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RESUMO

Chaperonas moleculares (Heat Shock proteins - HSPs) sdao componentes chave do
sistema de controle de qualidade de proteinas (PQC — Protein Quality Control), que é
essencial para a vida, sendo responsavel por manter a homeostase proteica e a adequada
fungéo de diversas vias. Problemas no processo de enovelamento estdo relacionados a
doencas degenerativas, amildides e cancer. Em plantas, as chaperonas moleculares
desempenham um papel crucial na prote¢éo contra estresses bibticos e abibticos, pois como
organismos sésseis, as plantas devem ser capazes de responder rapidamente a mudancas
na temperatura, salinidade, déficit hidrico, entre outros.

A chaperona molecular Hsp90 (Heat Shock protein 90 kDa) compreende uma familia
ubiqua, considerada um ‘hub’ por interagir com chaperonas, co-chaperonas e ter como
clientes proteinas regulatérias essenciais como fatores de transcricao, quinases, receptores
de horménios, entre outros. A Hsp90 age em conjunto com co-chaperonas, as quais
modulam e direcionam sua fungao.

Uma destas co-chaperonas € a Hop (Hsp70-Hsp90 organizing protein), capaz de
interagir simultaneamente com a Hsp90 e Hsp70, mediando a transferéncia de substratos. A
Hop é composta por trés dominios com repeticdes de tetratricopeptideos (TPR) (TPR1,
TPR2A e TPR2B), responsaveis pela interacdo com as chaperonas, porém a dinamica desta
interacao nao esta bem entendida, uma vez que ainda nao ha estrutura da Hop inteira e o
estado oligomérico desta co-chaperona ainda € controverso na literatura.

Neste trabalho apresentamos a classificagdo de um gene de Hsp90 de cana-de-agUcar,
e o inicio de sua caracterizacado funcional através de transgenia em Arabidopsis thaliana.
Apresentamos também a caracterizacao biofisica de uma importante co-chaperona da

Hsp90, a Hop (Hsp70-Hsp90 organizing protein) humana.
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Através da andlise de sequéncias a Hsp90 de cana-de-agucar foi classificada como
Hsp90-3, uma isoforma citosoélica. Plantas transgénicas de A. thaliana, produzidas a partir da
insercao do gene da Hsp90-3 de cana-de-agucar, apresentaram niveis reduzidos de Hsp90.
Tal perturbacao nos niveis de Hsp90 parece ter afetado a expressao de outras proteinas da
rede de interagOes, relacionadas com processos diversos como resposta imune e
fotossintese. As plantas transgénicas também exibiram germinacdo mais rapida e raizes
mais longas em relagdo ao controle. Sob estresse térmico, linhagens transgénicas
apresentaram maior suscetibilidade a alta temperatura em relagdo ao controle. Tais
resultados sugerem que a Hsp90 tem um importante papel na fisiologia celular e no
desenvolvimento, e que os niveis de Hsp90 sao criticos para a resposta frente a estresses.

A caracterizacao biofisica do mutante Hop D456G, uma mutagdo no dominio TPR2B,
mostrou que esta proteina é uma mistura de monémeros, dimeros e oligdmeros maiores,
porém com prevaléncia do estado monomérico. O residuo D456 pode ter uma participacao
na dinamica de dimerizacdo e é possivel que o estado oligomérico da Hop seja regulado
entre os estados monomérico e dimérico, com a finalidade de facilitar sua atividade

adaptadora.

Palavras-chave: Chaperonas moleculares, Co-chaperonas, Proteina de choque térmico

Hsp90, Plantas transgénicas, Interagdes proteina-proteina.
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ABSTRACT

Molecular chaperones (heat shock proteins - HSPs) are key components of protein
quality-control system (PQC - Protein Quality Control), which maintains protein homeostasis
and the proper function of several pathways, being essential for life.

Defects in folding processes are related to degenerative diseases, amyloidosis and
cancer. In plants, which as sessile organisms must be able to respond rapidly to changes in
temperature, salinity, water deficit, and others, molecular chaperones play a crucial role in
protecting against such biotic and abiotic stresses.

Molecular chaperone Hsp90 (Heat Shock Protein 90 kDa) comprise an ubiquitous family,
considered a hub as it interacts with chaperones, co-chaperones, and have as clients key
regulatory proteins such as transcription factors, kinases, hormone receptors, and others.
The chaperone acts together with co-chaperones, which modulate and guide Hsp90 function.

The co-chaperone Hop (Hsp70-Hsp90 organizing protein), interacts simultaneously with
Hsp90 and Hsp70, mediating substrate transfer. Hop has three TPR domains (TPR1, and
TPR2A TPR2B) responsible for interaction with the chaperones, but this interaction dynamics
remains unclear, since there is no structure of full length Hop and its oligomeric state is
controversial in literature reports.

This work presents the classification of an Hsp90 gene from sugarcane, and primary
functional characterization studies in Arabidopsis thaliana transgenic lines. We also present
the biophysical characterization of the human Hsp90 co-chaperone Hop (Hsp70-Hsp90
organizing protein).

Through sequence analysis the Hsp90 from sugarcane has been classified as Hsp90-3, a
cytosolic isoform. Transgenic A. thaliana, produced by Hsp90-3 insertion, exhibited reduced
transcript levels of Hsp90. This disruption in Hsp90 levels seems to affect the expression of

other proteins from the interaction network, which are related to various processes such as

XX



immune response and photosynthesis. Transgenics also exhibited faster germination and
longer roots than the control. Under heat stress, transgenic lines showed increased
susceptibility to high temperature. These results suggest that Hsp90 has an important role in
cellular physiology and development; in addition the levels of Hsp90 are critical for responses
to stresses.

The biophysical characterization of the mutant D456G Hop, a mutation in domain TPR2B
showed that this protein is a mixture of monomers, dimers and higher oligomers, but the
monomeric state is majoritary. The residue D456 may be involved in dimerization dynamics,
and it is possible that Hop is regulated between monomeric and dimeric species, to enable its

adaptor functions.

Keywords: Molecular chaperones, Co-chaperones, Heat Shock Protein Hsp90, Transgenic

plants, Protein-protein interactions.
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1. INTRODUGCAO

1.1.Chaperonas moleculares e enovelamento protéico

As proteinas sao biopolimeros de aminoacidos sintetizados nos ribossomos e sdo as
macromoléculas biol6gicas mais versateis e estruturalmente complexas, responsaveis por diversos
processos celulares (Alberts et al, 2002). As cadeias polipeptidicas sintetizadas adotam uma
estrutura tridimensional caracteristica, que € essencial para a estabilidade e atividade biol6gica na
célula. A estrutura tridimensional das proteinas é adquirida através do enovelamento protéico e
mantida, principalmente, por interacdes nao-covalentes entre cadeias laterais de amino&cidos
(Wegele et al, 2004; Ramos & Ferreira, 2005). Estudos pioneiros realizados por Christian Anfinsen
e colaboradores (Anfinsen et al, 1961; Anfinsen, 1973), demonstraram com experimentos in vitro
que o processo de enovelamento de uma proteina € autbnomo e nao requer fatores adicionais
para ocorrer. Foi sugerido entdo que a estrutura tridimensional caracteristica de uma proteina
poderia ser formada espontaneamente in vivo assim que a cadeia polipeptidica deixasse o
ribossomo.

Sabe-se que nem todas as proteinas sado capazes de alcangcar ou manter sua estrutura
nativa em condigdes de estresse, que algumas proteinas sao intrinsecamente desenoveladas, e
que o ambiente celular ndo favorece o enovelamento correto de proteinas multi-dominios (Ramos
& Ferreira, 2005). Sabe-se também que as células possuem um elaborado sistema, capaz de
prevenir 0 enovelamento incorreto e a agregagdo de proteinas, tornando e/ou mantendo-as
estaveis e funcionais em condigdes nas quais estariam desenoveladas ou agregadas, por
exemplo. Nesse elaborado sistema estdo envolvidas proteinas denominadas genericamente de
‘Chaperonas Moleculares’ (Borges & Ramos, 2005; Tiroli-Cepeda & Ramos, 2011) que, como
sugere o termo em inglés Chaperone (“dama de companhia”), assistem o enovelamento protéico e
previnem interagdes indesejaveis (Walter & Buchner, 2002). As chaperonas, de uma maneira
geral, ligam e estabilizam polipeptideos, facilitando seu enovelamento correto sem causar
modificacbes na estrutura primaria. As chaperonas também participam da translocagdo de
proteinas através de membranas e organelas (Hartl & Hayer-Hartl, 2002), na entrega de substratos
para protedlise (Shimmer et al, 1996) e na recuperagdo de proteinas agregadas (Sanchez &
Lindquist, 2000), como ilustrado na figura 1.

As chaperonas foram inicialmente descritas como proteinas de choque térmico (ou Heat
Shock Proteins - HSP), pois sua sintese € aumentada em células submetidas ao estresse térmico.
Porém, estudos posteriores mostraram que as chaperonas também respondem a outros tipos de

estresses e possuem sintese constitutiva, sendo importantes na manutencao da homeostase
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celular em condi¢bes 6timas e adversas (Lindquist & Craig, 1988). Hoje, sabe-se que algumas
chaperonas nao sdo HSP e vice-versa.
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Figura 1: Participacdo das chaperonas em diferentes processos celulares. As chaperonas estao
envolvidas em diversos processos celulares como vias de enovelamento, degradacdo (Hsp90, Hsp70,
Hsp100), translocacdo para organelas (Hsp90, Hsp70) e transporte nuclear (Hsp90) (Adaptado de Ji-Sook
Hahn, 2007 [http://biomolecule.snu.ac.kr/research.html] e Baniwal et al, 2004)

Adicionalmente, as chaperonas atuam como parte de um complexo sistema de “controle de
qualidade protéico” (em inglés PQC), reconhecendo, mantendo e marcando proteinas
desenoveladas para possivel degradacao (Welch & Brown, 1996; Tiroli-Cepeda & Ramos, 2011).
Com um importante papel na transdugao de sinal, as chaperonas co-evoluiram como componentes
de redes de sinalizacdo celular, e podem atuar na maturacdo e regulagdo da transicdo entre
estados inativos e ativos de moléculas de sinalizacdo tais como receptores, reguladores
transcricionais e proteinas quinases (Gaestel, 2006).

