdo foram
realizados. Um dos objetivos principais do ensaio de cristalizagdo € criar um ambiente propicio
para o crescimento de cristais da proteina de interesse. A partir de um cristal de proteina, €
possivel, por difracdo de raios-X, resolver sua estrutura em alta resolucdo, podendo-se
elucidar/estabelecer uma relacéo fidedigna de estrutura-funcéo.

Para isso, foi utilizado o método de difusdo de vapor em gota sentada, que consiste na
criacdo de um microssistema isolado contendo uma gota da solucdo da proteina (e também
agentes precipitantes e sais) mantida em um suporte. Ainda dentro do sistema isolado,
existe um reservatério, no qual estdo presentes agentes precipitantes e sais em uma
concentracdo maior, comparada a concentracdo desses componentes na gota. Como o sistema
é isolado do meio externo, ocorre a transferéncia de vapor de solvente da gota para o
reservatorio, de modo a atingir o equilibrio do sistema. Como consequéncia, o volume da gota
diminui e a concentragdo da proteina aumenta lentamente. Esse processo lento de aumento da
concentracdo permite que as proteinas encontrem uma orientacdo termodinamicamente
favoravel de interagio uma a uma, culminando no crescimento da rede cristalina,

0s cristais.
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Neste experimento foi utilizando o rob0 de cristalizagdo Mosquito (TTP Labtech), o
qual realizou automaticamente a distribuicdo de volumes em placas de cristalizagédo
(96 pocos 3 Lens Crystallization low profile plate, Swissci), de acordo com a técnica de difusao
a vapor com gota sentada, distribuindo a solucao protéica (concentracdo de aproximadamente
15 mg/mL) e também as solu¢des comerciais. As diferentes solucBes testadas para o
reservatorio foram obtidas atraves dos kits comerciais: HIN3, SALTRX, BCS5, LFS6, JCSG7
(Molecular Dynamics) e MORPHEUS (Hampton Research). Apos a pipetagem automatica, as
placas de cristalizacdo foram mantidas em camara com temperatura controlada, a 20 °C.

A inspecdo de crescimento de cada gota foi realizada com 3, 7 e 15 dias ap6s 0 experimento.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Crescimento e caracterizagao das plantas

Primeiramente, com o objetivo de realizar experimentos de complementacdo de
mutantes e a caracterizacdo anatbmica, sementes de A. thaliana selvagens ecotipo Columbia-0
(Col-0) e sementes de plantas mutantes nocaute por insercdo de T-DNA AtPI4Kyl
(SALK _022869) e AtPI4Kyl (SALK _022869c) foram vernalizadas e introduzidas in vitro para
germinacdo (item 4.1). Durante os experimentos, as plantas foram cultivadas em dois locais
distintos, em uma sala com a manutencdo de temperatura a 22 + 2°C e fotoperiodo de 16h,
adaptada para o cultivo de A. thaliana, nas dependéncias do Laboratério de Biotecnologia
Vegetal, CENA/USP, ou em uma camara de crescimento fitotron, com temperatura, fotoperiodo
e umidade controladas, espaco cedido gentilmente pelo Prof. Dr. Antonio Vargas de Oliveira
Figueira, do Laboratério de Melhoramento de Plantas do CENA/USP.

No primeiro experimento, foi utilizado o material genético cedido pelo Prof. Dr. Marcio
Alves-Ferreira (UFRJ) (item 4.1). Neste experimento, apds a germinacdo das sementes, as
plantas foram transferidas para substrato e cultivadas na sala de crescimento adaptada para o
cultivo. Trinta plantas foram obtidas, sendo 10 selvagens e 20 mutantes para o gene AtPI4Kyl
(Figura 3A-B).

Aproximadamente 20-22 dias apds o plantio das sementes, algumas plantas cultivadas
na sala de crescimento, apresentaram fendtipo anormal, onde plantas mutantes apresentavam
brotacdo lateral formando uma segunda roseta (Figura 3C-D). Neste experimento, nao foi
possivel observar diferencas entre flores oriundas de plantas consideradas mutantes e plantas

selvagens.
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Figura 3: Plantas de Arabidopsis thaliana selvagens e mutantes para o gene AtPI4Kyl.
A: Plantas mutantes para o gene AtPI4Kyl. B: Detalhe de planta mutante para o gene AtPI4Ky]l.
C: Planta mutante para 0 gene AtPI4Kyl com fen6tipo anormal, mostrando brotacGes laterais
que geraram novas rosetas e planta selvagem, respectivamente, obtidas em nosso laboratério.
D: Detalhe de planta mutante para o gene AtPI4Ky1, com fenotipo anormal obtidas em nosso
laboratdrio

A fim de comprovar o fen6tipo observado e associa-lo a mutacdo, foi realizada a
genotipagem das plantas, por meio de anélise de PCR (item 4.6). Para todas as plantas
analisadas, houve a amplificacdo do fragmento C, o que indica que, ou todas as plantas séo
selvagens (Figura 4, colunas 1C, 2C, 3C, 4C, 5C, 6C, 9C e 10C) ou s&o heterozigotas (Figura
4, colunas 7A, 7B ,7C e 8A, 8B, 8C) e, desta forma, nenhum mutante homozigoto para o gene
AtPI4Kyl foi confirmado. Neste momento, percebeu-se que a mutacdo poderia ter se perdido
no processo de produgéo de sementes e foi realizada a aquisicdo de um novo lote de sementes

mutantes para o gene AtPI4Kyl, certificadas pelo ABRC.



69

Figura 4: Genotipagem por PCR, em gel de agarose (1%), de dez plantas provenientes de
sementes de A. thaliana mutantes para o gene AtPI4Kyl (sementes mutantes cedidas pelo Prof.
Marcio Alves-Ferreira, UFRJ). L1Kb: Ladder 1Kb (Sinapse); 1a, 1b, 1c: planta 1 com a
combinacéo de primers “a”, “b” e “c” e assim sucessivamente para plantas de 2 a 10

L1Kb 1a 1b 1c 2a 2b 2c 3a 3b 3c 43 4b 4c 53 5b G&c

Sementes oriundas da colecdo de mutantes do ABRC, foram germinadas in vivo e
50 plantas foram obtidas, sendo 15 selvagens e 35 mutantes para o gene AtPI4Kyl. Estas
plantulas foram plantas em substrato e transferidas para fitotron, onde foram mantidas em
condicdes controladas (item 4.1).

Durante o desenvolvimento, muitas plantas apresentaram desenvolvimento lento e
florescimento prematuro, tornando dificil a identificacdo do fendtipo de numero reduzido de
flores, caracteristico da mutacdo e, em alguns casos, o desenvolvimento foi comprometido,
levando a morte de plantas. Em busca da associac¢do do fenotipo e genotipo destas plantas, uma
nova andlise de genotipagem foi realizada. Do total de 50 plantas analisadas, todas
apresentaram a amplificacdo dos trés fragmentos possiveis, A, B e C, o que indica que todas as
plantas séo heterozigotas para a mutacao (Figura 5) e novamente, nenhum mutante homozigoto

para o gene AtPI4Kyl foi confirmado.
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Figura 5: Genotipagem por PCR, em gel de agarose (1%), de oito plantas provenientes de
sementes de A. thaliana mutantes para o gene AtPI4Kyl (sementes mutantes oriundas do
ABRC, Ohio, EUA). L1Kb: Ladder 1Kb (Sinapse); 21a, 21b, 21c: planta 21 com a combinag&o
de primers a; b; c e assim sucessivamente para plantas 22, 23, 24, 25, 26, 27, e 28

LLKb 21a 21b 21c 22a 22b 22c 233 23b 23c 24a 24b 24c

- — b

:--::-3: ...:-

A partir dos resultados da genotipagem das plantas, a busca por alternativas para a

continuacdo dos estudos de complementacdo de mutantes nos levou ao conhecimento de
sementes mutantes para o gene A¢tPI4Kyl provenientes de linhagens homozigotas confirmadas
(SALK_022869c, ABRC), desta forma um lote destas foi adquirido. Sementes mutantes
homozigotas confirmadas foram germinadas in vivo e, 50 plantas foram obtidas, sendo
15 plantas selvagens e 35 plantas mutantes para o gene AtPI4Kyl. Estas plantulas foram
transferidas para substrato e mantidas no fitotron.

Durante o estabelecimento dessas plantas, observou-se falta de homogeneidade no
crescimento e morte de 42 das 50 plantas, 0 que gerou a necessidade de instalacdo de quatro
experimentos adicionais, com as mesmas condi¢des anteriores, totalizando 250 plantas
estabelecidas e 133 plantas mortas. Desta forma, 117 plantas foram submetidas a analise por
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meio de genotipagem. Observacg0es feitas ao longo do tempo de estabelecimento das plantas
ndo nos permitiram observar diferengas entre o fendtipo de plantas selvagens e mutantes.

Do total de plantas analisadas por meio de genotipagem (117), apenas 16 plantas foram
realmente identificadas como homozigotas para a mutagcdo. A Figura 6 indica um dos géis
provenientes da genotipagem, onde foi possivel identificar homozigose para a mutagdo do gene
AtPI4Kyl apenas na planta 10, de acordo com a amplificacdo da banda A.

Figura 6: Analise de PCR em gel de agarose (1%) de plantas provenientes de sementes de A.
thaliana mutantes para o0 gene AtPI4Kyl (sementes mutantes homozigotas confirmadas
adquiridas do ABRC, Ohio State University). L1Kb: Ladder 1Kb (Sinapse); 2a, 2b, 2c: planta
2 com a combinacdo de primers a; b; ¢ e assim sucessivamente para plantas 5, 7, 10, 12, 15, 17,
18 e 19, totalizando 9 plantas

Llkb 2a 2b 2¢ 5a Sb 5S¢ 7a 7b 7¢ 10a 10b 10c 12a 12b

A auséncia de plantas homozigotas para a mutagdo em estudo, em sucessivos
experimentos, gerou dificuldades em entender o comportamento desse mutante. Whitley et al.
(2009) em estudos fenotipicos de mutantes fabla e fablb, apontam resultados semelhantes aos

encontrados no presente trabalho. De acordo com esses pesquisadores (Whitley et al., 2009),
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cerca de 50 progénies resultantes das poliniza¢des foram analisadas quanto a presenca de alelos
mutantes (fabla-1 ou fablb-1) e nenhuma planta foi encontrada como sendo gerada por p6lens
fabla-1 / fablb-1. Concluiram que a viabilidade de gréos de pdlen dessas plantas mutantes é
significativamente reduzida e, devido a baixa viabilidade dos grdos de pdlen, flores que nédo
possuem gréaos de pdlen viaveis para autofecundacéo, podem ser polinizadas por grdos de polen
de outras plantas que estejam no ambiente, devido a polinizacdo cruzada, ocasionando
competicdo gametofitica e levando a perda da homozigose da mutacdo e a reinsercao de
gendtipos selvagens, mesmo trabalhando somente com a progénie de plantas homozigotas
mutantes. As causas da auséncia de fendtipo nas plantas mutantes do presente estudo podem
ser semelhantes aos resultados observados por Whitley et al. (2009), pois grande parte dos gréos
de polen produzidos pelas plantas mutantes para o gene A¢tPI4Ky1 sdo inviaveis (Pereira, 2007).
E importante ressaltar que em estudos realizados por Pereira (2007) plantas heterozigotas para
a insercdo de T-DNA no gene AtPI4Kyl apresentavam fendtipo indistinguivel de plantas tipo
selvagem, caracterizando a mutagéo insercional como recessiva.