As chaperonas sao classificadas em familias, de acordo com a sua massa molecular bem
como pela andlise da similaridade de sequencias, sendo as cinco principais: smHsp (small
molecular Hsp), Hsp60, Hsp70, Hsp90 e Hsp100 (Borges & Ramos, 2005; Tiroli-Cepeda & Ramos,
2011), presentes tanto no citoplasma e organelas como nucleo, reticulo endoplasmatico,
mitocondria e cloroplastos (Waters et al, 1996). As principais classes de Hsps (representadas na
figura 2) sdo conservadas em procariotos e eucariotos (Borges & Ramos, 2005).
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Figura 2: O sistema chaperona. As chaperonas também sao conhecidas como HSP (Heat Shock Protein) e
sdo classificadas de acordo com a massa molecular. As SmHsp (small molecular Hsp) sao chaperonas de
baixa massa molecular que ligam e estabilizam proteinas parcialmente enoveladas, protengendo-as de
agregacao ou desnaturacéo irreversiveis. A Hsp100 atua na desagregacao proteica, mas ndo é capaz de
reenovelar substratos, assim precisa colaborar com a maquinaria da Hsp70, que tem um papel central no
enovelamento proteico, pois distribui substratos entre diferentes chaperonas além de prevenir a agregacéo e
promover o enovelamento, translocacdo e degradacdo de polipeptideos. A Hsp90 na manutengdo da
conformacao, estabilidade e fungdo de uma grande variedade de proteinas envolvidas em transdugao de
sinal, controle do ciclo celular e apoptose. O sistema Hsp60/Hsp10 é responsavel por enovelar substratos
parcialmente desenovelados (Adaptado de Borges & Ramos, 2005).

As chaperonas de baixa massa molecular (small heat shock proteins — smHsps) apresentam
de 12 a 43 kDa e formam oligbmeros de 9 a 50 subunidades. Sao proteinas ubiquas e diversas
que em situagdes de estresse ligam proteinas parcialmente enoveladas e previnem a agregacéao e
a desnaturacdo irreversiveis. SmHsps respondem a uma grande variedade de estresses
ambientais, incluindo calor, frio, seca, salinidade e estresse oxidativo (Vierling, 1991).

No sistema Hsp60/Hsp10 as proteinas substrato parcialmente enoveladas entram na
cavidade central da Hsp60 onde estdo protegidas da agregacgéo através de contatos hidrofébicos.
A ligacao de ATP promove duplicacao do volume da cavidade, dando origem a uma ‘gaiola’ com
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um ambiente propicio para o enovelamento para uma unica molécula de proteina. A Hsp10 atua
como uma ‘tampa’, responsavel pelo fechamento e abertura da cavidade da Hsp60 (Horwich &
Fenton, 2009). Adicionalmente, em células de mamiferos (mitocéndrias) foram encontradas como
parte de complexos pré-apoptéticos (Samali et al, 1999).

O sistema Hsp70 tem um papel central no processo de enovelamento protéico, pois recebe e
distribui susbstratos entre as demais familias de chaperonas para que o estado nativo das
proteinas substrato seja atingido (Borges e Ramos, 2005). A Hsp70 atua na prevengado da
agregacgao e reenovelamento de proteinas em condi¢gdes normais e de estresse (Frydman, 2001).
Também esta envolvida em processos de translocagao e importagao de proteinas, e na facilitagao
da degradacao de proteinas instaveis, encaminhando-as para lisossomos ou proteassomos (Hartl,
1996).

A familia Hsp100 atua na desagregacao e degradacao protéica, porém nao € capaz de
reenovelar substratos sem a cooperacdo com o sistema Hsp70 (Tiroli-Cepeda & Ramos, 2011). E
essencial para a aquisicao de termotolerancia em Arabidopsis (Queitsch et al, 2000), e a delegéo
do gene hsp104 em leveduras impede a recuperacao de proteinas agregadas em células expostas
a condigbes de estresse térmico (Glover & Lindquist, 1998).

A familia Hsp90 esta envolvida na manutencéo da conformacéo, estabilidade e fungcédo de
uma grande variedade de proteinas envolvidas em transdugéo de sinal, controle do ciclo celular e
apoptose. Hsp70 e Hsp90 cooperam formando uma maquinaria com papel central na protecéo dos
organismos frente a estresses ambientais e genéticos, além do enovelamento de clientes. Na

secao a seguir serdo abordados detalhes da estrutura e funcao de Hsp90.

1.2.Hsp90

As Hsp90 (Heat Shock Protein 90) caracterizam uma familia de chaperonas moleculares
encontrada de bactérias a eucariotos, porém, aparentemente, ausente em Archaea (Wegele et al,
2004). A Hsp90 representa cerca de 1 a 2% do total de proteinas celulares na auséncia de
estresse (Welch & Feramisco, 1982), no entanto sua expressdo é aumentada em temperaturas
elevadas e outros estresses ambientais (Sangster & Queitsch, 2005). E indispenséavel para a
sobrevivéncia de células eucaribticas, ao passo que a homéloga de bactérias (HtpG) parece
desempenhar um papel acessoério em condigcdes de estresse. Em células humanas a proteina
pode ser encontrada no citoplasma, nucleo, mitocdndria e reticulo endoplasmatico, e em plantas
pode ser encontrada com distribuicdo semelhante, adicionalmente em cloroplastos (Sreedhar et al,
2004; Krishna & Gloor, 2001). Participa da ativacdo e estabilizacdo de mais de 200 proteinas,
chamadas de ‘clientes’ (Trepel et al, 2010; da Silva & Ramos, 2012).
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Em eucariotos, a Hsp90 é codificada por uma familia multigénica com proteinas
estruturalmente relacionadas que variam de 80-180 kDa. Devido a ligeiras variagbes em suas
massas moleculares, esses homologos tém sido representados na literatura por diferentes nomes
(Hsp80, Hsp81, Hsp82, Hsp83, Hsp84, Hsp90, etc.).

No genoma humano foram encontrados 16 genes com sequencia codificante de Hsp90,
porém apenas 5 foram descritos como funcionais: Hsp90AA (Hsp90a; e Hsp90a,, citosdlicas com
expressao induzivel), Hsp90AB (Hsp90B, citosdlica com expressdao constitutiva), TRAP1
(mitocondria) e Hsp90B (GRP94, reticulo endoplasmatico) (Chen et al, 2005; Chen et al, 2006)

A andlise dos genomas de Arabidopsis permitiu a identificacdo de 7 genes de Hsp90,
divididos em quatro grandes subgrupos, cada um com uma localizagdo distinta: citosol,
cloroplastos, mitocondrias e reticulo endoplasmatico. Foram identificados 4 genes diferentes que
codificam Hsp90 citosdlica (Hsp90-1, Hsp90-2, Hsp90-3 e Hsp90-4), 1 gene de Hsp90 mitocondrial
(Hsp90-5), 1 de cloroplasto (Hsp90-6) e 1 de reticulo endoplasmatico (Hsp90-7) (Krishna & Gloor,
2001), cujas sequencias estao representadas no alinhamento abaixo (Figura 3).

Hsp90.1 = = —————mmmmm e
Hsp90.2 = —————mmmmm e
Hsp90.3 = mmmmmm e
Hsp90.4 = = ————— oo m e
Hsp90.5 MIRLSKRSVSTLLRSGNQSFRIAAAASTSRSSPSATDVKRSDTESRWYSSLTNGQSKNSG
Hsp90.6 MAPALSRSLYTSPLTSVPITPVSSRLSHLRSS-——-=-——======————— FLPHGGALRTG
Hsp90.7 MAPALSRSLYTSPLTSVPITPVSSRLSHLRSS-—-—-=-====—==—=—————— FLPHGGALRTG
Hsp90.1 = ————————— == MADVQOMADAETFAFQAEINQLLSLIINTEFYSNKET
Hsp90.2 @ ———mmmmm e MADAETFAFQAEINQLLSLIINTFYSNKEI
Hsp%90.3 = ———————mm - MADAETFAFQAEINQLLSLIINTFYSNKETI
Hsp90.4 = @ ———mmmmm e MADAETFAFQAEINQLLSLIINTFYSNKETI
Hsp90.5 SFAQLNMKTNWFMGYRNESSAAASDSSSQAPPPAEKFEYQAEVSRLMDLIVNSLYSNKEV
Hsp90.6 VSCSWNLEKRCNR-FAVKCDAAVAEKETTEEGSGEKFEYQAEVSRLLDLIVHSLYSHKEV
Hsp90.7 VSCSWNLEKRCNR-FAVKCDAAVAEKETTEEGSGEKFEYQAEVSRLLDLIVHSLYSHKEV
R R I I I
Hsp90.1 FLRELISNSSD-—=====—————————————————————— ALDKIRFESLTDKSKLDGQP
Hsp90.2 FLRELISNSSDVRSLSLSTLLYTCVSRLIDLADGSVDLGLALDKIRFESLTDKSKLDGQP
Hsp90.3 FLRELISNSSD-—=====—=———————————————————— ALDKIRFESLTDKSKLDGQP
Hsp90.4 FLRELISNSSD-———————————————————————————— ALDKIRFESLTDKSKLDGQP
Hsp90.5 FLRELISNASD-——===——————————————————————— ALDKLRYLSVTNPELSKDAP
Hsp90.6 FLRELVSNASD-———————————————————————————— ALDKLRFLSVTEPSLLGDGG
Hsp90.7 FLRELVSNASD-——=—=——————————————————————— ALDKLRFLSVTEPSLLGDGG
*****:**:** ****:*: *:*:
Hsp90.1 ELFIRLVPDKSNKTLSITIDSGIGMTKADLVNNLGTIARSGTKEFMEALQ----AGADVSM
Hsp90.2 ELFIHIIPDKTNNTLTIIDSGIGMTKADLVNNLGTIARSGTKEFMEALA----AGADVSM
Hsp90.3 ELFTHIIPDKTNNTLTITIDSGIGMTKADLVNNLGTIARSGTKEFMEALA----AGADVSM
Hsp90.4 ELFIHIIPDKTNNTLTIIDSGIGMTKADLVNNLGTIARSGTKEFMEALA----AGADVSM
Hsp90.5 DLDIRIYADKENGIITLTDSGIGMTRQELVDCLGTIAQSGTAKFMKALKDSKDAGGDNNL
Hsp90.6 DLEIRIKPDPDNGTITITDTGIGMTKEELIDCLGTIAQSGTSKFLKALKENKDLGADNGL
Hsp90.7