Em relacdo ao estabelecimento das plantas, muitas dificuldades impediram a
continuacdo dos experimentos de complementacdo de mutantes e caracteriza¢do anatdmica do
mutante. Durante o desenvolvimento de plantas mutantes confirmadas originérias de sementes
SALK 022869c, notou-se a presenca da praga de solo Fungus gnatus (Diptera: Sciaridae) em
vasos. As larvas deste inseto, normalmente se alimentam de fungos presentes no substrato de
cultivo e de raizes, levando as plantas a morte. Esta dificuldade foi de dificil controle e visando
transpor esta barreira, foi realizado uso de armadilhas para controle do mosquito adulto e do
composto comercial “Denguetech”. Outra dificuldade para o desenvolvimento das plantas foi a
caracteristica multiusuaria do fitotron, que proporcionou condi¢des de temperatura ideais de
crescimento para A. thaliana de forma sazonal durante os experimentos estabelecidos. Apds a
realizacdo dos testes de genotipagem, foi estabelecida a necessidade de genotipar todas as
plantas para as proximas etapas do trabalho e de conhecer os niveis de expressdao do gene
AtPI4Kylem relagdo as plantas selvagens.

5.2 Anélise de expressdo do gene A¢tPI4Kyl por RT-gPCR

Botdes florais de trés plantas de A. thaliana, oriundas do experimento estabelecido
anteriormente, genotipadas e confirmadas mutantes homozigotas para o gene AtPI4Kyl, e de
uma planta selvagem, foram coletados para analise da expressdo génica por RT-gPCR. O gene

actina foi utilizado como gene de referéncia nestas analises. Para todas as plantas analisadas,
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foi detectada a expressdo do gene A¢PI4Kyl (Figura 7). Foram verificados, niveis duas vezes
mais baixos de expressédo do gene AtPI4Kyl em plantas mutantes, quando comparados aos
niveis de expressdo deste na planta selvagem (Figura 7, colunas 1 e 11). Em estudos de padrao
de expressao do gene AtPI4Kyl realizados por Pereira (2007) também foram observados niveis
de expressédo génica reduzidos em flores de A. thaliana mutantes quando comparados aos niveis
de expressdo deste gene em plantas selvagens, com a expressdo do gene AtPI4Kyl 40 vezes
menor do que em plantas selvagens. Neste caso, vale ressaltar que a especificidade de tecido
analisado foi distinta entre os dois estudos, ja que Pereira (2007) analisou a expressao do gene
em flores enquanto na presente analise, optou-se pela analise da expressao génica em botdes
florais. Também foi possivel observar que os resultados de expressdo sdo bastante consistentes

entre as trés amostras de plantas mutantes analisadas neste trabalho.

Figura 7: Anéalise da expressdo genica de A¢tPI4Ky1 por RT-gPCR. wt — planta selvagem; 6, 11
e 20 — plantas mutantes homozigotas confirmadas para o gene AtPI4Kyl. A planta 11 foi
utilizada como calibrador nestas analises. O gene ACT foi utilizado como referéncia
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5.3 Caracterizacdo anatdmica e ultraestrutural do desenvolvimento de grdos de p6len mutantes

para o gene AtPI4Kyl

Com o objetivo de caracterizar alteragdes no desenvolvimento de gréos de pdlen
mutantes para o0 gene AtPI4Kyl, plantas de A. thaliana selvagens e mutantes homozigotas
confirmadas por genotipagem e com os hiveis de expressao avaliados por RT-qPCR, em antese,

foram coletadas para as analises anatdmicas e ultraestruturais. Foram analisadas amostras de
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anteras de trés plantas mutantes para o gene AtP14Ky/, denominadas #4; #9 e #10, e de uma
planta selvagem. As células mée-do-micrésporo apresentaram-se semelhantes entre amostras
da planta selvagem (Figura 8) e mutantes (Figuras 9-11), entretanto, ao final da meiose alguns
grdos de pdlen de plantas mutantes apresentam tétrades malformadas e de tamanhos diferentes
em comparagdo com graos de pdlen selvagens (Figura 8D; Figura 9E-F; Figura 10E-F e Figura
11E-F).

De acordo com a possivel funcdo atribuida ao gene AtPI4Ky1, estas observacdes podem
sugerir um disturbio na progressdao meiotica, ocasionando um defeito durante a meiose | em
plantas mutantes, possivelmente na formacdo do fragmoplasto durante a citocinese. Esse
possivel defeito pode ser relacionado ao fato da ocorréncia de citocinese simultanea, tipica de
dicotileddneas, em plantas de A. thaliana, na qual ndo ha formacédo de uma banda pré-meiotica
(Brown, 1991; Bhatt, Canales, Dickinson, 2001). Com isso, as tétrades resultantes sdo mais
varidveis em morfologia, exibindo arranjos tetragonais, romboidais e tetraédricos (De Storme;
Geelen, 2013).

Outros fatores relacionados a citocinese simultanea, como a distribuicdo desigual de
feixes de microtubulos também podem ocasionar anormalidades citocinéticas, incluindo perda
do estabelecimento da parede celular (Shamina et al., 2007; De Storme; Geelen, 2013). Ainda
que, grdos de polen malformados tenham sido observados em maior nimero em plantas
mutantes, também foram observados em plantas selvagens (Figura 8E) e, em nossas
observac0es estas alteracdes nao foram analisadas em relacédo a frequéncia de ocorréncia, o que
dificulta a atribuicdo deste fendtipo a mutacdo. Além disso, as etapas do desenvolvimento dos
graos de pélen ndo estdo exatamente sincronizadas entre plantas selvagens e mutantes, isto pode

também ser decorrente de dificuldades encontradas com as condi¢des de cultivo.
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Figura 8 - Desenvolvimento de antera e micrdsporo em plantas selvagens de A. thaliana A-F:
Micrésporos individuais nos estadios de desenvolvimento 1-7. ac: célula arcosporial; ca: calose;
cn: conectivo; dy: diade; ed: endotécio; ep: epiderme; mc: microsporo; ml: camada média;
mmc: célula mae do micrésporo; sc: célula esporogénica; ta: tapete; te: tétrade. As setas indicam
a primexina (camada de células ao redor de cada microsporo relacionada com a estrutura da
exina). Barras: A-F = 60 um
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Figura 9 - Desenvolvimento de antera e micrésporos no mutante 4¢PI4Kyl(planta #4) de
A. thaliana. A-F: Microsporos individuais nos estadios de desenvolvimento 1-7. ac: célula
arcosporial; ca: calose; cn: conectivo; dy: diade; ed: endotécio; ep: epiderme; mc: micrésporo;
ml: camada média; mmc: célula mae do micrdsporo; sc: célula esporogénica; ta: tapete; te:
tétrade. As setas indicam a primexina. Barras: A-F = 60 um
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Figura 10 - Desenvolvimento de antera e micrdsporos no mutante A:PI4Kyl(planta #9)
de A. thaliana. A-F: Microsporos individuais nos estadios de desenvolvimento 1-7. ac: célula
arcosporial; ca: calose; cn: conectivo; dy: diade; ed: endotécio; ep: epiderme; mc: micrésporo;
ml: camada média; mmc: célula mae do micrdsporo; sc: célula esporogénica; ta: tapete; te:
tétrade. As setas indicam a primexina. Barras: A-F = 60 um




78

Figura 11 - Desenvolvimento da antera e microsporos em plantas mutantes 4¢tPI4Ky1 (planta #
10) de A. thaliana nos estadios 1 a 7 (Sanders et al. 1999). A-C anteras com desenvolvimento
de células arqueosporiais (A), esporogénicas (B) e célula mée do micréporo (C); D-F: anteras
apresentando microsporos individuais, diades e tétrades. ac: célula arcosporial; ca: calose; cn:
conectivo; dy: diade; ed: endotécio; ep: epiderme; mc: microsporo; ml: camada média; mmc:
celula mée do micrdsporo; sc: célula esporogénica; ta: tapete; te: tétrade. Barras: A-F = 60 um

A observacdo de micrésporos malformados analisados por microscopia de luz, sugeriu
a realizacdo de andlises ultraestruturais. Em amostras de plantas mutantes (Figura 12D-F)
observam-se células de tapete com vaclolos maiores (Figura 12A), maior nimero de
elaioplastos (Figuras 12D-E) e possiveis defeitos durante a formacao da exina (Figura 12F), se
comparados a amostras de plantas selvagens (Figuras 12A, B e A, respectivamente). Observa-
se, também, que os elaioplastos presentes em células do tapete, estdo presentes em maior
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namero e com menor tamanho em plantas mutantes, quando comparado as amostras de plantas
selvagens (Figura 12E, setas vermelhas). Em estudos realizados por Alves-Ferreira et al. (2007)
também foram verificados possiveis defeitos associados a células do tapete, embora néo
precisamente em vacuolos e elaioplastos. Andlises ultraestruturais de anteras mutantes para o
gene AtPI4Kyl, mostraram diferenca significativa na quantidade e morfologia de estruturas de
armazenamento denominadas tapetossomos, 0s quais em plantas mutantes, eram escassos e
subdesenvolvidos e, em plantas selvagens, numerosos e desenvolvidos (Pereira, 2007).

Sobre aspectos do desenvolvimento tardio do gréo de pélen (Figura 12A e F), sugerimos
que possa ocorrer um defeito na deposicao da exina, na parede do gréo de pdlen, principalmente
na formacdo do tetum, ocasionando méa formacdo destas estruturas. Este mecanismo é
relacionado ao processo de vesiculacdo de substancias de maturacdo na superficie do gréo de
polen e, em um estudo realizado com mutantes nocaute dos genes FAB1 de A. thaliana
(fablA e fablb), que codificam PI3P5Ks, foram identificados defeitos durante a biogénese
vacuolar no desenvolvimento dos grdos de pdlen, resultando em falha formacdo do gréo de
polen maduro fértil (Whitley et al., 2009). Porém, em nosso trabalho essas observacdes foram
observadas esporadicamente, nao ocorrendo em todas as amostras de mutantes analisadas
(Figura 12C e F) e, como mencionado anteriormente, as etapas de desenvolvimento dos gréos
de pblen ndo se apresentaram sincronizadas entre plantas selvagens e mutantes. Futuramente,
uma analise suplementar para caracterizacdo mais detalhada do desenvolvimento dos gréos de
polen nesse mutante podera envolver a analise morfolégica dos graos de pélen através de
microscopia eletrénica de varredura. Estudos sobre a viabilidade e a capacidade de germinacéo
dos gréos de pélen podem também caracterizar alteraces no processo de desenvolvimento dos

grdos de pblen nesse mutante.
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Figura 12 - Anteras de plantas selvagens (A-C) e mutantes para o gene AtPI4Ky1, de A. thaliana
(D-F), detalhando a ultraestrutura de células do tapete e de grdos de polen. ex: exina; mc:
microsporo; ta: tapete; v: vacuolo. Setas indicam elaioplastos

5.4 Construcdes génicas para expressdo do gene A4¢tPI4Kyl nas espécies em estudo

As construgdes génicas denominadas CaMV35S::4¢tPI4KylGFP C-terminal (Figura
13A) e CaMV35S::AtPI4KyIGFP N-terminal (Figura 13B), dirigidas pelo promotor
constitutivo 35S, foram utilizadas para superexpressdo do gene AtPI4Kyl em experimentos de
expressdo transiente em N. benthamiana e em experimentos de transformacgdo genética de

plantas de A. thaliana via “floral dip”.
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Figura 13: Construgdes génicas para expressdo nas espécies em estudo. A. Construcéo génica
CaMV35S::4tPI4Ky1-GFP C-terminal. B. Constru¢do génica CaMV35S::4¢PI4Ky1-GFP N-
terminal. A e B= Adaptado de Nakagawa et al. (2007)

=

A oewes | RB| NosP:NPTI AtPlakyl H GEP H LB

355
355

B oGWBE | RB| nosp:nPTI GFP |__AtPigkyl [LB

5.5 Transformacéo genética de A. thaliana via floral dip

Os experimentos de transformacdo genética foram realizados via A. tumefaciens
(EHA 105), primeiramente com a construgdo génica pAtPI4Kyl::AtPI4Ky1-GFP (cedida pelo
Prof. Francisco S. Linhares) e em seguida com a construcéo génica CaMV35S::4tPI4Ky1-GFP
C-terminal através do método “floral dip”, realizado de acordo com Clough e Bent (1998).