DLEIRIKPDPDNGTITITDTGIGMTKEELIDCLGTIAQSGTSKFLKALKENKDLGADNGL

ok ke e * * ... * ek kk Kk ko ok oo *kkhkkkhkk o kkk ek e o kK *x X%
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IGQFGVGFYSAYLVAEKVVVTTKHN-DDEQYVWESQAGG-SFTVTRDVDGE-PLGRGTKI
IGQFGVGEFYSAYLVADKVVVTTKHN-DDEQYVWESQAGG-SEFTVTRDTSGE-TLGRGTKM
IGQFGVGFYSAYLVADKVVVTTKHN-DDEQYVWESQAGG-SFTVTRDTSGE-ALGRGTKM
IGQFGVGEFYSAYLVADKVVVTTKHN-DDEQYVWESQAGG-SEFTVTRDTSGE-ALGRGTKM
IGQFGVGFYSAFLVADRVIVSTKSPKSDKQYVWEGEANSSSFTIQEDTDPQSLIPRGTRI
IGQFGVGFYSAFLVAEKVVVSTKSPKSDKQYVWESVADSSSYLIREETDPDNILRRGTQI
IGQFGVGFYSAFLVAEKVVVSTKSPKSDKQYVWESVADSSSYLIREETDPDNILRRGTQI

*********** *** * * * x * ***** * * . . . ***

TLFLK-DDQLEYLEERRLKDLVKKHSEFISYPIYLWTEKTTEKEISDDEDEDEPKKENEG
VLYLK-EDQLEYLEERRLKDLVKKHSEFISYPISLWIEKTIEKEISDDEEEEE-KKDEEG
VLYLK-EDOMEYIEERRLKDLVKKHSEFISYPISLWIEKTIEKEISDDEEEEE-KKDEEG
ILYLK-EDQMEYIEERRLKDLVKKHSEFISYPISLWIEKTIEKEISDDEEEEE-KKDEEG
TLHLKQEAK-NFADPERIQKLVKNYSQFVSFPIYTWQEKGYTKEVEVEDDPTETKKDDQ-
TLYLREDDKYEFAESTRIKNLVKNYSQEFVGFPIYTWQEK--SRTIEVEED--EPVKEGE-
TLYLREDDKYEFAESTRIKNLVKNYSQFVGFPIYTWQEK——SRTIEVEED——EPVKEGE—

* * . . . . K. o. *** * * ** * k% . LIRS * * .

EVEEVDEEKEKDGKKKKKIKEVSHEWELINKQKPIWLRKPEEITKEEYAAFYKSLTNDWE
KVEEVDEEKEKEEKKKKKIKEVSHEWDLVNKQKPIWMRKPEEINKEEYAAFYKSLSNDWE
KVEEVDEEKEKEEKKKKKIKEVSHEWDLVNKQKPIWMRKPEEINKEEYAAFYKSLSNDWE
KVEEIDEEKEKEEKKKKKIKEVTHEWDLVNKQKPIWMRKPEEINKEEYAAFYKSLSNDWE
—————— DDQTEKKKKTKKVVERYWDWELTNETQPIWLRNPKEVTTAEYNEFYRKAEFNEYL
—————— EGEPKKKKTTK--TEKYWDWELANETKPLWMRNSKEVEKGEYNEFYKKAFNEFL

—————— EGEPKKKKTTK--TEKYWDWELANETKPLWMRNSKEVEKGEYNEFYKKAFNEFL
kK * ckek ke skekeke sk kK kK. K.

DHLAVKHFSVEGQLEFKAILFVPKRAPFDLFDTR-KKLNNIKLYVRRVFIMDNCE-ELIP
EHLAVKHFSVEGQLEFKAILFVPKRAPFDLEFDTK-KKPNNIKLYVRRVFIMDNCE-DIIP
EHLAVKHFSVEGQLEFKAILFVPKRAPFDLFDTK-KKPNNIKLYVRRVFIMDNCE-DIIP
EHLAVKHFSVEGQLEFKAILFVPKRAPFDLEFDTK-KKPNNIKLYVRRVFIMDNCE-DIIP
DPLASSHEFTTEGEVEFRSILYVPPVSPSGKDDIVNQKTKNIRLYVKRVFISDDFDGELFEP
DPLAHTHFTTEGEVEFRSILYIPGMGPLNNEDVTNPKTKNIRLYVKRVEISDDFDGELEP
DPLAHTHFTTEGEVEFRSILYIPGMGPLNNEDVTNPKTKNIRLYVKRVFISDDFDGELFEFP

* K * K . KK e okkeookkeook * * * ekkehkhkk o hkkhkkk ko . .. ook

EYLSFVKGVVDSDDLPLNISRETLOONKILKVIRKNLVKKCIEMENEIA--ENKEDYTKF
EYLGEFVKGIVDSEDLPLNISRETLOONKILKVIRKNLVKKCLELFFEIA--ENKEDYNKEF
EYLGFVKGIVDSEDLPLNISRETLOONKILKVIRKNLVKKCLELFFEIA--ENKEDYNKF
DYLGFVKGIVDSEDLPLNISRETLOQONKILKVIRKNLVKKCLELFFEIA--ENKEDYNKF
RYLSEFVKGVVDSHDLPLNVSREILQESRIVRIMKKRLVRKAFDMILGISLSENREDYEKFE
RYLSEFVKGVVDSDDLPLNVSREILQESRIVRIMRKRLIRKTEDMIQEISESENKE---KF
RYLSEFVKGVVDSDDLPLNVSREILQESRIVRIMRKRLIRKTFDMIQEISESENKE---KF

Kk kKkhkkkekkhkk Kkhkkhkkkekkhkk Kk ek o o o o e * ke ok LEEEEEY * . * koo Kk * %

YEAFSKNLKLGIHEDSQNRGKIADLLRYHSTKSGDEMTSFKDYVTRMKEGQKDIFYITGE
YEAFSKNLKLGIHEDSQNRTKIAELLRYHSTKSGDELTSLKDYVTRMKEGONDIFYITGE
YEAFSKNLKLGIHEDSQNRTKIAELLRYHSTKSGDELTSLKDYVTRMKEGONDIFYITGE
YEAFSKNLKLGIHEDSQONRTKIAELLRYHSTKSGDELTSLKDYVTRMKEGONEIFYITGE
WDNFGKHLKLGCIEDRENHKRIAPLLRFEFSSQSENDMISLDEYVENMKPEQKAIYFIASD
WENFGRFLKLGCIEDTGNHKRITPLLRFFSSKNEEELTSLDDY IENMGENQKAIYYLATD
WENFGRFLKLGCIEDTGNHKRITPLLRFFSSKNEEELTSLDDYIENMGENQKAIYYLATD

* . Kk k% * % Ko ek Kkk. K. e e ke ek * ke ke oo

SKKAVENSPFLERLKKRGYEVLYMVDAIDEYAVGQLKEYDGKKLVSATKEGLKLEDETEE
SKKAVENSPFLEKLKKKGIEVLYMVDAIDEYAIGQLKEFEGKKLVSATKEGLKLD-ETED
SKKAVENSPFLEKLKKKGIEVLYMVDAIDEYAIGQLKEFEGKKLVSATKEGLKLD-ETED
SKKAVENSPFLEKLKKKGYEVLYMVDAIDEYAIGQLKEFEGKKLVSATKEGLKLE-ETDD
SITSAKNAPFLEKMLEKGLEVLYLVEPIDEVAVQSLKAYKEKDFVDISKEDLDLG---DK
SLKSAKSAPFLEKLIQKDIEVLYLVEPIDEVAIQONLQTYKEKKFVDISKEDLELG-—--DE
SLKSAKSAPFLEKLIQKDIEVLYLVEPIDEVAIQNLQTYKEKKFVDISKEDLELG-—--DE

* I R khkxkoekoe Khkk ko * e e * ek e kKk X Kk



Hsp90.1 EKKKREEKKKSFENLCKTIKEILGDKVEKVVVSDRIVDSPCCLVTGEYGWTANMERIMKA
Hsp90.2 EKKKKEELKEKFEGLCKVIKDVLGDKVEKVIVSDRVVDSPCCLVTGEYGWTANMERIMKA
Hsp90.3 EKKKKEELKEKFEGLCKVIKDVLGDKVEKVIVSDRVVDSPCCLVTGEYGWTANMERIMKA
Hsp90.4 EKKKKEELKEKFEGLCKVIKDVLGDKVEKVIVSDRVVDSPCCLVTGEYGWTANMERIMKA
Hsp90.5 NEEKEAAVKKEFGQTCDWIKKRLGDKVASVQISNRLSSSPCVLVSGKFGWSANMERLMKA
Hsp90.6 DEVKDREAKQEFNLLCDWIKQQLGDKVAKVQVSNRLSSSPCVLVSGKFGWSANMERLMKA
Hsp90.7 DEVKDREAKQEFNLLCDWIKQQLGDKVAKVQVSNRLSSSPCVLVSGKFGWSANMERLMKA
.. * *:.* *. **. * Kk Kk k% .* :*:*: .*** **:*::**:*****:***
Hsp90.1 QALRDSSMSGYMSSKKTMEINPDNGIMEELRKRAEADKNDKSVKDLVMLLYETALLTSGF
Hsp90.2 QALRDSSMAGYMSSKKTMEINPENSIMDELRKRADADKNDKSVKDLVLLLFETALLTSGFE
Hsp90.3 QALRDSSMGGYMSSKKTMEINPENSIMDELRKRADADKNDKSVKDLVLLLFETALLTSGF
Hsp90.4 QALKDSNTGGYMSSKKTMEINPENSIMDELRKRAEADKNDKSVKDLVLLLFETALLTSGFE
Hsp90.5 QSTGDTISLDYMKGRRVFEINPDHSTIIKNINAAYNSNPNDEDAMRAIDLMYDAALVSSGF
Hsp90.6 QALGDTSSLEFMRGRRILEINPDHPIIKDLNAACKNAPESTEATRVVDLLYDTAIISSGE
Hsp90.7 QALGDTSSLEFMRGRRILEINPDHPI IKDLNAACKNAPESTEATRVVDLLYDTAIISSGFE
*: *: HE R ok T A S S . . HERGH S
Hsp90.1 SLDEPNTFAARIHRMLKLGLS--IDEDENVEEDGDMPELEEDAAEE-SKMEEVD-—————
Hsp90.2 SLDEPNTFGSRIHRMLKLGLS--IDDDDAVEADAEMPPLEDDADAEGSKMEEVD--—-—-—-—
Hsp90.3 SLDEPNTFGSRIHRMLKLGLS--IDDDDVVEADADMPPLEDDADAEGSKMEEVD-—————
Hsp90.4 SLDEPNTFGSRIHRMLKLGLS--IEEDDAVEADAEMPPLEDDADAEGSKMEEVD--—-—-—--—
Hsp90.5 TPDNPAELGGKIYEMMDVALSGKWSSPEVOPOQOOMAHSHDAETFEAEVVEPVEVDGKK-
Hsp90.6 TPDSPAELGNKIYEMMAMAVGGRWGRVEEE-EESSTVNEGDDKSGETEVVEPSEVRAESD
Hsp90.7 TPDSPAELGNKIYEMMAMAVGGRWGRVEEE-EESSTVNEGDDKSGETEVVEPSEVRAESD
O AP S O S : : *oLoo¥
Hsp90.1 -———=
Hsp90.2 —-———=
Hsp90.3 -———=
Hsp90.4 —-———=
Hsp90.5 -———=
Hsp90.6 PWQD
Hsp90.7 PWQD

Figura 3: Alinhamento multiplo de sequencias de Hsp90 de A. thaliana. As isoformas Hsp90.1, 2, 3 e 4
sdo citosdlicas, a Hsp90.5 é mitocondrial, a Hsp90.6 de cloroplasto e a Hsp90.7 de reticulo endoplasmatico.
As isoformas organelares possuem uma regido N-terminal maior, referentes as sequéncias de localizacao.
As isoformas citosélicas possuem o pentapeptideo MEEVD no final do dominio C-terminal, importante para

interacdo com chaperonas. Sequéncias alinhadas com a ferramenta ClustalW.