As sementes de A. thaliana que passaram pelo processo de transformacao genética pelo
método “floral dip” com a construc@o génica pAtPI4Ky1::AtPI4Ky1-GFP foram introduzidas in
vivo em meio de cultura MS (Murashig; Skoog, 1962) suplementado com higromicina e foram
submetidas ao teste de selegdo de transformantes de acordo com Harrison et al. (2006).
De acordo com os autores, plantas resistentes a concentracdo de 15 pl/ml do antibidtico
higromicina devem apresentar hipocétilo bem alongado (0,8 a 1,0 cm), enquanto que plantas
ndo-resistentes (ndo transformadas) devem apresentar um discreto alongamento do hipocétilo
(0,2 a0,4 cm), sem continuidade no desenvolvimento apés 3 a 5 dias. Para cada teste de selecdo
com esta construcdo, foram preparadas oito placas de Petri com 40 sementes cada, sendo trés
placas para sementes WT e cinco placas com sementes que passaram pelo processo de
transformacdo genética. ApoOs oito experimentos de germinacdo realizados ndo foram
observadas diferencas no alongamento do hipocotilo das plantulas germinadas na presenca de
higromicina e, apds 10 dias, todas as plantulas estavam mortas.

Sabe-se que a sele¢do de plantas por este antibidtico ndo é evidente, desta forma foram
iniciados testes de variacdo na concentracdo do antibidtico buscando adequar o protocolo e
assim obter uma curva de concentracdo de selecao eficiente. Para isso, foram determinadas trés

concentragdes diferentes do antibidtico: 15 pg/ml, 20 pg/ml e 30 pg/ml e foram realizadas oito
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placas de Petri, com cinco repeti¢Ges, contendo 40 sementes cada. Apds 15 dias, novamente
nenhuma planta apresentou desenvolvimento ou resisténcia ao antibidtico (Figura 14).

Figura 14: Sementes de A. thaliana em meio de cultura MS suplementado com diferentes
concentracdes de higromicina (15 pg/ml, 20 pg/ml e 30 pg/ml) para selecdo de plantas
transformadas com a construcdo génica pAtPI4Kyl::AtPI4Kyl-GFP

Sementes de A. thaliana que passaram pelo processo de transformag&o genética com a
construcdo génica 35S::4¢tPI4KyI-GFP C-terminal, também introduzidas in vivo em meio de
cultura MS suplementado com 15 pg/ml de canamicina, foram submetidas ao teste de selecdo
de transformantes idem ao experimento anterior e para cada teste de selecdo com esta
construgdo, também foram preparadas oito placas de Petri com 40 sementes cada uma, sendo
trés placas para sementes WT e cinco placas com sementes que passaram pelo processo de
transformacdo genética. Diferentemente dos resultados obtidos anteriormente, com esta
construgdo génica, apos 15 dias, foram observadas diferengas no alongamento do hipocotilo
das plantulas TO germinadas na presenca de canamicina (Figura 15). Ao final dos testes de
selecdo, 28 plantulas foram selecionadas e aclimatizadas em substrato.

A estrutura dos vetores pGWBSs, €é construida com base em pBI modificado contendo
HPT e o gene da neomicina fosfotransferase 1l (NPTII); assim, todos os pPGWBs apresentam
resisténcia a canamicina e a higromicina (Nakagawa et al., 2007), o que permitiu a selecdo dos
transformantes com o antibidtico canamicina de forma eficiente. Apds o crescimento e secagem
das plantas, sementes T1 foram coletadas e as plantas provenientes destas, serdo analisadas

posteriormente.
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Figura 15: Sementes de A. thaliana em meio de cultura MS suplementado com antibiotico
higromicina para sele¢do de plantas transformadas. Setas indicam das pléantulas selecionadas

5.6 Analise de expressdo transiente em Nicotiana benthamiana

Para compreensdo da funcdo celular de determinada proteina, conhecer sua localizacao
subcelular é fator pertinente. Estudos de localizacdo e dindmica subcelular de proteinas sdo
Uteis para entender as fungdes celulares das proteinas em um organismo e a fusdo com uma
proteina fluorescente, como a GFP (do inglés, Green Fluorescent Protein), ampliou
significativamente o conhecimento neste campo. A expressao transiente de proteinas marcadas
com GFP é amplamente utilizada para estudar a localizacdo da proteina in vivo em diferentes
sistemas, fornecendo uma maneira rapida e conveniente de caracterizar as propriedades das
proteinas em células vivas (Cui et al., 2016).

A fim de se observar a possibilidade de expressdo transiente da proteina em estudo,
foram realizadas agroinfiltracdes em folhas de N. benthamiana contendo as construgdes génicas
CaMV35S::4tPI4Ky1-GFP C-terminal e CaMV35S::4¢PI4Ky1-GFP N-terminal, associados ao
ativador de expressdo p19 (Voinnet et al., 2003) e, como controle positivo, 0 gene marcador de
nucleo DDal (CaMV35S::DDal-GFP) (Irigoyen et al., 2014).

A expressao transiente de ATPI4Ky1 em células de N. benthamiana com a construcéo
CaMV358S::AtPI4Ky1GFP C-terminal foi detectada (Figura 16B-C, E-F). Observou-se também
a expressdo do controle positivo CaMV35S::DDalGFP (Figura 16A e D) e a autofluorescéncia
de cloroplastos, em vermelho (Figura 16D-F). No entanto, ndo foi possivel visualizar a
expressdo transiente da proteina em estudo nos experimentos realizados com a construgdo
génica CaMV35S::4¢PI4Ky-1GFP N-terminal, evidenciando que o plasmideo que contém a

GFP a N-terminal ndo se mostrou eficiente nesses experimentos.
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Figura 16. Expressdo transiente de CaMV35S::AtPI4Kyl-GFP C-terminal em ceélulas de
Nicotiana benthamiana, observada por microscopia confocal. A e D: controle positivo:
CaMV35S::DDal-GFP marcador de nucleo, apresentando a fluorescéncia emitida por GFP.
B-C e E-F: fluorescéncia emitida por GFP fusionada ao produto do gene AtPI4Kyl
(CaMV35S::AtPI4Ky1-GFP C-terminal). As imagens D-F mostram em vermelho a
autofluorescéncia de cloroplastos. Barras = 5 pm

5.6.1 Analises de co-localizagdo de ATPI4Kyl em marcadores de compartimentos celulares
“WAVE report lines”

Com a finalidade de conhecer a co-localizagdo de ATPI4Kyl, a construgdo génica
CaMV358S::AtPI4Ky1-GFP C-terminal que se mostrou eficiente nos experimentos anteriores
(item 5.6), juntamente com quatro linhagens marcadoras de compartimentos celulares WAVE
report lines, RabF2b, Gotlp homodlogo, Rab A5d e Rab D2b, contendo mCherry/mRFP
(Geldner et al., 2009), foram agroinfiltradas no meséfilo de folhas de N. benthamiana.

As linhagens WAVE, foram selecionadas com base na literatura (Cardona-Lopéz et al., 2015) e,
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apresentam marcacao fluorescente para endossomos tardios/compartimentos pré-vacuolares,
Golgi, endossomos/sintese de endossomos e Golgi/endossomos, respectivamente (Geldner et
al., 2009, Tabela 7). Para isso, as agroinfiltracbes em folhas de N. benthamiana foram
preparadas individualmente para as quatro linhagens marcadoras selecionadas, juntamente com
o ativador de expressdao pl9 e o plasmideo CaMV35S::AtPI4Kyl-GFP C-terminal. Como
controle positivo, foi usado o gene marcador de nucleo, CaMV35S::DDal-GFP.

Analises por microscopia confocal mostraram a co-localizagdo da expressédo transiente
da proteina ATPI4Kyl com a linhagem marcadora do compartimento celular golgi (Gotlp
homdlogo), através da sobreposicao de sinais fluorescentes emitidos por GFP e mRFP/mCherry
(Figura 17D-F). As demais linhagens marcadoras dos compartimentos celulares utilizadas
(RabF2b, Rab Abd e Rab D2b) ndo apresentaram co-localiza¢do com a proteina ATPI4Kyl1, em

nenhuma das observacdes realizadas (Figura 17G-0).

Figura 17. Expressdo transiente de CaM[V35S::AtPI4Kyl-GFP C-terminal e linhagens
marcadoras “WAVE”: RabF2b, Gotlp homologo, Rab A5d e Rab D2b em Nicotiana tabacum,
observada por microscopia confocal. A-C: Controle positivo: CaMV35S::DDal-GFP:
marcador de nudcleo apresenta a fluorescéncia emitida por GFP. D-F: Linhagem marcadora
RabF2b G-I: Linhagem marcadora Gotlp homdlogo co-localizada com a proteina ATPI4Kyl
fusionada a GFP (I). J-L: Linhagem marcadora Rab A5d. M-O: Linhagem marcadora Rab D2b.
Barras = 5 uym
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Para comprovagdo da expressdo de CaMV35S::4tPI4KyI-GFP C-terminal visualizada
nos experimentos de co-localizagdo celular, realizou-se a analise de Western blot a partir das
mesmas folhas de N. benthamianas que apresentaram a co-localizacdo da proteina ATPI14Ky1
(agroinfiltradas com CaMV35S::4tPI4Ky1-GFP C-terminal ¢ “Wave report” Gotl homodlogo)
e folhas que ndo foram agroinfiltradas, como controle.

Os resultados obtidos nessas analises, ap6s 30 min de exposicdo as solugbes de
revelacdo, mostraram a presenca de bandas com tamanhos aproximados de 83 KDa (Figura 18).
O tamanho previsto da proteina ATPI4Kyl é de 56 KDa, devendo-se adicionar 27 KDa da
proteina GFP, totalizando um fragmento com tamanho aproximado de 83 KDa, comprovando
a presenca da proteina ATPI4Kyl nos ensaios de co-localizagdo com a linhagem marcadora

para Golgi.

Figura 18. Western blot de folhas de Nicotiana benthamiana agroinfiltradas com
CaMV35S::4tPI4KyIGFP C-terminal e com a linhagem marcadora “WAVE” report Gotlp
homdlogo. Test: folha ndo agroinfiltrada. Gotlp homol: Linhagem marcadora que apresentou
co-localiza¢ao com a proteina ATPI4Ky1. Fragmento com tamanho aproximado de 83KDa (56
KDa da proteina ATPI4Ky1+ 27 KDa de GFP)
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A compreensdo da funcionalidade proteica intracelular é um dos maiores desafios da
era pos-gendmica. Muitas vezes, a funcionalidade de uma proteina esta relacionada com sua
localizagdo. Neste sentido, € importante conhecer a localizacdo dindmica de proteinas em

compartimentos subcelulares distintos, o que em plantas, € desafiador ja que um conjunto
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abrangente de proteinas marcadoras desses compartimentos ainda ndo esta disponivel (Martin
et al., 2009), apesar da substancial contribuicdo que colecdes fornecem atualmente.

Avancos significativos tém sido alcancados na defini¢do do trafego de vesiculacéo de
membranas vegetais usando sistemas de expressado transiente de co-localizacdo. Uma série de
vetores e de plantas transformadas foram geradas de maneira estavel expressando fusdes de
proteina de membrana em marcadores fluorescentes espectralmente distintas, com padrfes
distintos de localizagcdo subcelular, expressao estavel e ndo toxica, denominadas linhagens
marcadoras de compartimentos celulares “WAVE” report (Geldner et al., 2009). As linhagens
marcadoras multicoloridas “WAVE” permitem uma analise combinatéria dos sistemas
compartimentalizados de membranas celulares das plantas, tanto em microscopia confocal
como por microscopia imunoeletrénica (Cardona-Lépex et al., 2015).