Funcbes e algumas proteinas-clientes

Diferente das outras chaperonas, a Hsp90 exibe um particular grupo de proteinas clientes
(ou substratos), que dependem dela para atingir e/ou manter sua conformacédo funcional em
condicdes fisiologicas (Tirolli-Cepeda & Ramos, 2011; da Silva & Ramos, 2012). Entre os
substratos de Hsp90 estdo proteinas estruturalmente e funcionalmente distintas como, por
exemplo, a telomerase (Holt et al, 1999; Kepler et al, 2006), a organizadora de actina N-WASP
(Park et al, 2005), a 6xido nitrico sintetase — NOS (Garcia-Cardena et al, 1998), assim como uma
série de receptores de hormonios esterdides (Pratt & Toft, 2003), fatores de transcri¢cdo e proteinas
quinases (Pearl, 2005). Desta forma, a Hsp90 pode atuar na progressao do ciclo celular, apoptose,



transducao de sinal mitético, transporte mediado por vesiculas, imunidade inata e degradacao de
proteinas (Hartl et al, 2011).

As funcdes da Hsp90 vao além de homeostase proteica, culminando num papel essencial
em muitos processos biolégicos. E descrita como um capacitor para a evolucdo e aquisicdo de
novas caracteristicas, pois promove a estabilizacdo de proteinas mutadas, as quais nao seriam
funcionais ou seguiriam para degradagcao na auséncia ou atividade reduzida desta chaperona. Tal
atividade permitiria variagdes na sequencia, e até mesmo a divergéncia de genes (Queitsch et al,
2002; Sangster et al, 2008). Adicionalmente, Burga e colaboradores (2011) mostraram como
variagoes randémicas na expressao de genes podem alterar o desenvolvimento de mutantes de C.
elegans. Animais que naturalmente expressaram mais Hsp90 exibiram uma reduzida penetrancia a
mutagdes, porém ainda sdo desconhecidos 0os mecanismos que causam esta variabilidade na
expressao de Hsp90 e quais outros genes sao afetados por estas flutuagdes. Acredita-se que tais
‘ruidos” na expressao génica permitem alternar entre os estados figado’ e ‘desligado’ de outros
genes (Raser & O’Shea, 2005; Burga et al, 2011; El-Samad & Weissman, 2011).

Aproximadamente 3% das Hsp90 citossdlicas se localizam no ndcleo, e nesta organela
participa da regulacdo de eventos nucleares e no remodelamento de cromatina (Figura 4). A
Hsp90 regula a atividade de receptores de horménios esteroides, incluindo os receptores de
glicocorticéides, andrégeno e estrogénio. Tais receptores transitam entre citoplasma e nucleo e
apresentam atividades distintas em cada compartimento, a regulacdo da distribuicdo subcelular e
atividade transcricional sdo elementos-chave para a sua adequada funcdo. Neste aspecto, a
Hsp90 tem o papel crucial de integrar tais processos, regulando a localizacdo dos receptores, bem
como sua estabilidade, competéncia para ligacao do horménio e atividade transcricional (Trepel et
al, 2011).

A Hsp90 também regula o fator de transcricdo de choque térmico 1 (HSF1 — Heat shock
transcription fator 1). Em células de mamiferos submetidas ao inibidor da Hsp90 geldanamicina, os
mondémeros de HSF1 se dissociam da Hsp90, trimerizam e aumentam a transcricdo coordenada
de HSPs (Trepel et al, 2010; Zou et al, 2009).
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Figura 4: Hsp90 modula eventos nucleares. Quatro exemplos do efeito da Hsp90 em eventos nucleares:

a) A importancia da Hsp90 na fungao de um receptor de hormdnio esterdide (AR — horménio andrégeno). b)
O papel da Hsp90 na regulacao do fator de transcricao de choque térmico 1 (HSF1). c) O efeito da Hsp90 na
metilacdo de histonas mediada por SMYDS3 e o impacto na transcricdo de genes associados a cancer como
NKX, WNT e C/EBP. D) O complexo Hsp90-BCL6 suprime a transcricdo de genes supressores tumorais, e
contribui com a génese de tumores. ATR, ‘ataxia telangiectasia and Rad3-related protein’, DTH,
diidrotestosterona, PSA, antigeno prostatico, RNA Pol Il, RNA polimerase Il (Modificado de Trepel et al,
2010).
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A reposta imune, tanto em mamiferos como em plantas, também tem a participacdo da
Hsp90. Em plantas a Hsp90 juntamente com a SGT e RAR1 formam um complexo envolvido em
eventos de sinalizagdo da resposta imune. Estas moléculas tém um importante papel na ativagao
de proteinas NLR (ou NB-LRR, nucleotide binding site-leucine rich repeat) (Seo et al, 2008).
Proteinas NLR atuam como sensores imunes em plantas e animais, pois tém a habilidade de
reconhecer, direta ou indiretamente, moléculas derivadas de patégenos e disparar a resposta
imune. E interessante ressaltar que em mamiferos, proteinas com dominios Nod (nucleotide-
binding oligomerization domain) também requerem Hsp90/SGT1/RAR1 para ativar e mediar a
resposta imune, indicando que estas proteinas podem exercer fungbes similares em animais e
plantas (Seo et al, 2008; Shirasu, 2009).

Outra importante atuagédo da Hsp90 é no transporte de pré-proteinas para mitocéndrias e
cloroplastos, uma vez que a maioria destas proteinas € sintetizada no citoplasma e importadas
para a organela poés-traducionalmente. Neste contexto a Hsp90 previne a agregagdo dos
peptideos recém-sintetizados, mantendo-os em um estado competente para serem importados.
Em plantas, tal processo € especialmente importante para a montagem dos complexos
fotossintéticos em cloroplastos (Fellerer et al, 2011). Adicionalmente, a Hsp90 responde a sinais
mediados por plastideos e faz parte do complexo proteico que regula a expressdo de genes
associados a fotossintese (PhANG — photosynthesis-associated nuclear genes) (Kindgren et al,
2011).

Tais exemplos mostram como as funcdes da Hsp90 sdo diversificadas, assim como seus
interatores. A Hsp90 é considerada um “hub”, ou seja, exerce papel essencial, com uma grande
quantidade de parceiros de interagdo altamente conectados (Taipale et al, 2010; da Silva &
Ramos, 2012). E a descoberta destas interacbes proteina-proteina é essencial para o
entendimento da funcao e do contexto biolégico desta chaperona.

Co-chaperonas

A Hsp90 atua em conjunto com uma magquinaria formada pela Hsp70, diversos reguladores e
co-chaperonas. Muitas das co-chaperonas interagem através de motivos TPR (tetratricopeptide
repeat domain) (Hartl et al, 2011). O TPR é caracterizado por exibir uma estrutura de hélice-volta-
hélice, que compreende uma sequencia consenso de 34 aminodcidos a qual pode estar presente
em numero variavel de repeticoes (Blatch & Lassle, 1999; Smith, 2004; Das et al, 1998). (Figura 6
— ver sec¢do 1.3). As co-chaperonas modulam a atividade da Hsp90 em eucariotos, afetando a
atividade ATPasica, e a dinamica conformacional da Hsp90 e seus clientes. Como exemplos de

co-chaperonas com dominios TPR podem ser citadas a AHA1 (activator of Hsp90 ATPase 1), que
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promove a hidrolise de ATP, Cdc37 (cell division cycle 37 homologue), responsavel pela
transferéncia de clientes com atividade quinase e a Hop (Hsp70-Hsp90 organizing protein). A Hop
participa da transferéncia de substratos entre Hsp90 e Hsp70, interagindo simultaneamente com
as duas chaperonas. Veja mais detalhes sobre esta proteina na se¢ao seguinte (pag. 14).

A Hsp90 também atua na degradacao de proteinas quando associada a co-chaperona E3
ubiquitina ligase CHIP (C-terminus Hsp70 interacting protein), que catalisa a ubiquitinacdo de
clientes da Hsp90 e da Hsp70, direcionando-os ao proteassoma. A SGT1 (supressor G2 allele of
SKP1) participa da formagao do cinetocoro, PIH1 e TAH1 participam da sintese de ribossomos,
replicagdo do DNA, manutengao dos teldomeros, e da modulagao epigenética da transcricao (Zhao
& Houry, 2005).

Estrutura e ciclo ATPasico

A Hsp90 atua como um homodimero, e cada mondmero possui 3 dominios (Pearl &
Prodromou, 2006). Um dominio ATPase N-terminal altamente conservado, de aproximadamente
25 kDa, conectado a um dominio central (de aproximadamente 55 kDa), responsavel pela ligacdo
de substratos e interacdo com co-chaperonas. O dominio C-terminal tem aproximadamente 20 kDa
€ responsavel pela dimerizacdo da Hsp90. A delecdo de 200 residuos na porcao C-terminal
impede a dimerizacao, e esta proteina truncada nao é capaz de recuperar o fenétipo de leveduras
mutantes de delecdo para Hsp90, o que sugere que a dimerizacao € essencial para a atividade
biol6gica da Hsp90 (Minami et al, 1994).

O sitio de ligacao de ATP no dominio N-terminal (Prodromou et al, 1997) também pode ser
ocupado por inibidores como geldanamicina (Stebbins et al, 1997) e radicicol (Soga et al, 1998;
Schulte et al, 1999). Estudos também reportaram um segundo sitio de ligacdo de nucleotideo no
dominio C-terminal da Hsp90 (Marcu et al, 2000; Soti et al, 2002; Garnier et al, 2002), capaz de
ligar inibidores como novobiocina e celastrol (Donnelly & Blagg, 2008; Zhang et al, 2009).