De acordo com estudos realizados por De Matteis et al. (2013) e Balla (2013) PtdIns
apresentam distribuicdo subcelular e de membrana Unicas e estdo concentrados na superficie de
membranas, podendo atuar em compartimentos ou sub-compartimentos celulares especificos.
Em organismos modelo em geral, muitas informacfes tém sido descritas em relacdo a
distribuicdo dessas moléculas (De Matteis et al., 2013).

A localizacdo da maioria de PtdIns ja é conhecida em compartimentos celulares
(Heilman; Heilman, 2013). Dentre os PtdIns fosforilados, foi visto que PtdIns3P esté presente
nos endossomos, sendo conhecido por desencadear o recrutamento de proteinas importantes
para a identidade e funcdo endossomica precoce (Marat; Haucke, 2016; Schink et al., 2016).
PtdIns (3,5) P2, acumula-se nos corpos multivesiculares (MVBSs) e endossomos tardios, a
medida em que os endossomos precoces amadurecem (Marat; Haucke, 2016) e PtdIns5P esta
presente no ndcleo, membrana plasmatica e endomembranas (Vicinanza et al., 2015; Varnai et
al., 2017).

Em relacdo a localizacdo de Pl 4-quinases, informacdes de co-localizacdo sdo restritas.
Em células de mamiferos, sabe-se Pl 4-quinases do tipo Il e Pl 4-quinases tipo I11 séo associadas
ao Golgi e localizam-se em subcompartimentos desta organela de forma distinta (Weixel et al.,
2005). Em estudos de localizagdo de P1 4-quinases tipo Il, em células de mamiferos, observou-
se que estas nao se localizam apenas nas estruturas de Golgi, mas também em estruturas
endossomais (Balla et al., 2002; Wang et al., 2003; Weixel et al., 2005), enquanto que
Pl 4-cinases tipo 111, sdo localizadas principalmente no cis/médio Golgi (Weixel et al., 2005).

As informagdes reunidas neste trabalho, como a co-localizagao da proteina ATPI4Kyl
em células do Golgi, aliadas aos estudos desenvolvidos por Pereira et al. (2007) e Alves-Ferreira

et al. (2007) e as recentes descobertas em relacdo ao reconhecimento de regides especificas
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celulares, elucidadas por Simon et al. (2016) e Rostislavleva et al. (2019), indicam que a fungéo
desempenhada pelo produto do gene AtPI4Kyl pode estar intimamente ligada ao trafego
intracelular de vesiculas e de endomembranas. Esta possibilidade se da, principalmente pela
caracteristica sinalizadora dos fosfoinositideos, que através dos diferentes produtos
fosforilados, podem realizar marcagdes de regides especificas da membrana, o que pode levar
a montagem de complexos proteicos, resultando na transducdo de determinado sinal subcelular
e indicar atividade de transporte, secrecdo, brotamento, ou ainda de fusdo vesicular. Mais
especificamente, no caso da esterilidade masculina em plantas, poderia ter implicacdo em
processos de deposicdo de vesiculas que podem atuar na formacdo de fragmoplasto em
processos de divisdo celular, ou ainda em atividades secretoras de células do tapete para a
formacdo do revestimento de grdos de polen, entretanto, maiores estudos sdo necessarios

buscando a comprovacao dessas hipoteses.

5.7 Sistema duplo hibrido em leveduras (Y2H)

Interaces fisicas especificas entre proteinas formam a base da maioria dos processos
bioldgicos. O sistema duplo hibrido de leveduras (Y2H) é um método genético amplamente
utilizado para detectar interacdes proteina-proteina em células de levedura (Rajagopala; Uetz,
2011). Neste estudo, o screening de biblioteca de duplo-hibrido em levedura foi realizado para
determinar possiveis parceiros de interacdo da proteina ATPI4Ky1. Esta ferramenta molecular
permite revelar parceiros de interacdo de uma proteina especifica quando 0os mesmos ainda sao
desconhecidos.

Todos os experimentos realizados durante os experimentos de screanning de duplo
hibrido foram realizados com os vetores de expressdo em leveduras pGBKT7 (BD) e pGADT7
(AD) (Anexo B) de acordo com o protocolo Matchmaker Gold Yeast Two-Hybrid System
User Manual, Takara Bio USA. Incialmente, a proteina ATPI4Ky1 foi produzida com fusao
amino-terminal ao dominio de ligagdo ao DNA do fator de transcricdo GAL4 (DNA Binding
Domain — BD). Todas as etapas de recombinacao foram confirmadas por sequenciamento.

Imediatamente apds o preparo das células competentes de levedura Y187, a reagéo de
recombinacdo isca BD (ATPI4KylpGBKT7) foi submetida as etapas de transformacao por
choque térmico. Apds o crescimento das coldnias de levedura transformadas, foram
selecionadas 7 colbnias para analise de PCR (Figura 19). Todas as col6nias selecionadas se

mostraram positivas, amplificando o fragmento esperado.
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Figura 19: Analise de PCR de levedura para confirmagdo da transformacdo da reacdo de
recombinacdo isca BD (ATPI4KylpGBKT7) em levedura cepa Y187. M: AEcoRI+HindIII
(Fermentas). Col 1-7: Colonias de levedura cepa Y187 transformadas; CP: DNA da reacdo LR
clonase pGBKT7+A4tPI4Ky1; CN: Controle negativo da reagdo — agua

M Coll Col2 Col3 Col4 Col5 Col6 Col7 CP CN

vam,’iﬂi

5.7.1 Screanning de biblioteca de duplo-hibrido em leveduras

Para a realizagdo do screanning, foi utilizada a biblioteca de cDNAs de botéo floral de
A. thaliana, clonados através do sistema Gateway de recombinacgdo, em vetores de expressao
em leveduras com dominio de ativacdo da transcricdo (DNA-AD) cedido pelo CNB, Madrid,
Espanha. Antes de iniciar o screening de duplo hibrido, como etapa controle, foi realizado um
teste de autoativacdo da isca BD transformada em Y187 com os meios de cultura utilizados no
screening de duplo hibrido. Ap6s o periodo de incubacdo, o controle positivo (YSD-W) e os
controles negativos (YSD -WLHA (1, 5, 15mM 3AT); YSD -WLH (1, 5, 15mM 3AT) e YSD
-WL (1, 5, 15mM 3AT) foram confirmados (Figura 20). Houve crescimento somente de

coldnias de leveduras em meio de cultura YSD —W, como esperado.
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Figura 20: Teste de controles. Meio de cultura YSD com diferentes auxotrofias e concentragdes
de 3AT contendo levedura transformada com a isca BD. A: Coldnias de levedura transformadas
em meio de cultura YSD-W. B: Meio de cultura YSD -WLHA + 1mM de 3AT; C: Meio de
cultura YSD -WLH + 1mM de 3AT. D: YSD -WL + 1mM de 3ATM

Apo0s o teste de autoativacao, iniciou-se o0 ensaio de screening de biblioteca de duplo-
hibrido em leveduras. Os resultados do screening da biblioteca de cDNA de botdo floral
de A. thaliana contra a isca BD resultou em 47 clones de levedura (Figura 21). A placa controle
contendo as auxotrofias (-WL) (Figura 21A) mostra o crescimento de col6nias de leveduras dos
47 clones obtidos. Além disso, na presenga das auxotrofias (-WLH) (Figura 21C) e, nas
auxotrofias (-WLHA) (Figura 21D) e com adicdo de diferentes concentracGes de 3-amino-
1,2,4-triazol (3AT), inibidor do produto do gene His3, implicado na biossintese de S. cerivisae.
(1 mM, 5 mM e 15 mM respectivamente) (Figura 21E-M) também foi possivel o crescimento
das mesmas 47 coldnias obtidas no controle positivo, 0 que indica que as interacdes entre as

proteinas podem ser classificadas como interagdes fortes.
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Figura 21: Screening da biblioteca de cDNA de botéo floral de Arabidopsis thaliana contra a
isca BD, resultou em 47 clones. A: Meio de cultura YSD —WL (controle positivo); B: Meio de
cultura YSD —WLA e clones de interatores; C: Meio de cultura YSD —~WLHA e clones de
interatores; D: Meio de cultura YSD —~WLHA e clones de interatores; E-G: Meio de cultura
YSD —-WLA suplementado com diferentes concentracdes de 3AT (E: 1 mM; F: 5 mM; G: 15
mM); H-J: Meio de cultura YSD ~WLH suplementado com diferentes concentracdes de 3AT
(H: 1 mM; I: 5 mM; J: 15 mM); K-M: Meio de cultura YSD -WLHA suplementado com
diferentes concentracdes de 3AT (K: 1 mM; L: 5 mM; M: 15 mM)

YSD-2 (-WL)

YSD-3 (-WLA)

YSD-3 (-WLA)
YSD-3 (-WLH)

YSD-3 (-WLH)

YSD-4 (-WLHA)

YSD-4 ((WLHA)
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Neste estudo, o fator de transcricdo de levedura Gal4 foi dividido em um dominio de
ligagdo BD fusionado ao gene AtPI4Kyl e um dominio de ativagdo AD fusionado a uma
biblioteca de cDNA de botéo floral de A. thaliana. As fusdes BD e AD foram referidas como
isca e presa, respectivamente. Desta forma, somente se houver a co-expressao simultanea da
isca e de uma presa em interacao, a reconstituicdo do fator de transcri¢do completo de levedura
permite a transcricdo do gene repérter e a colnia de levedura, contendo o clone de uma presa
em interacao, podera crescer em meio de cultura de selecao.

Um elemento chave no processo de deteccao das interacdes € o uso de linhagens de
leveduras que apresentam genes repérteres como His3, Ade2, entre outros, regulados sob
controle de um promotor GAL4-indutivel para a deteccdo das interagcBes. Cada dominio
somente é expresso a partir de uma das proteinas candidatas a interacdo e, somente se as
proteinas apresentarem interacao entre si, 0s dominios poderao de unir e a expressao dos genes
reporteres promoverdo auxotrofia a aminoéacidos (Uetz, 2002). A expressdo do (s) gene (S)
reporter (es) permite que a coldnia cresca apenas sob certas condi¢des, como por exemplo, His3
codifica a imidazoleglicerolfosfato desidratase (IGP desidratase), uma enzima chave na
biossintese de histidina (Koegl; Uetz, 2007). Quando as proteinas da isca e da presa interagem,
a expressdo His3 responsiva a Gal4 permite que a coldnia biossintetize histidina e cresga em
seu meio minimo.

A confirmacéo dos resultados geralmente deve ser feita por meio de validagdes. Neste
experimento, além da selecdo em meio de cultura auxotréfico, um indicativo da forca da
interacdo em selecdes iniciais foi ainda confirmado por meio de ensaios de sobrevivéncia em
auxotrofias suplementadas com concentragdes de 3AT, uma vez que o aumento de forga dessa
interacdo, pode ser mensurado através do aumento da concentracdo de 3AT em meios de cultura
(Uetz, 2002). Como este € um inibidor competitivo do produto do gene His3 usado como gene
reporter durante o screnning, a célula capaz de crescer em presenca de 3AT indica que somente
se 0 nivel do produto do gene His3 for suficiente para sustentar o efeito inibitorio do 3AT para
produzir histidina suficiente, pode permitir a sobrevivéncia celular. Portanto, a presenca de 3AT
seleciona clones com alto nivel de His3, ja que doses maiores de 3AT, tornam o0 meio de cultura
mais especifico, sugerindo, consequentemente, uma tendéncia de forca de interagcdes entre as
proteinas (Rajagopala; Uetz, 2011), no entanto, nenhuma inferéncia conclusiva pode ser feita
em relacdo a forca de interacdo dos clones obtidos, devido a ndo padronizacdo da quantidade

de células plagueadas em cada spot.
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5.7.2 Teste de a-galactosidase néo letal

Colbnias que crescem sob selecdo (-WL) foram submetidas ao teste ndo letal de
a-galactosidase. O teste realizado neste trabalho foi baseado no teste descrito por Duttweiler
(1996). Foi possivel observar a coloragdo azul em apenas alguns spots de células (Figura 22,
spots 3, 4, 5, 9, 11, 25 e 42). As colbnias postivas nos testes de ~WL (que cresceram em
diferentes auxotrofias e concentracdes de 3AT) e na presenca do substrato X-alpha-Gal +
(cor azul) foram caracterizadas como fortemente positivas. Entretanto, embora tenham sido
priorizadas colbnias -WL e X-alpha-Gal+ (Figura 22, spots 3, 4, 5, 9, 11, 25 e 42) para a
caracterizacdo inicial dos clones, as coldnias -WL e X-alpha-Gal+ ndo foram descartadas, pois

0 gene reporter Mell € menos sensivel e nem sempre a coloracao azul fica evidente nestes casos.