O ciclo ATPasico da Hsp90 é acompanhado por modificagbes estruturais (Figura 5). A
ligacdo de ATP causa a dimerizagdo das por¢des N-terminal, formando um grampo molecular. A
aproximagao destes dominios causa compactagdo da estrutura, na qual cada mondémero sofre
tor¢do. Com a hidrélise do ATP, os dominios ATPase se afastam e a dimerizagdo dos dominios N-
terminal é desfeita. Diversos co-fatores regulam o ciclo: Cdc37 transporta substratos (quinases)
para a Hsp90 e inibe a atividade ATP&sica, a Hop inibe a dimerizacdo do N-terminal, a AHA1
estimula a hidrélise de ATP e a p23 estabiliza a forma dimerizada antes da hidrélise do ATP.

12



Substrato
inativo ¢ L 4 = Sitios de
C ¥ ligacdo de ATP
fechados NDs

p %
Substrato separados
inativo

NDs dimerizados
(pinca molecular)
monodmeros
retorcidos

» Qg;/ Substrato

inativo

NDs
separados

e

Substrato
inativo

Figura 5: O ciclo ATPasico do sistema Hsp90. No sentido horario, da parte superior para inferior: A
ligacdo de ATP no dominio N-terminal (ND) da Hsp90 apo induz uma mudanga conformacional e o
fechamento do bolsédo de ligacdo de ATP no ND. Em seguida, ocorre a dimerizagdo dos NDs, dando origem
a uma conformagao fechada do dimero de Hsp90 (grampo molecular), com as subunidades retorcidas.
Neste estado ocorre a hidrélise do ATP, e depois disso os NDs se dissociam. Os substratos inativos
interagem principalmente com o dominio central (MD), ativado pelo ciclo ATPasico da Hsp90. Co-
chaperonas como Hop, Cdc37, Ahal e p23 modulam passos especificos do ciclo (Modificado de Hartl et al,
2011).
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1.3.Hop (Hsp70-Hsp90 Organizing Protein)

A co-chaperona Hop foi identificada pela primeira vez por Nicolet e Craig (1989) como Stit
(Stress-inducible protein 1), uma proteina responsiva a choque térmico em leveduras. A Hop é
capaz de interagir diretamente com a Hsp90 e Hsp70, fazendo parte de dos complexos de
maturacao de receptores de horménios esteroides (Chen & Smith, 1998; Johnson et al, 1998).
Ort6logos de Hop foram identificados em seres humanos (Honoré et al, 1992), camundongo
(Blatch et al, 1997), rato (Demand et al, 1998), insetos (Carrigan et al, 2005), plantas (Zhang et al,
2003) e parasitas (Webb et al, 1997).

A estrutura da Hop é composta por 9 motivos formados por repeti¢cdes de tetratricopeptideos
(TPR — Tetratricopeptide Repeat), que sao agrupados em 3 dominios (TPR1, TPR2A e TPR3A) e
tal caracteristica define os ortélogos da Hop. Os dominios TPR1 e TPR2A, os quais possuem
estrutura cristalografica conhecida, consistem de hélices-alfa antiparalelas empilhadas de modo a
formar um grande sulco ao longo da superficie do dominio (Carrigan et al, 2004; Odunuga et al,
2004; Song & Marison, 2005; Flom et al, 2007; Scheufler et al, 2000). O dominio TPR apresenta as
cadeias laterais dos aminoacidos que o compde projetadas para dentro deste sulco, o que facilita
interacdes proteina-proteina especificas. Apesar da conservacgao, co-chaperonas TPR podem ligar
motivos MEEVD com diferentes afinidades, como reportado para a co-chaperona Tom70 (Gava et
al, 2011). Outros dois dominios contendo repeticoes de aspartato e prolina (DP) também fazem
parte da Hop, de acordo com o arranjo TPR1-DP1-TPR2A-TPR2B-DP2 (Figura 6).

O dominio N-terminal da Hop (TPR1) é requerido para a ligacdo da Hsp70 e o dominio TPR
central (TPR2A) é essencial para a ligacao da Hsp90 (Onuoha et al, 2008), que é mediada pelo
motivo MEEVD, presente no C-terminal da Hsp90 e da Hsp70 (Odunuga et al, 2003; Brinker et al,
2002).

A Hop interage com a Hsp90 (dimérica) na forma de dimero ao passo que sua associacao
com a Hsp70 se d& na forma de monémero. Adicionalmente, a afinidade de ligagcao entre Hsp70-
Hop é aumentada em cerca de 5 vezes pela ligagdo da Hsp90 (Hernandez et al, 2002). Desta
forma, a Hsp90 poderia causar alteragdes na conformacdo da Hop para melhor acomodar as
interagdes com a Hsp70, outra possibilidade é que a Hop causaria um rearranjo conformacional da
Hsp90, promovendo sitios de contato para a Hsp70 (Hernandez et al, 2002; Murphy et al, 2001).
No entanto, ainda ha a necessidade de mais estudos para comprovar e entender tais mecanismos,
uma vez que o estado oligomérico da Hop é bastante controverso na literatura (Yi et al, 2010;
Onuoha et al, 2008).
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Embora a Hop seja capaz de interagir com a Hsp90 na presenca e na auséncia de ATP, ha
uma preferéncia pelo estado Hsp90-ATP. A Hop previne a troca de nucleotideos, inibindo a
atividade ATPasica e favorecendo uma conformacéao aberta da Hsp90 (Panaretou et al, 2002).

1
-
0
A
—

DP2
4 118 223 352 353 477 543

Figura 6: Arranjo estrutural da Hop e ligacdo do MEEVD. A) A Hop € composta por 3 dominios TPR e 2
dominios compostos por repeticdes de aspartato e prolina (DP). A ligacdo do motivo MEEVD B) na co-
chaperona Hop e C) na co-chaperona Tom70. E possivel verificar a estrutura caracteristica do TPR, formada
por hélices antiparalelas em sequencia, formando um sulco no interior da estrutura. Algumas diferencas na
interacao TPR-MEEVD, que é de natureza eletrostatica, podem ser notadas em B e C. O motivo MEEVD
parece estar mais envolvido pelo TPR quando ligado a Hop, com interagdo mais organizada do que a
Tom70. Adicionalmente, a conformagdo do MEEVD pode ser modificada em fungédo da co-chaperona ligada.
B e C modificado de Gava et al (2011).

Song e Masison (2005) demonstraram que a via de enovelamento dependente de Hsp70 &
prejudicada com a delegdo do dominio TPR1 da Hop em leveduras. Da mesma maneira, delegéao
do dominio TPR2A causa prejuizos a via dependente de Hsp90. Porém a presengca de somente
uma delecao (TPR1 ou TPR2A) causa prejuizos a clientes dependentes tanto de Hsp90 quanto de
Hsp70, o que sugere o envolvimento da Hop na modulagéao das fungdes da Hsp70 e Hsp90 além
da sua funcao adaptadora da interagao ente estas duas chaperonas.
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A Hop também é capaz de interagir com Prp° (prion), exercendo um papel neuroprotetor
(Zanata et al, 2002), e possui papel no desenvolvimento da fibrose cistica (Marozkina et al, 2010),
conferindo a Hop uma atuacao que vai além do sistema Hsp70-Hsp90.

Muitas questdes acerca estado oligomérico, mecanismo de mediacdo Hsp70-Hsp90, bem
como diferentes parceiros, ainda precisam ser respondidas para uma visao global da atuacao e
importancia da Hop em diferentes fung¢des bioldgicas.

1.4.Chaperonas e o potencial biotecnholégico em plantas

Como organismos sésseis, as plantas devem ser capazes de responder rapidamente a
multiplos estresses ambientais, como variacoes de temperaturas e salinidade, presenca de metais
pesados e deficiéncia hidrica. A presenca de sistemas de resposta a estresses eficientes sao pré-
requisitos para a sobrevivéncia e produtividade das plantas (Neumann et al, 1989).

Estresses abibticos geralmente causam disfuncdes proteicas, portanto a manutencéo destas
proteinas em sua conformagao funcional, bem como a prevencdo da agregacao de proteinas
desenoveladas, é particularmente importante para a sobrevivéncia celular durante o estresse.
Elucidar os mecanismos de resposta a estresses em plantas, assim como o papel destes
mecanismos na aquisi¢cao de tolerancia, é de grande importancia pratica. Muitos esforcos tém sido
empregados na investigacdo dos principais mecanismos de tolerdncia como, por exemplo,
transportadores de ions, osmoprotetores, eliminadores de radicais livres entre outros (Wang et al,
2004).

As chaperonas desempenham importantes fun¢gdes no desenvolvimento e resisténcia a
estresses em plantas. Por exemplo, ha uma forte correlagdo entre o acumulo de smHsps e a
tolerancia a estresses em plantas (Wang et al, 2004). Acredita-se também que algumas smHsps
induzidas por giberelina e metil jasmonato tenham um importante papel no crescimento e
desenvolvimento da planta, bem como na producdo de madeira, com forte atuagdo na
diferenciagdo do cambio vascular e desenvolvimento do xilema (Wang et al, 2009). A
superexpressdao de membros da Hsp70 estd correlacionada a aquisicdo de termotolerancia, e
também resulta em tolerancia aumentada a estresse salino e hidrico (Wang et al, 2004). Em cana-
de-agucar, a Hsp70 encontra-se mais expressa em plantas com maior teor de agucares (Papini-
Terzi et al, 2009).

Diferente das demais chaperonas, a Hsp90 parece desempenhar uma funcdo reguladora,
pois a concentracao desta proteina é crucial para um adequado desenvolvimento da resposta a

estresses, visto que a superexpressao das isoformas AtHsp90.2 (citosolica), AtHsp90.5
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(mitocondria) e AtHsp90.7 (reticulo endoplasmatico) em A. thaliana aumenta a sensibilidade a
estresses salinos e osmoticos (Song et al, 2009). A redugcdo dos niveis da Hsp90 em N.
bentamiana ocasiona resposta imune deficiente (Lu et al, 2003). Ainda em N. bentamiana, o
silenciamento da Hsp90 via RNAIi provoca atrofia e resposta imune comprometida, caracteristicas
também observadas quando a Hsp70 é silenciada (Kanzaki et al, 2003).

Adicionalmente, acredita-se que a Hsp90 tenha um importante papel na manutencdo da
funcao dos receptores de brassinosterdides (hormonio esterbide vegetal), importante na tolerancia
a estresses abibticos, no crescimento do vegetal e desenvolvimento das raizes (Divi et al, 2010).
Outra importante acao da Hsp90 em plantas esta relacionada a resisténcia a pragas, visto que
esta chaperona desempenha importantes fungées quando associada a proteinas do sistema imune
(Wang et al 2004).

Estudos do nosso grupo também apontam para as chaperonas como importantes moléculas
para o desenvolvimento e homeostase vegetal, assim como alvos de importancia biotecnolégica.
Analises de ESTs do consércio FORESTs evidenciaram que as chaperonas moleculares
apresentam um notavel nivel de expressdo em células de Eucalyptus (1,6% das sequéncias), o
que demonstra a importancia destas nas espécies estudadas. Ainda, os perfis de expressao sao
espécie-dependentes e o tecido caulinar estd entre as bibliotecas que apresentaram maior
expressao de chaperonas (Cagliari et al, 2005). Ainda em Eucalyptus, tratamentos que promovem
reducao do conteldo de ligninas no caule estdo relacionados com uma expressdao aumentada de
chaperonas (Gongalves et al, 2011). Em cana-de-agucar, um total de 4702 ESTs de chaperonas
foram anotadas, dentre as quais 9% foram referentes a ESTs de Hsp90. Os dados reportam a
grande variabilidade e abundancia de chaperonas moleculares em cana-de-aglcar e evidenciam
sua importancia nos processos de enovelamento de proteinas e tolerancia a estresses na espécie
(Borges et al, 2007).

O grupo de pesquisa do prof. Carlos Ramos tem investigado a estrutura e fungéo da Hsp90
de diversos organismos, inclusive cana de agucar com sequencias provenientes do projeto
SUCEST. Dentre estes estudos cabe salientar a “Analise da expressdo de chaperonas
moleculares em plantas e clonagem, purificacdo e caracterizagao inicial das proteinas Hsp100 e
Hsp90 de cana-de-agucar” (ver tese Cagliari, T.C., 2009). Neste trabalho, o clone da Hsp90-3
(uma das proteinas alvo deste estudo) foi totalmente sequenciado, com a sequencia subclonada e
expressa em E.coli (sistema pET28a). A proteina foi purificada de forma enovelada e como um
dimero em solugao (Cagliari, 2009).

Adicionalmente, Mendonca & Ramos (2012) fizeram a identificagdo, clonagem,

caracterizacao biofisica e funcional de uma Hsp90 de Citrus cinensis (rCsHsp90 — recombinant
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Citrus cinensis Hsp90). Neste trabalho a rCsHsp90 foi expressa em E. coli (sistema pET),
purificada enovelada como um dimero em solugcéo, e com atividade protetora contra agregacao da
proteina citrato sintase (substrato modelo). Também foi demonstrado através de Western Blot que
a Hsp90 estudada apresenta expressao constitutiva em Citrus cinensis. Tais dados demonstram o
quanto o grupo tem avancado e se especializado no estudo de proteinas da familia Hsp90,
especialmente em plantas. E também trazem a tona novas questbes e perspectivas de

investigacao.

Dada a importancia das chaperonas moleculares tanto no desenvolvimento de plantas
qguanto na tolerancia a estresses, estas configuram importantes alvos de estudo, uma vez que o
conhecimento acerca dos mecanismos de resposta e tolerancia a estresses abibdticos em plantas
ainda é limitado (Wang et al, 2004). A compreensao da fungéo das proteinas da familia Hsp90 nos
multiplos processos regulatérios de resposta a estresses, plasticidade e desenvolvimento vegetal
apresenta também uma importancia biotecnoldgica, visando a introdugdo ou modulagdo de
caracteristicas uteis a produtividade e qualidade de cultivares.
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2. OBJETIVOS

2.1.0Objetivos gerais

Apesar da importancia econémica da cana-de-agUcar para a economia brasileira, as
informacdes sobre o genoma e proteinas presentes neste vegetal ainda sdao escassas. A cana-de-
acucar apresenta mecanismos bastante robustos de resposta a estresses, principalmente térmico
e hidrico, que podem ser notados em campo mas ainda necessitam de investigacdo ao nivel
molecular. Tais fatores tornam interessante o estudo funcional de chaperonas moleculares de
cana-de-agucar, dentre elas a Hsp90.

A proposta deste trabalho foi produzir um transgénico através da insercdo do gene da
chaperona Hsp90 de cana-de-acucar em planta-modelo (Arabidopsis thaliana) com a finalidade de
verificar a influéncia desta proteina no desenvolvimento vegetal, fenétipo e resisténcia a estresses,
bem como o impacto na expressao de outras proteinas, interatoras diretas ou ndo. Adicionalmente,
caracterizamos um interator de Hsp90, a co-chaperona Hsp70/Hsp90 Organizing Protein (Hop)
humana, com uma substituicdo de aspartato por glicina no dominio TPR2B.

2.2.Objetivos especificos

2.2.1. Andlise de sequéncias e subclonagem do cDNA da chaperona Hsp90 de cana-de-
acucar em vetor binario para transformacéao de A. thaliana.

2.2.2. Estudo dos efeitos da transgenia através de sequenciamento de RNAm, analises
fenotipicas e de tolerancia a estresses térmico, osmaético e salino.

2.2.3. Subclonagem do cDNA da co-chaperona Hop humana em pET28a.

2.2.4. Expresséo e purificacdo da Hop humana recombinante em E. coli.

2.2.5. Caracterizacao da conformacao da Hop humana recombinante.
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3. MATERIAIS

3.1. cDNA plasmidial

O cDNA que codifica a Hsp90 de cana-de-agucar foi comprado junto a FUNEP (Fundagao de
Estudos e Pesquisas em Agronomia, Medicina Veterinaria e Zootecnia), instituicdo que
comercializa cDNAs obtidos do projeto SUCEST. A sequéncia do cDNA pode ser conferida na
figura 7.

O cDNA da proteina HOP humana foi adquirido do consércio IMAGE (/Integrated Molecular

Analysis of Genomes and their Expression), e a sequéncia pode ser conferida na figura 8.
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961

1041
1121
1201
1281
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1681
1761
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1921
2001
2081

ATGGCCTCGG
CRACRAGGAG
ACARAGAGCARD
GACAGTGGCA
GGAGGCGCTG
AGAGGETCGT
ACACGTGATA
TGAGGAGCGT
CCACTGAGARA
GAGRAAGGAAG
AATCTGGATG
AGCATCTTGC
TTTGACCTCT
GGAGCTTATC
CCCTCCAGCA
GAGARCAAGG
CAGGACCARAG
CGAGGATGAR
GAGRARAGCTGA
GTTTGAGGGC
AGCGAGCTCAR
TCTGACCGTG
GGCCCAGGCGE
TCATGGAGGAR
ACGGCGCTGC
CCTGAGCATT
TGEAGGAGGT

AGACGGAGAC
ATCTTCCTCA
GCTGGATGCC
TTGGTATGAC
GCTGCCGETGE
TGTGACCACC
CCTCTGGGGA
CGCCTCAAGSE
GGAGATTTCT
AARAGGAGAR
AGGAAGCCTG
TGTGRAGCAC
TTGACACCAG
CCTGAGTGGC
GAACRAGATC
AGGACTACAR
ATTGCTGAGC
GGAGGGCCAG
AGAAGAAGGSE
ARGRAAGCTCG
GGAGRAAGTTC
TGETGGACTC
CTCAGGGACT
GCTGCGCRAAG
TCACCTCTGG
GATGAGGACG
CGACTAR

GTTCGCCTTC
GGGAGCTCAT
CAGCCAGAGT
CAAGTCGGAC
CTGACGTGTC
AAGCACARCG
GCAGCTTGGEC
ATCTGATCARA
GATGATGRAG
GRAARRAGRAG
AGGAGATCAC
TTCTCTGTTG
GAARGRAGCTG
TGAGCTTTGT
CTCARAGGTCA
CAAGTTCTAT
TCTTGAGGTA
AATGACATCT
CTACGAAGTT
TCTCTGCCAC
GAGGGCCTCT
CCCCTGCTGC
CCAGCATGTC
CGTGCGGAGSE
TTTCAGCCTC
AGGCCCCTGA

CAGGCGGARAGA
CTCCRACTCC
TGTTCATCCA
CTTGTGAACA
CATGATTGGTC
ATGATGAGCA
AGGGGTACCA
GAAGCACTCA
ATGAGGARGA
LAGCATCAAGGE
CARAGGRAGAG
AGGETCAGCT
AACAACATCA
CAAGGGCATT
TCCGCAAGAR
GAGGCCTTCT
CCACTCCACC
ACTACATCAC
CTGTACATGSE
CAAGGAGGGET
GCARGCGTGAT
CTCGTCACGGE
TGGGTACATG
CCGACARAGAR
GACGACCCCA
GGCTGACACT

TCAACCAGCT
TCCGATGCCT
CATTGTACCT
ACCTTGGTAC
CAGTTTGGTG
GTACGTGTGSE
AGATGACCCT
GAGTTCATCA
TAAGAAGGAT
AGGTTTCTCA
TATGCTGCTT
TGAGTTCAAG
AGCTCTATGT
GTTGACTCTG
CCTTGTCAAG
CCAAGAACCT
LAAGAGTGGAG
TGETGAGAGC
TGGATGCCAT
CTGAAGCTTG
CRAGGAGGTG
GTGAGTACGS
TCCTCCAAGA
CGACARAGTCT
ACACCTTCGG
GARCATGCCCC

GCTCTCGCTC
TGGACAAGAT
GACRAGGCCA
CATTGCCCGGE
TCGGTTTCTA
GAGTCTCAGGE
CTACCTCARAG
GCTACCCAAT
GAGGAGGGCA
TGAGTGGCAG
TCTACARAGAG
GCTGTCCTCT
GCGCCGTGTC
AGGATCTCCC
AAGCTGCATCG
CRAGCTTGGC
ATGAGCTGAC
AAGAAGGCTG
TGATGAGTAT
ATGAGAGCGA
CTGGGCGACA
CTGGACTGCT
AGACGATGGA
GTCRAGGACC
CAGCCGCATC
CTCTGGAGGA

ATCATCAACA
CAGGTTCGAG
ACARCACGCT
TCCGGCACGA
CTCGGCCTAT
CTGGTGGCTC
GATGATCAGT
CTCICTICTGG
AGGTTGAGGA
TTGETCARCA
CTTGACCAAT
TTGTGCCARR
TTCATCATGG
CCTCAACATC
AGCTGTTCTT
ATCCACGAGGE
CAGCCTGARAG
TGGAGAACTC
GCTATTGGCC
GGATGAGRAG
AGCTGGAGAR
AACATCGAGR
GATCRACCCG
TTGTCATGCT
CACCGCATGC
CGACGCTGGC