Figura 22: Teste nao letal de a-galactosidase com os 47 clones interatores em meio de cultura
YSD -WL com substrato cromogénico X-alpha-Gal. Os spots foram numerados
sequencialmente de 1-47

YSD-& (-wl)

O gene Mel-1 codifica a-galactosidase, uma enzima que ocorre naturalmente em cepas
de leveduras e, como resultado de interacOes, a a-galactosidase (Mel-1) € expressa e secretada
pelas celulas de levedura. Col6nias de leveduras que expressam Mel-1 ficam azuis na presenca
do substrato cromogénico X-alpha-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-a-D-galactosideo) substrato
histoquimico da a-galactosidase através de reacdo enzimatica. Desta forma, a atividade de
a-galactosidase pode ser utilizada como um indicador de interagBes proteina-proteina in vivo

utilizando sistemas de duplo hibrido (Duttweiler, 1996).
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Para minimizar efeitos de entrada de mais de um plasmideo em células de levedura, e
com isso favorecer a traducdo de mais de uma proteina candidata a interacdo com AtPI4Kyl, é
necessario conhecer qual proteina presente em cada levedura interagiu com a proteina alvo e
promoveu o crescimento da coldnia no meio seletivo. Para isso, 0 DNA plasmidial das
leveduras foi extraido e transformado em células competentes de E. coli, pois nestas células o
controle de entrada de um Unico plasmideo por transformac&o é mais confiavel (Uetz, 2002).

Para analisar os clones obtidos, primeiramente foram priorizadas coldnias His+ e LacZ+
(Figura 22, spots 3, 4, 5, 9, 11, 25 e 42) e extracbes de DNAs plasmidiais de
E. coli foram purificadas e encaminhadas para o sequenciamento, com inicadores descritos na
Tabela 6. Em seguida, todos os outros spots de coldnias obtidos (Figura 21) também foram
submetidos a mesma preparacdo. Apds analises do sequenciamento, 27 genes foram
identificados (Tabela 12). Para a identificacdo dessas sequéncias, foi utilizado o software
BLASTN no banco de dados NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

Apos a identificacdo e analise dos genes, observou-se o potencial de alguns como
possiveis interatores, pelas caracteristicas funcionais ja descritas em plantas. Dentre eles,
destaca-se a proteina codificada pelo gene PATL1, relacionada as proteinas envolvidas no
trafego de membranas (Anantharaman; Aravind, 2002). PATL1 é recrutada do citoplasma para
a placa celular e em estudos de ligacdo a vesiculas, PATL1 ligou-se a fosfoinositideos
especificos, importantes reguladores do trafego de membranas, com preferéncia por Ptdins 5P,
PtdIns (4,5) P2 e PtdIns 3P. Estes resultados sugerem um papel para a PATL1 em eventos de
trafego de membrana associados a expansdo ou maturacdo da placa celular e apontam para o
envolvimento de fosfoinositideos na biogénese da placa celular (Peterman et al., 2004).

Um fator de destaque dentre os dados obtidos, foi o grande nimero de proteinas
relacionadas ao cloroplasto identificadas. Das 27 proteinas, 10 foram relacionadas ao
cloroplasto (Tabela 12). Esses dados podem ser associados a diversas evidéncias ja descritas.
Rios (2009) relatou a localizag@o sub-celular da proteina AtPI4Kyl em proplastidios, através
de analises de microscopia confocal de raizes. Protoplastideos sdo pequenas organelas presentes
em células meristematicas que irdo se diferenciar em tipos plastidiais, através de diferenciaco
plastidial, como plastidios que passam a produzir e estocar lipideos, denominados
elaioplastideos (ou elaioplastos) (Dickinson, 1981). Além do mais, analises morfoanatémicas
do desenvolvimento tardio de mutantes deste trabalho, identificaram que elaioplastos presentes
em células do tapete em plantas mutantes, sao presentes em maior nimero € com menor

tamanho quando comparado as amostras de plantas selvagens. Em conjunto, estes dados podem
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sugerir uma relacdo entre o grande nimero de proteinas relacionadas a cloroplastos
identificadas e a proteina AtPI4Kyl.

Dentre as proteinas relacionadas ao cloroplasto, identificou-se a proteina BIP 1
(HSP70), também envolvida em processos catabdlicos proteicos associados ao reticulo
endoplasmético. Estudos de microarranjo, relacionados ao padrdo de expressdo génica de
plantas AtPI4Ky1KO, evidenciaram menor expressao em AtPI4KylKO de genes que se
apresentam mais expressos em uma linhagem de silenciamento do gene que codifica a proteina
HSP90 (Rios, 2009). A proteina HSP90 é uma chaperona implicada na maturacao de substratos
protéicos metaestaveis, atuantes como reguladores centrais de circuitos bioldgicos. Uma
diminuicgdo da funcédo exercida por HSP90 pode diminuir a capacidade de responder a estimulos
externos (Young; Moarefi; Hartl, 2001; Queitsch; Sangster; Lindquist, 2002).

Outros genes identificados também apresentaram potencial em possiveis interacoes,
mas para a continuagdo dos estudos de interatores da proteina ATPI4Ky1, a comprovagao das
possiveis interacOes relacionadas abaixo, devem inicialmente ser realizadas em experimentos

futuros.
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Tabela 12. Identificacdo de putativos candidatos a interacdo com AtP14Ky1 através de ensaio de Y2H ap6s anélises de sequéncias dos clones
identificados através do software BLASTN no banco de dados NCBI

Col6nia  X-a-gal ID gene/Interator Localizagao Funcdo
824768 / Ribossomal protein L41 : : :
1 + family / E TAMBEM Avrabidopsis Ribosome, cytosollc_large ribosomal Structural constituent of ribosome; INVOLVED IN: translation
. subunit
RNA nocoding nc RNA
2 + 842910 / TPX1 thioredoxin-dependent Chloroplast, plasma membrane, Oxidoreductase activity, antioxidant activity; INVOLVED IN: response to
peroxidase 1 membrane cadmium ion

835585 / Translation initiation factor Translation initiation factor activity; INVOLVED IN: translational

3 +++ . . Cellular_component unknown L -
SUI1 family protein - initiation, translation
4* 4t 843546 / PATL1 PATELLIN 1 Apoplast, plasma membrane, Transporter activity; INVOLVED IN: transport, pollen tube growth
chloroplast, vacuole, membrane
5 .t 837808 / CCS copper chaperone for Chloroplast Superoxide dismutase copper chaperone activity, superoxide dismutase
SOD1 P activity; INVOLVED IN: cellular copper ion homeostasis
6 - 838599 / DNA ligase-like protein e Molecular_function unknown; INVOLVED IN: biological_process
unknown
842197 / Phosphoglicerate mutase
7 ++ family protein Chloroplast e
9 et 830784 / KIWI ssDNA-binding cellular component unknown Protein binding, transcription coactivator activity, DNA binding;
transcriptional regulator ~comp INVOLVED IN: regulation of transcription, DNA-dependent
12 ++ 816381/ PNP'A plant natriuretic Extracellular region, cellwall
peptide A

14 X 8i39“21|é I;’rolr?/ket:?e cy(:rl]‘asr(;.‘]/itljeh{d:aisﬁ _____ Molecular_function unknown; INVOLVED IN: response to biotic

and fipid transport superfamily prote stimulus, defense response
15 + 840860 / PMI1 plastid movement Plasma membrane Molecular_function unknown; INVOLVED IN: chloroplast relocation

impairedl
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Levedura X-a-gal ID gene/Interator Localizacao Funcéo
17 - 820775 | TRX-M4 thioredoxin M-type ;Z%Iglr(;r:g’ gzlllo roapillascthtlr;);!)alig:tj Enzyme activator activity; INVOLVED IN: response to oxidative stress,
4 ’ wal, plast, positive regulation of catalytic activity
chloroplast envelope
18 - 832950 / BIP1 heat shock protein 70 chlcf)?:)l ﬁzltll\?a:zz?lae n;ﬁ?g?;s?;ﬂc INVOLVED IN: Protein folding, ER-associated protein catabolic process,
(Hsp 70) family protein plast, ’ P response to heat, polar nucleus fusion
reticulum lumen
829965 / Ribosomal protein S5 domain Molecular_function unknown; INVOLVED IN: biological_process
20 ++ X Cellular_component unknown
protein - unknown
Electron transporter, transferring electrons within the cyclic electron
21 + 837974/ PnsL2 PsbQ-like2 - transport pathway of photosynthesis activity; INVOLVED IN:
photosynthetic electron transport chain
29 % 822444 | CSLCO04 Cellulose-synthase- Plasma membrane Cellulose synthase activity, transferase activity, transferring glycosyl
like C4 groups; INVOLVED IN: biological_process unknown
818915 / ARA4 P-loop containing Trans-Golgi network, Golgi stack,
23 ++ nucleoside triphosphate hydrolase plasma membrane, Golgi-associated Response to heat, inter-Golgi cisterna vesicle-mediated transport
superfamily protein vesicle
Protein binding, intracellular ligand-gated ion channel activity;
834895 / ATGLRL1.2 Glutamate ) S . 4
29 X receptor family protein Endomembrane system, membrane INVOLVED IN: cellular calmu_m ion homeostasis, response to light
stimulus
30 % 836556 / FKBP1_2 FK506-binding Chioroplast thylakoid lumen FK506 binding, pepﬂdyl-prolyl Cis-trans isomerase activity; INVOLVED
protein 12 IN: protein folding
829715 / PSAT phosphoserine O-phospho-L-serine:2-oxoglutarate aminotransferase activity;
31 X aminotransferas Chioroplast stroma, chloroplast INVOLVED IN: L-serine biosynthetic process
829965 / Ribosomal protein S5 domain Molecular_function unknown; INVOLVED IN: biological_process
33 X X cellular_component unknown
protein unknown
829965 / Ribosomal protein S5 domain Molecular_function unknown; INVOLVED IN: biological_process
34 + Cellular_component unknown

protein

unknown
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Levedura

X-a-gal

ID gene/Interator

Localizacao

Funcéo

36

820775 | TRX-M4 thioredoxin M-type
4

Thylakoid, chloroplast thylakoid
membrane, cell wall, chloroplast,
chloroplast envelope

Enzyme activator activity; INVOLVED IN: response to oxidative stress,
positive regulation of catalytic activity

39

830018 / MYB4 myb domain protein 4

DNA-binding, transcriptional regulator, Myb-type, DNA-binding

41

++++

838672 / AT1G20810 FKBP-like
peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
family protein

Thylakoid lumen, chloroplast
thylakoid lumen, chloroplast

FK506 binding, peptidyl-prolyl cis-trans isomerase activity; INVOLVED
IN: protein folding

44

825317 / CYSC1 cysteine synthase C1

Mitochondrion, chloroplast

Cysteine synthase activity, copper ion binding, L-3-cyanoalanine synthase
activity; INVOLVED IN: cysteine biosynthetic process, detoxification of
nitrogen compound, cyanide metabolic process

46

825366 / AT3G61930 hypothetical
protein

N-terminal protein myristoylation; EXPRESSED IN: 11 plant structures;
EXPRESSED DURING: 4 anthesis, C globular stage, petal differentiation
and expansion stage; Has 11 Blast hits to 11 proteins in 5 species
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5.8 Expressdo heterdloga da proteina ATPI4Ky1

Dentre as subfamilias de P14Ks do tipo Ill, o e B e de tipo Il, y, a subfamilia y foi
previamente categorizada por homologia ao seu dominio 3, 4 quinase (Mueller-Roeber; Pical,
2002). Posteriormente, P14Ks subfamilia y também foram caractrizadas pela presenca de
dominios ubiquitina, sendo que dois individuos dessa subfamilia (AtP14Kyl e AtP14Ky8) ndo
apresentam nenhum dominio ubiquitina (Galvéo et al., 2008).

Dados mais recentes mostraram que um integrante da subfamilia y (AtP14Ky5) apresenta
atividade serina/treonina quinase (Tang et al., 2016). Como estudos evolutivos, sobre a
sinalizagdo via segundo mensageiro mostraram que as PIKs podem ter evoluido de serina/treo
quinases (Brown; Auger, 2011) ainda ha incertezas sobre a atividade cinasica destas proteinas,
uma vez que, membros da subfamilia y, como AtP14Ky1, ainda ndo foram caracterizados em
relagdo a sua real atividade quinase.

Desta forma, para compreender melhor a estrutura e funcéo proteica de ATPI4Kyl,
experimentos de expressdo heter6loga foram conduzidos, primeiramente com o objetivo de
obtencdo da proteina em forma solGvel e pura e, em seguida, para comprovacdo da atividade

cinasica da proteina ATPI4Ky1.

5.8.1 Clonagens de alta eficiéncia independente de ligacao (LIC)

A fim de aumentar a probabilidade de obtencdo de um produto soltvel e estavel da
proteina ATPI4Ky1, foram elaboradas 16 construcdes génicas, baseadas em diferentes pontos
de truncagem a partir da proteina inteira. As construcdes foram planejadas e desenvolvidas,
evitando-se a perda de sequéncias génicas de regides que podem codificar motivos ou dominios

estruturais e de acordo com analises das estruturas de proteinas homologas (Tabela 13).
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Tabela 13: Construgdes génicas desenvolvidas para as clonagens de alta eficiéncia independente de ligacdo (LIC) utilizadas nos de testes de
expressao da proteina ATPI4Kyl

PRODUTO NOMEDA  TAMANHO MASSA MASSA RESIDUO  RESIDUO  INICIADOR  INICIADOR
PCR CONSTRUGAO PRODUTO ESPERADADA  ESPERADA DA N- C- FORWARD  REVERSE
PCR (PB) PROTEINA  PROTEINASEM TERMINAL TERMINAL
(DA) HIS-TAG (DA)
1 ATPI4KY1-1 1713 63917,8 61452,2 Metl lle561 1 561
2 ATPI4KY1-2 1197 45086,1 42620,5 Met1 Lys389 1 389
3 ATPI4KY1-3 1176 44220,1 417545 Metl Lys382 1 382
4 ATPI4KY1-4 1122 42405,0 39939,3 Met1 Val364 1 364
5 ATPI4KY1-5 1506 55991,0 53525,3 Val71 lle561 71 561
6 ATPI4KY1-6 990 37159,2 34693,6 Val71 Lys389 71 389
7 ATPI4KY1-7 969 36293,2 33827,6 Val71 Lys382 71 382
8 ATPI4KY1-8 915 34478,1 32012,5 Val71 Val364 71 364
9 ATPI4KY1-9 1428 53298,9 50833,3 Glug7 lle561 97 561
10 ATPI4KY1-10 912 34467,2 32001,6 Glug7 Lys389 97 389
11 ATPI4KY1-11 891 33601,2 311356 Glug7 Lys382 97 382
12 ATPI4KY1-12 837 31786,1 29320,4 Glug7 Val364 97 364
13 ATPI4KY1-13 1410 52701,3 50235,7 Arg103 lle561 103 561
14 ATPI4KY1-14 894 33869,5 31403,9 Arg103 Lys389 103 389
15 ATPI4KY1-15 873 33003,5 30537,9 Arg103 Lys382 103 382
16 ATPI4KY1-16 819 31188,4 28722,8 Arg103 Val364 103 364

*Para detalhamento dos iniciadores utilizados, consulte Tabela 10.
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A partir da extracdo de DNA gendmico de A. thaliana (template), 16 fragmentos de
DNA esperados foram amplificados por PCR (Figura 23). Apo6s a analise do tamanho dos
fragmentos resultantes em gel de agarose 1% (Tabela 10), os fragmentos foram purificados e

tratados com T4 DNA polimerase e preparado para clonagem independente de ligacdo (LIC).

Figura 23: Amplificagdo dos fragmentos de DNA por PCR, a partir de DNA gendmico
de Arabidopsis thaliana, de acordo com pontos de truncagem previamente estabelecidos. 1-16:
Fragmentos correspondentes aos pontos de truncagem preservados. MK: Marcador

16 15 14 13 12 11 10 S 8 7 b6 5

O método de clonagem utilizado para a expressdo em pequena escala neste trabalho é
denominado clonagem independente de ligacdo (LIC). Os produtos de PCR séo ligados ao vetor
linearizado através de caudas complementares de fita simples de DNA de 12 a 15 nucleotideos
(caudas LIC). Para as clonagens, uma média de 100 ng de DNA foi obtido em cada amplificacdo
e estes foram purificados e tratados com T4 DNA polimerase (Fermentas Life Sciences). Este
tratamento permitiu que ocorresse a retirada das extremidades 3’ das duas fitas dos fragmentos
amplificados e gerou extremidades livres e coesivas complementares as caudas LIC do vetor
pNIC28-Bsa4, visto que 0 mesmo também havia sido previamente tratado.

Apos a reacdo de hibridizacdo entre insertos e vetor, foi realizado o sequenciamento
utilizando os iniciadores LIC (item 4.19.1). A confirmagdo dos plasmideos recombinantes
permitiu as transformagdes em bactérias competentes E. coli MACHL e, ap6s o crescimento
das colonias, trés coldnias de cada construcdo génica foram analisadas por meio de PCR de
colénia (Figura 24). O tamanho de todos os fragmentos amplificados nesta analise,

corresponderam aos fragmentos esperados para cada uma das construgdes génicas (Tabela 13).
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Figura 24: Fragmentos de DNA obtidos em anélise de PCR de col6nia correspondentes aos
fragmentos esperados, utilizados em de testes de expressdo da proteina ATPI4Kyl. MK:
Marcador. 1-16 Col6nias obtidas por meio da transformacdo em bactérias competentes E. coli
MACH1

5.8.2 Testes de expressdo da proteina ATP14Kyl

Apds a extracdo dos plasmideos, estes foram submetidos a nova transformacao em cepa
de expresséo E. coli BL21(DE3)-R3-pRARE?2 (para as 16 construgdes) e E. coli APPase (para
as 16 construcdes), e submetidos aos testes de expressao. Ao total, 32 testes de expresséo foram
realizados e, apenas a construgdo génica denominada 5, produzida em cepa E. coli BL21(DE3)-
R3-pRAREZ2, foi recuperada na fracdo soltvel (Figura 25). Nesta analise, foi observada uma
banda de aproximadamente 55 kDa, o que corresponde a massa molecular esperada para a
construcdo numero 5 (Tabela 13).

A construcdo génica 5, produzida em fragédo soltvel corresponde ao fragmento proteico
com inicio no amino&cido 71 (valina) e término no aminoacido 561 (isoleucina) (Apéndice B).
Nao foi verificada expressdo da proteina ATPI4Ky1 soluvel em nenhuma outra condicéo, o que
pode sugerir que o fragmento proteico (71 x 561) pode ser determinante para a expressao

proteica e que e a cepa de E.coli BL21(DE3)-R3-pRARE?2 possa ter favorecido esta expresséo.
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Figura 25: SDS-PAGE do teste de expressdo de 16 constru¢des génicas em duas cepas de E.coli.
A: E.coli APPase (construcdes 1 a 12); B: E. coli BL21(DE3)-R3-pRARE2 (construcfes 1 a
12); C: E.coli APPase (construcbes 13 a 16) e E. coli BL21(DE3)-R3-pRARE?2 (construgdes 13
a 16). Retangulos em vermelho destacam a producéo da proteina em forma soltvel (SF) com a
construcdo génica denominada 5 expressa em E.coli BL21(DE3)-R3-pRARE2. TL: indica
colunas contendo fracGes totais
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A expressao de proteinas funcionais em hospedeiros heterélogos é um dos pilares da
biotecnologia moderna. Apesar disso, a obtencao da expressdo da proteina fora de seu contexto
original exige a otimizacdo de muitos fatores (Kaur; Kumar; Kaur, 2018). Uma das estratégias
para maximizar o rendimento de proteinas recombinantes nativas € 0 aumento da
disponibilidade de c6dons que raramente estdo disponiveis no microorganismo de expressao.
Neste sentido, uma solugdo eficiente pode ser expandir o pool intracelular de RNAs
transportadores (tRNA) do hospedeiro atraves da expressao de genes que codificam os tRNAS
raros (Gustafsson; Govindarajan; Minshull, 2004). O plasmideo BL21(DE3)-R3-pRARE2
contém genes de tRNA para seis coddns raros em E. coli: argU (AGG / AGA), ileX (AUA),
leuW (CUA), proL (CCC) e glyT (GGA) (Novy et al.; 2001; Kaur; Kumar; Kaur, 2018).

A expressdo de proteinas cujos genes contém codons raros pode ser exponencialmente
melhorada quando o tRNA codificado € aumentado ou inserido dentro de cepas utilizadas para
a expressdo de proteinas (Kane, 1995). Burgess-Brown et al. (2008) relataram niveis de
expressdo de proteina de interesse aumentados, através do uso de plasmideos que apresentavam
genes para codons raros, em estudos comparativos de expressao proteica nativa e otimizadas

relacionados a desidrogenase e redutase em humanos.

5.8.3 Purificacdo da proteina ATP14Ky1

Apos expressdo em forma solivel da proteina ATPI4Kyl em larga escala, foram
iniciados os ensaios de purificacdo. A partir da cultura oriunda do crescimento do indculo
de E. coli BL21(DE3)-R3-pRARE2 contendo a construgédo génica 5, foi realizada a separagéo
da fase sobrenadante e pellet, por centrifugacdo. Em seguida, o sobrenadante foi submetido a
analise de cromatografia por afinidade em resina de niquel (IMAC), com o auxilio do sistema
automatico AKTApurifier (item 4.19.4).

As fracOes protéicas coletadas que ndo interagiram com a resina de niquel e a fragao
eluida, contendo a proteina pré-purificada, foram agrupadas e analisadas em SDS-PAGE
(Figura 26, coluna 1-4). Em seguida, a fracdo eluida pré-purificada (Figura 26, coluna 4) foi
adicionada TEV protease, e esta solucéo foi submetida a diélise, overnight, contra o tampé&o de
gel infiltrac&o para clivagem da cauda de histidina. Logo apds a diélise, foi realizada a etapa de
rebinding e novamente as fracOes protéicas foram coletadas, agrupadas e analisadas em
SDS-PAGE (Figura 26, coluna 5-9).
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A proteina ATPI4Ky1 purificada foi obtida em todas as fragdes do rebinding (Figura
26, colunas 5-9). Entretanto, € possivel que as fragbes do rebinding: lavagem 60 mM imidazol
do rebinding, elui¢do do rebinding e lavagem 3M imidazol (Figura 26, colunas 7-9) possam
estar contaminadas com TEV protease, pela presenca de bandas na parte inferior do gel, o que
levou ao descarte destas fracGes e agrupamento somente das fragdes flow-trow e lavagem com
30 mM de imidazol do rebinding, utilizadas posteriormente para aplicacdo em cromatografia
por exclusdo molecular. Foi possivel ainda, observar que as bandas das fracfes correspondentes
a estas colunas (Figura 26, colunas 5 e 6) estdo menores do que em comparacdo a bandas
correspondente a fracdo eluicdo do IMAC (Figura 26, coluna 4), o que indica possivelmente a

clivagem da cauda de histidina.