CCTTCTACTC
AGCCTGACTG
GACCATCATT
AGGAGTTCAT
CTTGTTGCTG
CTTCACTGTC
TGGAGTACCT
ATTGAGRAGR
TGTTGATGAG
AGCAGARAGCC
GACTGGGAGSE
GAGGGCCCCC
ACARACTGCGA
TCCCGTGAGA
TGAGATTGCT
ACTCCACCARA
GACTATGTGA
TCCGTTCCTT
AGCTGARGGHR
BAAGRAARRGE
GETGETGGETC
GGATCATGAR
GAGRACGCCA
GCTGTTCGAG
TCAAGCTGGG
GAGAGCRAGA

Figura 7: cDNA da Hsp82 de cana-de-acucar. Sequéncia da Hsp90 de cana-de-agucar, obtido através do
projeto SUCEST. SCQGLR1062C04.g LR1 cultivar hibrido SP80-3280 clone SCQGLR1062C04 5-,

sequéncia do RNAm.
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1041
1121
1201
1281
1361
1441
L5
le01

ATGGAGCAGG
CTCCGAAGCT
ACCAGARAGGEC
GCTCTAGAGT
ACTGAARGAG
ATCAGAAGTT
AACRAGCCTT
GGGCAGTATG
TGGRAGARAGH
TTTGACACAG
GGTATACTTT
AAGACTATCG
CATTTCTATA
GGAGCARAGAG
GGGACTATCC
GCTGCCTGCT
CATCARCGGT
CGCTAGACCT
LCCCCCEARAAG
CCTGGARCAG
TGATGGATGT

TCRAATGAGCT
ATTAAGCTGG
TTATGAGGAT
TCTTAAACCG
GGTTTACAGA
GGAGAGTGAT
CTGACCTGGG
GATGAGGAGG
TCTTCCAGAG
CCTTGAAGCA
GRRRAGGEGCGE
ACAGATTGCC
ACRAGTCTCT
CGECTGEECCT
CCAGGCCATG
ACACCAAACT
TATACACGGA
GGACTCCAGC
ATCTGRAGCG
ATGCCAGAAGS
GGGTCTGATT

GAAGGAGARD
ATCCCCACAA
GGCTGCAAGA
CTTTGAAGAZR
ATATGGAGGEC
CCCAGGACARA
CACGARACTA
AAGRAGATTGEC
AATRAGRAGC
TTACGACARR
ACTACAATAR
ARRGCATATG
GGCRAGAGCAC
ACATARACCC
AAGCATTATA
CCTGGAGTTC
LACCCGCTGE
TGTRAAGGAGG
ACGAGCCATG
ACCCCCAGGC
GCAATTCGGT

GGCAACARAGG
CCACGTGCTG
CTGTCGACCT
GCCAAGUGARA
CAGGTTGGCA
GGACACTACT
CARAGATCCCC
ARCACCTCCA
AGGCACTGARA
GCCRAGGAGC
GTECCEEGEAG
CTCGAATTGG
CGRACCCCAG
CGACCTGGCT
CAGAAGCCAT
CAGCTGGECAC
GCTGGAAGCG
CGECAGACGE
GCCGACCCTG
ACTCAGCGAR
GA

CCCTGAGCGT
TACAGCAACC
ARAGCCTGAC
CCTATGAGGA
GAGAGAARARAT
CAGTGATCCT
GGATCATGAC
CCACCACCCC
AGARARRGRAG
TGGRCCCCAC
CTTTGTGAGA
CAACTCCTAC
ATGTGCTCAA
TTCGAGGAGR
CARRAGCCARC
TCAAGGACTG
ATGAAGGACT
CTACCAGCGC
LACGTGCAGCA
CACTTARAGR

GGGTAACATC
GTTCTGCTGC
TGGEGCAAGG
GGGCTTARAAA
TCATGAACCC
ACCTACCGGG
CACTCTCAGC
CTCCCAARARA
CTGGGGAACG
TRAACATGEACT
AGGCCATTGA
TTCRAAGRAG
GRRATGCCAG
AGAACAARGE
CCGRAAGATG
TGAGGAATGT
ACACCARARGC
TGTATGATGG
GATCATGAGT
ATCCTGTAAT

GATGATGCCT
CTATGCCAAG
GCTATTCACG
CACGAGGCAR
TTTCARCATG
AGCTGATAGA
GTCCTCCTTG
GGAGACCAAG
ATGCCTACAA
TACATTACCA
AGTEGGEAGA
AARRAGTACAR
CAGGCAGAGR
CARCGAGTGT
CCARATTATA
ATCCAGCTGG
CATGGATGCTG
CGCAGTACAR
GACCCAGCCR
LACCACRAGAAG

TACAGTGCTA
ARAGGAGACT
ARARGCAGCA
ATAACCCTCA
CCTAATCTGT
GCAGCTACGA
GGGTCGATCT
CCAGAGCCAR
GAAGARAGAC
ATCAAGCAGC
GRARACCGAG
GGATGCCATC
AARTCCTGARA
TTTCAGAAAG
CAGCAATCGA
AGCCGACCTT
TACCAGAAGG
CCEGCACGAC
TGCGCCTTAT
ATCCAGAAGC

Figura 8: cDNA

da Hop humana. Sequéncia do cDNA da Hop
gi[110225356:148-1779 Homo sapiens stress-induced-phosphoprotein

3.2.Oligonucleotideos e enzimas

humana, clone do consécio IMAGE
1 (STIP1), sequéncia do RNAm.

Os oligonucleotideos iniciadores, construidos a partir da sequéncia do cDNA de interesse,

foram adquiridos comercialmente da empresa IDT e as enzimas de restricdo, para os

experimentos de biologia molecular, das empresas Promega, New England Biolabs e Fermentas.

Os oligonucleotidos construidos para clonagem e sequenciamento estdo listados no quadro a

seqguir.
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Tabela 1: Oligonucleotideos utilizados.

Clonagem e sequenciamento
, R Amplicon | Tm
Oligonucleotideo Sequéncia (5’ — 3’)
(pb) (°C)
F_Hsp82_Xhol - Clonagem em
. GGCCTCGAGATGGCCTC 60
pRT100 (Direto)
2109
R_Hsp82_BamHI - Clonagem
GAGCTCGGATCCTTAGTCG 62
em pRT100 (Reverso)
H82CAN1-S —
TCAAGGATGATCAGTTG - 45
Sequenciamento (5')
H82CAN2-S —
AGAACAAGATCCTCAAG - 42
Sequenciamento (5’)
H82CAN3-S -
AAGGTGATCAAGGAGGT - 47
Sequenciamento (5’)
NPTII_F CATGTGTCACGACGAGATCC 100 54
NPTII_R GATGATCTGGACGAAGAGCA 54
HOP_F — Clonagem em
pET28a (Direto) e ATGAATTCATGGAGCAGGTCAATGAGCT 64
sequenciamento (5’
d ) 1630
HOP_R- Clonagem em
pET28a (Reverso) e ATAAGCTTTCACCGAATTGCAATCAGACC 60
sequenciamento (5")

3.3. Vetores para clonagem e expressao

Para clonagem foi utilizado o vetor pGEM-T Easy (Promega) e para subclonagem da Hsp90
de cana-de-acucar foram utilizados os vetores pRT100, pCAMBIA 2300 (www.cambia.org). Para a

expressao da co-chaperona Hop D456G foi utilizado o vetor pET28a (Novagen).

3.4. Cepa de A. tumefaciens

3.4.1. Cepa GV3101

Gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Michel Vincentz (CBMEG - Unicamp). Utilizada para

transformacao de A. thaliana.
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3.5. Cepas de E. coli

3.5.1. DH10B

Utilizada para propagacao e manutencao de vetores plasmidiais.

3.5.2. DH5a

Utilizada para propagagéo e manutengéo de vetores plasmidiais.

3.5.3. BL21(DE3)

Utilizada para a expressao de proteinas. Essa linhagem possui baixos niveis de produgéo de
proteases, que poderiam degradar a proteina de interesse, e possui ainda o gene (DE3),
responsavel pela sintese da enzima T7 RNA polimerase, importante para expressao em sistema
pET.

3.6. Cultivo e transformacao de A. thaliana

3.6.1. Solucao de micronutrientes (para sol. nutriente)

2860 mg/L de H;BO;
1810 mg/L de MnCl,.4H,0
100 mg/L de ZnCl,

20 mg/L HoMoO4.HO

40 mg/L CuCl,

3.6.2. Solucao de Fe-EDTA (para sol. nutriente)

24,9 g/L de FeS0,.7H,0
26,1 g/L de EDTA

3.6.3. Solucao nutriente (10X)

50 mmol/L KNOs3

25 mmol/L KH,PO,

40 mmol/L MgSO,

20 mmol/L Ca(NOs3),

Diluir para 1X e adicionar 1mL/L de Solugédo de Micronutrientes e 1mL/L Solucao de Fe-EDTA.
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3.6.4. Solucao de transformacao

5% Sacarose

0,03% Silwet-L77

O Silwet-L77 é um surfactante siliconado (promove uma penetragdo da solugcao contendo A.
tumefaciens); deve se manusear em cabine de fluxo laminar (vertical) e ndo entrar em contato

direto com o produto, devido a sua toxicidade.