Figura 26: SDS-PAGE das fracdes protéicas coletadas durante o processo de purificacdo da
proteina ATPI4Ky1 pelo IMAC. MK: marcador KDa. 1: sobrenadante pds sonicagéo; 2: flow-
trow IMAC; 3: lavagem 30 mM IMAC; 4: eluicdo do IMAC; 5: flow-trow do rebinding;
6: lavagem 30 mM de imidazole do rebinding; 7: lavagem 60 mM de imidazole do rebinding;
8: eluicédo do rebinding; 9: lavagem 3 M de imidazole do rebinding
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A cromatografia por exclusdo molecular, ou gel infiltracdo, é outra etapa de purificacao
que realiza a separacdo de proteinas por peso molecular (tamanho). A cromatografia por
exclusdo molecular € um método ndo desnaturante que separa proteinas por tamanho em sua
forma nativa, ao contrario do gel de poliacrilamida, que é desnaturante e que quebra possiveis
estruturas quaternarias (tetrdmeros, dimeros, trimeros, etc).

A partir da analise dos resultados da cromatografia por exclusdo molecular (Figura
27A), foi possivel a verificacdo de trés picos da eluicdo da proteina ATPI4Ky1, embora apenas
uma proteina vinha sendo observada em maior quantidade em SDS-PAGE. Em um primeiro
momento, este resultado gerou duvida acerca do processo de purificacdo, ja que seria esperado
apenas um Unico pico correspondente a proteina pura ATPI4Ky1. Desta forma, para esclarecer
a origem dos trés picos, as fracdes correspondentes a toda extensdo dos picos do cromatograma
(pocos A5 até C2) foram coletadas e analisadas em SDS-PAGE.

Ap0s a analise dos resultados em SDS-PAGE (Figura 27B), ficou evidente que todas as
fragcOes apresentaram apenas uma banda muito concentrada, o que indica que 0s trés picos estéo
relacionados a proteina ATPI4Ky1e que esta foi purificada com sucesso. Também foi observada
uma banda na parte superior do gel, presente em todas as amostras (Figura 27B). De acordo
com massa desta proteina (aproximadamente 75 KDa) foi possivel inferir que provavelmente
corresponde a uma chaperona, proteina bacteriana que auxilia o enovelamento de outras
proteinas, sendo comum a ocorréncia deste tipo de proteina ap6s o processo de purificacdo
devido sua forte ligacdo. Apesar da presenca de contaminantes na parte inferior do SDS-PAGE
(bandas fracamente ligadas ao gel), as bandas referentes a proteina ATPI4Ky1 s&o mais fortes
e consistentes.

A andlise dos dados permitiu ainda inferir que os diferentes picos gerados pelo
cromatograma (Figura 27A) podem corresponder a diferentes estados oligoméricos da proteina
ATPI4Ky1, como mon6meros, dimeros e tetrametros. Apesar de substancial, esta suposi¢do
deve ser melhor investigada em estudos futuros, utilizando por exemplo padrfes de peso

molecular.
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Figura 27: Purificacdo da construcdo 5 da proteina ATPI4Ky1. A: Cromatograma da etapa de
gel filtracdo com a formacdo de trés picos distintos. B: SDS-PAGE das fragdes ao redor dos
trés picos eluidos, confirmando a purificagdo da proteina de interesse. MK: marcador de massa
molecular (KDa)
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5.8.4 Espectrometria de massas

ApOs o processo de purificagdo da proteina ATPI4Kyl, uma fracdo da amostra
purificada (1 mg/mL) foi utilizada para analise de massa intacta, por meio de espectrometria de
massas. A técnica analitica de espectrometria de massas converte moléculas de uma amostra
em ions, em fase gasosa, que se separam no espectrometro de massas de acordo com razao
massa (m) sobre carga (Z) (She et al., 2010).

Os resultados obtidos através do grafico de massas, indicaram varios picos, maltiplos
de 80 Daltons em relagdo & massa inicial (Figura 28). E esperado que o grafico de massas
indigue um Unico pico com a massa exata da proteina clivada, (um pico com aproximadamente
54 KDa), mas nestas analises, ndo foi possivel obter a massa correspondente a proteina deste
estudo. Segundo She et al. (2010) em espectrometria de massas, quando a diferenca de massa
entre picos é de 80 KDa, isso corresponde a fosforilacGes, e a medida que as diferencas sdo
multiplos de 80 KDa, pode-se inferir diferentes graus de fosforilacdo. Sete picos foram
confirmados (Figura 28), indicando sete forforilagbes sofridas pela proteina ATPI4Kyl.
A presenca de fosforilagbes (adi¢do de grupos fosfato em determinados residuos) geralmente
caracterizam quinases, que se autofosforilam.

Ainda sobre os resultados obtidos nas analises de espectrometria de massas, outra
possivel, porém improvavel, explicacdo para a ocorréncia das fosforilacbes da proteina
purificada, poderia ser a origem destas fosforilagdes causadas por uma quinase bacteriana
presente em E. coli, j& que a construgcdo génica 5 utilizada foi expressa em cepa de E. coli
BL21(DE3)-R3-pRAREZ2, que ndo produz a proteina A-Fosfatase, responsavel por evitar que
proteinas expressas sejam fosforiladas ou autofosforiladas. Buscando elucidar a origem das
fosforilacdes, testes de desfosforilagdo e refosforilagdo foram propostos e realizados
(item 4.19.5).
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Figura 28: Andlise de massa intacta por meio de espectrometria de massas. 1P - 7P: pontos de
deteccdo de fosforilagGes. Picos se diferenciam por ~80 KDa entre si
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5.8.5 Teste de autofosforilagdo da proteina AtP14Kyl

Para confirmar as origens das fosforilagbes sofridas pela proteina ATPI4Ky1,
foram realizados testes de autofosforilacdo. Para isso, primeiramente foi realizado o tratamento
para desfosforilacdo, por meio da incubagéo da proteina pura ATPI14Kyl com a proteina com
A-Fosfatase (enzima que retira grupamentos fosfato) e em seguida, a amostra novamente foi
encaminhada para analise de massa intacta por meio de espectrometria de massas, para
comprovar a retirada das fosforilacGes.

O processo de retirada dos grupos fosfato foi bem-sucedido, observando-se um pico
unico de aproximadamente 54 KDa da proteina pura ATPI14Kyl (Figura 29A). Apds a anélise
dos dados, o tratamento de refosforilacdo foi realizado com auxilio da aplicacdo de ATP
exogeno em duas condi¢bes de temperatura, com o intuito de maximizar as chances de
fosforilagdo da proteina, considerando-se ndo haver conhecimento sobre sua estabilidade
térmica. Os resultados observados em experimentos realizados em temperatura ambiente
(Figura 29B) e em gelo (Figura 29C) ndo indicaram diferencas entre si e mostraram picos Gnicos
de aproximadamente 54 KDa, o que demonstra que a autofosforilagdo néo ocorreu.

Estes resultados sugerem que, caso a proteina ATPI4Kyl realmente ndo possua
atividade cinésica, as fosforilac6es visualizadas na Figura 28 podem estar associadas a proteinas

presentes em E. coli BL21(DE3)-R3-pRARE?2 que podem fosforilar outras proteinas, inclusive
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a proteina ATPI4Ky1, durante os ensaios de expressdo heterdloga. Contudo, estes resultados
ndo sdo conclusivos e indicam a necessidade de novos testes para aperfeicoamento de variaveis

experimentais.

Figura 29: Analise de massa intacta por meio de espectrometria de massas. A: Desfosforilacéo
da proteina ATPI4Ky1 e pico ~54 KDa. B: Refosforilacdo da proteina ATPI4Kyl com ATP
exogeno em temperature ambiente e pico ~54 KDa. C: Refosforilagdo da proteina ATP14Ky1
com ATP exdgeno em gelo e pico ~54 KDa
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5.8.6 Cristalizacdo da proteina ATPI14Kyl

Com o objetivo de reunir maior nimero de informacdes sobre a proteina ATPI4Ky1,
optou-se pela tentativa de cristalizacdo da mesma. Os testes de cristalizacdo foram realizados
apos a obtencdo da proteina purificada, utilizando-se kits comerciais contendo 96 diferentes
substratos cada um. Apds o periodo de incubacdo, ndo foi possivel observer a formacéo dos
cristais em nenhuma das condicdes utilizadas neste experimento (Figura 30). Em todas as
condicdes estabelecidas, as solucbes para cristalizacdo proteica ndo se solidificaram, indicando
a auséncia de formacdo de cristais (Figura 30C).

A cristalizacdo de proteinas € um processo pelo qual as macromoléculas da solucéo
proteica podem ser supersaturadas, levando a formacdo de cristais, sendo bastante util na
resolucdo da estrutura de uma proteina de interesse. O estado de supersaturacéo pode ser gerado
por diferentes processos e neste estudo, o procedimento abordado foi de difuséo de vapor em
gota (sitting drop) (Gavira et al., 2015).

Figura 30: Experimento de cristalizacdo da proteina ATPI4Kyl. A: Placa de cristalizagdo
utilizada, com 96 microambientes (numerados de Al a H12). B: Detalhe de cada microambiente
com locais para as gotas (circulares) para reservatorio de solucdo (quadrados). C: Detalhe da
gota ndo cristalizada. Barra: 1mm

Ao realizar ensaios de cristalografia, a primeira dificuldade é a complexidade intrinseca
da macromolécula bioldgica. Existem varios aspectos importantes que precisam ser

considerados para estudos de difracdo de cristais protéicos. A primeira delas é a prépria
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conformacdo das cadeias polipeptidicas compactadas e dobradas com diferentes residuos, pois
apos processos de purificacdo, apenas uma parte da proteina, ou ainda apenas uma parte do
complexo proteico pode ser obtida na forma pura. Em outras situacdes, pode haver necessidade
de um parceiro protéico, ou de um cofator, um ligante entre outros agentes de interacao (Gavira,
2015).

Além de ser considerada um processo laborioso, a cristalizagdo apresenta taxa de
sucesso baixa, pois varios fatores podem influenciar caracteristicas dos cristais. Dentre 0s
fatores envolvidos, podemos incluir a diferenca entre as concentracdes salinas das duas
solucBes (proteina pura e substrato), a natureza da prépria proteina, a duracdo do processo e a
adicdo aleatdria de compostos que podem proporcionar a cristalizacdo (McPherson; Cudney,
2014). Com base nos resultados deste estudo, a auséncia de cristais pode ser explicada por
diversos fatores, como: solugédo proteica pouco monodispersa (contendo monémeros, dimeros
e tetrAmeros), presenca de varios graus de fosforilagGes, alta concentracdo proteica e, por fim,
auséncia da solugdo ideal utilizada como substrato da reagéo.

No estudo, a proteina de interesse foi obtida de forma pura (banda Unica dominante em
SDS-PAGE) (Figura 27B), mas apresentou mistura de estados oligoméricos, como observado
pelos maltiplos picos no cromatograma da cromatografia por exclusdo molecular (Figura 27A).
Quando a proteina alvo é visualizada em uma Unica banda em SDS-PAGE e apresenta valor de
massa intacta correspodendente ao esperado, € considerada um alvo promissor para a
cristalizacdo (Reis, 2017), mesmo apesar da tendéncia de proteinas a formar multimeros e a
existéncia de formas ligadas e ndo-ligadas, como grupos prostéticos e co-fatores (fontes de
heterogeneidade - auto-impurezas) possam nédo ser visualizadas em SDS-PAGE e impedir a
nucleacdo ou o crescimento de cristais de proteina (Kaur; Kumar; Kaur, 2018).

A proteina utilizada nos experimentos de cristalizacdo estava fosforilada (Figura 28).
Esse tipo de modificacdo na estrutura pode interferir tanto na estabilidade da proteina em
solugéo, quanto em suas interagdes intermoleculares, fator primordial no crescimento de cristais
(McPherson; Cudney, 2014). Uma abordagem inicial para a otimizacdo do processo de
cristalizacdo da proteina ATPI4Ky1 é a definicdo de novos parametros para a conducéo de
novos experimentos para a comprovacao da fosforilagéo, a utilizagdo de novos kits de substratos
para inducdo da formacéo de cristais ou ainda a exploracédo de pequenas variagcoes das condicbes

experimentais de cristalografia.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

e De acordo com os resultados deste estudo, € possivel sugerir que a mutacdo causada
pelo gene AtP14Kyl favorece a competicdo gametofitica entre grdos de polen durante a

germinacao e que esta condigdo pode levar a perda da homozigose da mutacao;

e Foi possivel determinar a co-localizacdo da proteina ATPI4Ky1 no Golgi, através da
utilizacdo da linhagem “WAVE” Got-homologl, através da expressdo transiente em

plantas N. bentamiana;

e Por meio da transformacdo genética de plantas via “floral dip”, foi possivel a obtencdo

de plantas transgénicas que superexpressam o gene AtPI14Ky1;

e Através do sistema screanning de duplo hibrido de leveduras, foi possivel a

identificacdo de 27 proteinas possivelmente interatoras da proteina ATPI14Ky1;

e Foi posssivel a realizagdo da expressdo heteréloga da proteina ATPI4Ky1 em sistemas

bacterianos.
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Apéndice A. Caracterizacdo do locus génico AtPI4Kyl e inciadores utilizados para
genotipagem de mutantes para o gene AtPI4Kyl

ATG CA_RP TAG
I hams B
» A

CA_LP T-DNA

[ Regido Codificante
1 bominio Pl4Ky

Lbl

Apéndice B. Dados complementares utilizados durante a expressdo heterodloga da proteina
ATPI4Ky1

16 construcodes: 1 <56 71x561 97xB561 103x561
1888 71x889 97x389 103x389
1x382 71x882 97x882 103x382
1x364 71x864 97x864 103x364

Sequéncia dos adaptadores LIC para os primers:

O OIOORIIOOE © oxtremidade 5’ do primer forward

(0 ATG deve estar em fase com a sequéncia codante). Esse primer adiciona um
residuo de serina e um de Metionina a extremidade N-terminal da proteina.
Primer reverse - adicionar TATCCACCTTTACTG a extremidade 5’ do primer

reverse. Esse primer adiciona um residuo de glutamina e um codon terminador
a extremidade C-terminal da proteina.

Primer 1:
- Metionina

LEFT PRIMER: INNE A ATTGCTTGGCTACGACC

Ratio: 85% 36 nucl. GC: 44% T™™: 78.1
Primer 71:

Valina
LEFT PRIMER: [ECEECORMISOMIECTTTCCTCTCCTTGCTTTTCC
Ratio: 78% 36 nucl. GC: 44% ™: 77.7

Primer 97:
Acido Glutéamico

LEFT PRIMER: [ECECORISEEE:.GATTCTTGGTGGACAGAGAG

Ratio: 70% 37 nucl. GC: 45% ™: 77.3

Primer 103:
Arginina


http://bioinfo.ut.ee/cgi-bin/primer3/primer3web_help.cgi#p3w_primer_any
http://bioinfo.ut.ee/cgi-bin/primer3/primer3web_help.cgi#p3w_primer_any
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LEFT PRIMER: [INCHSOREEEEREE.c.CcTGCCCACCGTTCG

Ratio: 90% 32 nucl. GC: 53% TM: 78.8
Valina
RIGHT PRIMER: BRETGTGCAGACGACGAGGACCTATCCACCTTTACTC
Ratio: 86% 36 nucl. GC: 51% TM: 78.6
Lisina
RIGHT PRIMER: GEECTCGCCTATCTCCGCGEATCCACCTITACTE
Ratio: 77% 34 nucl. GC: 52% T™: 77.0
Lisina
RIGHT PRIMER: EEEGGAGAAATCCCGAGTCATCTTCEATCCACCTTITACTE
Ratio: 87% 40 nucl. GC: 45% T™: 77.9
Isoleucina
RIGHT PRIMER: BBETTCGCAGGAGCATCCTAATCTTEATCCACCTTITACTE
Ratio: 87% 40 nucl. GC: 40% T™: 77.3

SEQUENCIA PROTEINA - AT2G40850.1

MNCLATTIIITCKPTLISDMAVAIDPESDKFPYEFNRSSQRCRLOSLTNLDENFLAQSENHTFEDDNIHRSV
SSPCEFSIAASANMEEDLKATTAPRIEILGGOQRVPTVRALVAEVTMAMVSGAQPLLLPSGMGGAYLLQOTGKG
HNIAVAKPVDEEPLAFNNPKKSGNLMLGOPGMKHSIPVGETGIRELAAYLLDYQGEFSGVPPTALVSISHVP
FHVSDAFSFSSMPYKVASLORFVGHDFDAGELGPGSFTATSVHRIGILDVRLLNLDRHAGNMLVKRCDKKE
AYNRLGTAELVPIDHGLCLPECLDDPYFEWLNWPOALVPEFSDTELDYISNLDPFKDAELLRTELHSLPESA
IRVLVVCTVFLKQAAAAGLCLAEIGEKMTRDESKGEESFSLLETLCTKAKASVEFGKTSEDSDY SHEGNEVN
TELQCGMFKFDGGDTPCEAEISEVFHVSKPPLVPRGPRANTIPNDVTASMSSSONQRITHQEKSAKEKKRG
GKQERCTVRSKSPPTDINSPNHDESKGVSEFVDMTTVEWDTFLOSFQTLLODALSKGSTPRLGCSCEIL*

SEQUENCIA GENE TAIR - AT2G40850.1 e pontos de truncagens

AATTGCTTGGC TACGACCATAATCATCACCTGCAAGCCCACATTGATCTCGGATATGGCCGTGGCTATTGAT
CCTTTCAGTGACAAGTTCCCTTACTTTAACCGATCCTCTCAAAGATGCAGACTTCAATCCCTTACCAACCTTGAC
TTCAACTTCCTCGCGCAATCCTTTAATCATACGTTTGAAGATGACAACATCCATCGTAGTGTTTCCTCTCCTTGC
TTTTCCATAGCTGCGTCTGCTAATATGGAGGAAGATCTCAAAGCAACCACGGCTCCACGGATTGAGATTCTTGGT
GGACAGAGAGTGCCCACCGTTCGTGCTCTTGTGGCTGAGGTGACCATGGCTATGGTTTCTGGAGCTCAGCCTTTG
CTTTTACCAAGTGGCATGGGAGGTGCTTATCTCTTGCAAACCGGAAAGGGACATAACATTGCTGTGGCTAAACCG
GTTGATGAAGAGCCTCTAGCTTTCAATAATCCTAAAAAGTCTGGAAATTTGATGCTCGGGCAACCGGGAATGAAA
CATTCAATTCCTGTTGGCGAGACGGGTATCAGAGAACTAGCTGCCTACCTTTTGGATTACCAAGGCTTTTCTGGT
GTTCCACCAACAGCATTGGTTAGTATCTCACATGTCCCATTCCATGTCAGTGATGCCTTCTCTTTCTCCTCCATG
CCCTATAAGGTTGCTTCCTTGCAGCGATTTGTGGGTCATGATTTTGATGCAGGAGAATTGGGTCCAGGAAGCTTC
ACGGCTACTTCGGTTCATAGGATTGGAATACTTGATGTGAGACTCCTGAACCTTGACAGACATGCTGGAAATATG
CTAGTGAAGAGATGTGACAAAAAGGAAGCTTATAATCGACTTGGGACCGCTGAGCTTGTGCCTATTGATCATGGT
CTCTGCCTCCCTGAATGCCTAGATGATCCTTACTTTGAATGGCTAAACTGGCCTCAAGCTTTGGTTCCATTCTCT
GACACTGAACTGGATTATATATCCAATCTTGACCCTTTCAAAGACGCAGAACTTCTGAGAACTGAACTACACTCT
CTGCCGGAATCTGCCATAAGGGTCCTCGTCGTCTGCACAGTTTTCTTAAAACAAGCAGCAGCTGCAGGGCTCTGT
CTCGCGGAGATAGGCGAGAAGATGACTCGGGATTTCTCCAAGGGTGAAGAGAGTTTCAGTCTGTTAGAGACCCTC
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TGCACCAAAGCGAAAGCAAGTGTCTTTGGCAAAACAAGCGAAGACAGTGACTATAGTCATGAAGGAAATGAAGTG
AACACAGAGTTACAGTGTGGAATGTTTAAGTTTGACGGTGGAGATACACCATGTGAAGCGGAGATTTCAGAGGTA
TTTCATGTATCTAAACCACCTTTGGTTCCAAGAGGGCCACGTGCAAACACCATCCCTAACGATGTAACTGCTTCC
ATGTCGTCATCACAAAACCAGCGGATTACTCATCAAGAGAAAAGTGCAAAAGAAAAGAAGAGAGGAGGCAAGCAA
GAAAGATGCACCGTGAGGAGCAAGAGCCCACCGATCAGTCCAAACCATGATGAATCAAAAGGAGTTTCCTTCGTG
GACATGACAACAGTTGAATGGGATACGTTCCTGCAGAGCTTCCAGACACTTTTGCAAGATGCACTGAGCAAAGGG
TCAACGCCAAGATTAGGATGCTCCTGCGAAAT TINER
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Anexo A. Mapas do vetor de entrada pPDONR Gateway utilizado para expressao em plantas

Sall (564) 173

Apal (329) Accl (565) 1/4
Apall (5265) 33 anP1 (410) Sall (612) 23
T2

Ty

/
Accl (613) 24
2

< \}3\ o Pstl (929) 12
Vi e Apall (1147) 13
Xmal (1178)

ApaLl (4444) 273 3&/ Smal (1180)

pDONR 207
5585bp

Accl (1515) 34
BamHl (1594)

] Psspl(1739) 172

MY % 3/ [ ol (1792) 12
gll (3743) /&)
k) ¥ S/ /
[ &/ /&
- L. o/ /
EcoRV (3551) £/ EcoRI (2047)
2 » A
_ 1 S / Dral (2131) 272
Sspl (3218) 222 L7 \ Pwull (2151) 12
Sall (2507) 33
Accl (2508) 4/4

anR2 (2656)
Pwull (2753) 272
Pstl (2758) 22

Anexo B. Mapas dos plamideos Gateway utilizados para expressao em leveduras, de acordo
com Matchmaker® Gold Yeast Two-Hybrid System user manual, Takara Bio, USA

Hindlll
[738)

Hindlll

(E541)

HindIIl
(1480)

TRP1
T MCs

Hindlll

findll - o PGADT7 AD

7988 bp
pUC
or
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Anexo C. Mapa do plasmideo pNIC28-Bsa4 utilizado para construgdes génicas LIC

T7 promoter
Nde 1431)
lac operator Lie §(96)
_Bai(x6)
= New 1 (3079
lac
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pNIC-28-Bsal i )
v ¥ 3(20m)
Ram HI (2053
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ColE1 pBR322 origin 1 origin

kan sequence