3.7. Solucdes e meios de cultura

3.7.1. Tampao de extracao de RNA

50 mM Tris-HCI pH 9
100 mM NaCl

2% SDS

10 mM EDTA

20 mM B-mercaptoetanol

3.7.2. Tampao tris-borato-EDTA: TBE (10x concentrado)

890 mmol/L de Tris-HCI pH 8,0
890 mmol/L de acido borico
20 mmol/L de EDTA

3.7.3. Tampao de amostra para DNA (6x concentrado)

0,25% de azul de bromofenol (Massa/Volume: m/v)
0,25% de xileno cianol FF (m/v)

40% de sacarose (m/v)

3.7.4. Tampao de corrida SDS-PAGE

25 mmol/L de Tris-HCI pH 8,0
250 mmol/L de glicina
0,1% SDS (sédio dodecil sulfato) (m/v)
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3.7.5. Tampao de amostra para proteina (2x concentrado)

50 mmol/L de Tris-HCI pH 6,8
100 mmol/L DTT (Ditiotreitol)

2% SDS (m/v)

0,1% de azul de bromofenol (m/v)
10% glicerol (v/v)

3.7.6. Solucao corante — gel de poliacrilamida

2,5 g/L de comassie brilliant blue R250
Etanol absoluto: 4gua (MilliQ®) (Proporcéo 1:2 v/v)
Acido acético glacial (50 mL em 1 L)

3.7.7. Solucao descorante — gel de poliacrilamida

Etanol absoluto: agua (MilliQ®) (Proporcéo 1:2 v/v)
Acido acético glacial (50 mL em 1 L)

3.7.8. BN-PAGE Anodo

50 mmol/L Bis-Tris pH 7,0

3.7.9. BN-PAGE Catodo blue

15 mmol/L Bis-Tris pH 7,0
50 mmol/L Tricina
Coomassie-Blue G250 0,02%

3.7.10. BNG 3X

150 mmol/L Bis-Tris pH 7,0

200 mM Acido aminocapréico

3.7.11. BN-PAGE Acrilamida-Bisacrilamida mix

4809g/L de acrilamida
15¢g/L de bisacrilamida
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3.7.12. Tampao de lise

50 mmol/L de Tris-HCI pH 8,0
100 mmol/L de KCI
1 mmol/L de EDTA

3.7.13. Tampao de extracao de proteinas — A. thaliana

25 mmol/L Tris-HCI pH 7,5
150 mmol/L NaCl

3.7.14. Tampao TBS-T

20 mmol/L de Tris-HCI pH 7,6
140 mml/L de NaCl
0,03% de Tween-20

3.7.15. Tampao de transferéncia

48 mmol/L de Tris-HCI
39 mmol/L de glicina
0,037% de SDS

20% de metanol

3.7.16. Solucoes tampao — purificacao da proteina Hop

Tampéo A: Cromatografia de afinidade — lavagem/equilibrio da coluna
20 mmol/L de fosfato de sddio pH 7,4

500 mmol/L de NaCl

20 mmol/L de imidazol

Tampé&o B: Cromatografia de afinidade — eluicdo
20 mmol/L de fosfato de sédio pH 7,4

500 mmol/L de NaCl

500 mmol/L de imidazol
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Tampéo C: Cromatografia de troca idnica — didlise preparatéria, lavagem/equilibrio da coluna
25 mmol/L Tris-HCI pH 7,5

10 mmol/L NaCl

2 mmol/L EDTA

Tampé&o D: Cromatografia de troca ibnica — eluicédo
25 mmol/L Tris-HCI pH 7,5

1 mol/L NaCl

2 mmol/L EDTA.

Tampéo E: Cromatografia de Gel filtracdo e ensaios biofisicos
25 mmol/L Tris-HCI pH 7,5

200 mmol/L NaCl

2 mmol/L EDTA.

Tampéo F: Gel filtracdo analitica
25 mmol/L Tris-HCI pH 7,5

150 mmol/L NaCl

2 mmol/L EDTA.

3.7.17. Tampao de transformacao | pH 5,8 (para preparacao de células
termocompetentes)

30 mmol/L de hidréxido de sédio (KOH)
30 mmol/L de acido acético

50 mmol/L de cloreto de magnésio (MgCl,)
20 mmol/L de cloreto de rubidio (RbCl)

2 mmol/L de cloreto de célcio (CaCl,)

15% de glicerol 90% (v/v)
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3.7.18. Tampao de transformacao Il pH 7,0 (para preparacao de células

termocompetentes)

2 mmol/L de MoPs (acido 4-morfolino propano sulfénico)
2 mmol/L de RbCI

15 mmol/L de CaCl,

15% de glicerol 90% (v/v)

3.7.19. Meio de cultura Luria-Bertani pH 7,0 (LB)

10 g/L de peptona
5 g/L de extrato de levedura
10 g/L de NaCl

3.7.20. Meio de cultura LB/Agar (1,5%)

1,5 % de agarem 1 L de LB (m/v)

3.7.21. Meio de cultura SOB pH 7,0

20 g/L de peptona

5 g/L de extrato de levedura

0,5 g/L de NaCl

2,5 mmol/L de KCI (cloreto de potéssio)

3.7.22. Meio de cultura SOC pH 7,0

Meio SOB
0,01 mmol/L de MgCl,
0,02 mmol/L de glicose

30



3.7.23. Meio de cultura PSI - pH 7,6

16 g/L de peptona

10 g/L de extrato de levedura

5 g/L de NaCl

0,4 g/L KH,PO, fosfato de potassio monobasico
0,5 g/L NA.HPQO, fosfato de sodio dibasico

3.7.24. Meio Murashige & Skoog pH 5,7(MS)

Macronutrientes

1650 mg/L de NH4NO3
440 mg/L de CaCl,.2H,0
1900 mg/L de KNO;

370 mg/L de MgSQO,.7H.O
170 de mg/L de KH,PO,

Micronutrientes

6200 mg/L de H3BO;
16900 mg/L de MnSO,.H,O
8600 mg/L de ZnS0O,.7H.0
830 mg/L de KI

250 mg/L Na,MoQ4.2H,0
25 mg/L CuSO,. 5H.0O

25 mg/L CoCl,.6 H,O

Fe-EDTA
1390 mg/L de FeSO,
1862 mg/L de EDTA

Vitaminas de Gamborg.
25 mg/L de sacarose

Para A. thaliana utilizar as quantidades reduzidas pela metade (0,5x meio MS)
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3.7.25. Meio Murashige & Skoog agar (MS agar)

Meio MS com adigéo de:
8 g/L de agar
pH 5,7
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4. METODOS
4.1.Manipulacao de acidos nucleicos

4.1.1. Reacao em cadeia da DNA polimerase (PCR)

O cDNA da Hsp90 de cana-de-agucar foi amplificado a partir do clone em vetor pET28a, e a
Hop foi amplificada a partir do clone IMAGE. A reagéo foi realizada com Tag DNA Polimerase High
Fidelity (Invitrogen), e o programa utilizado para a PCR foi constituido pelas seguintes etapas: 1)
desenovelamento inicial do cDNA molde a 94°C por 5 min; 2) mantida a temperatura o
desenovelamento continua por mais 1 min; 3) mudanca da temperatura para a respectiva Tm (ver
quadro 1) para anelamento dos oligonucleotideos durante 40 s; 4) para polimerizacdo a
temperatura foi alterada para 72°C, mantida por 2 min (média de 1min/1000pb). 5) Para a
amplificacdo do cDNA os passos 2 a 4 foram repetidos por 30 vezes e foi finalizada com o
armazenamento a 4°C. A reagdo foi realizada em um termociclador (Mastercycler Personal -
Eppendorf).

4.1.2. Extracao de DNA plasmidial

A preparagao ou extragdo do DNA plasmidial de interesse foi realizada segundo o método de
lise alcalina em pequena escala como descrito em Sambrook et al. (1989). No intuito de obter
maior rendimento na extracdo de DNA plasmidial e com um grau de pureza mais elevado,
essencialmente para as PCR e para o sequenciamento de DNA, o método de lise alcalina foi
realizado com o auxilio de kit de extracdo de DNA plasmidial, QlAprep Spin Miniprep Kit (Quiagen),
de acordo com o protocolo do fabricante.

4.1.3. Eletroforese em gel de agarose

Foi empregada eletroforese em gel de agarose para analise do DNA proveniente de
preparacdes plasmidiais, reacbes de restricao e PCR. Utilizou-se o sistema BIOAHS
Electrophoresis Cell (Bio América) e gel de agarose a 1% em tampao TBE. Apds a aplicagao do
DNA no gel, este foi submetido a uma corrente elétrica de 100 V, por aproximadamente uma h. Em
seguida o gel foi incubado em tampao TBE, contendo 0,5 ug/mL de brometo de etidio, por 30 min.
Para visualizacao foi utilizado o transluminador 3UV™ Benchtop (UVP), para registro dos géis foi
utilizada camera digital Kodak™ Easy Share C763.
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4.1.4. Purificacao de fragmento de DNA de gel de agarose

A extracdo de fragmentos de DNA de gel de agarose foi empregada para purificacdo de
reacOes de restricdo, para a devida separacao do fragmento de interesse. Foi utilizado o kit
QIAquick Gel Extration Kit (Quiagen), segundo as instru¢des do fabricante.

4.1.5. Extracao de RNA

Para a extracdo do RNA total, amostras de A. thaliana com 30 dias ap6s o plantio foram
coletadas, congeladas em nitrogénio liquido e mantidas a -80°C. O RNA foi extraido,
separadamente, de duas linhagens transgénicas (H90-2.15 e H90-4.1) e do controle nao
transformado (WT), com o tecido de um pool de 5 plantas maceradas.

O tecido macerado foi transferido para um tubo cénico com 5mL de tampéao de extracao de
RNA por g de tecido, e igual volume de fenol (pH 8,0). As amostras foram homogeneizadas
durante 1 min em vortex, e em seguida foi adicionado igual volume de cloroférmio e mais uma vez
a mistura foi homogeneizada em vortex por 1 min. As amostras foram centrifugadas (4°C / 8000xg
/ 10 min), e a fase aquosa foi removida para um novo tubo. Uma nova extragéo fenol e cloroférmio
foi realizada, e novamente as amostras foram centrifugadas (4°C / 8000xg / 10 min). A fase
aquosa foi transferida para um novo tubo, com a adigdo de 2x o volume de cloroférmio, e a mistura
foi homogeneizada em vértex por 1 min. Apos centrifugacdo (4°C / 8000xg / 10 min), a fase
aquosa foi removida para um novo tubo, com a adicao de 1/10 do volume de NaOAc 3M (pH 5,2) e
3 volumes de etanol 100% (gelado). A amostra foi incubada a -80°C durante 1 h para precipitacéo
e em seguida foi centrifugada (4°C / 8000xg / 10 min). O sobrenadante foi removido, o precipitado
foi lavado com etanol 70% e novamente centrifugado por 10 min. Em seguida, o etanol foi
removido e o precipitado seco (5-10 min na bancada) foi ressuspendido em agua livre de RNAse e
quantificado em NanoDrop (Thermo).

4.1.6. Sequenciamento de RNA mensageiro

O sequenciamento de RNAm foi realizado na Facility de sequenciamento de alto desempenho
da Universidade da Carolina do Norte (High Throughtput Sequencing Facility at the Center for
Genome Sciences, University of North Carolina, Chapel Hill, North Carolina,USA). Para cada
amostra, 10 pg do RNA total foram utilizados para o preparo das bibliotecas de acordo com o
protocolo da lllumina. Foi realizado o sequenciamento de 1 amostra de cada transgénico (H90-4.1
e H90-2.15) e 1 do controle (WT). Os fragmentos sequenciados foram alinhados contra o0 genoma
de A. thaliana, com o uso do programa Exonerate, permitindo 2 mismatches (Slater & Birney,
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2005). A anotacao das sequéncias foi realizada com o programa Autofact (Koski et al, 2005), com
base nos bancos de dados NR do NCBI (non-redundant database — NCBI) e KEEG (banco de
dados de vias metabdlicas) (Kanehisa & Goto, 2000). A anotacao funcional foi realizada com o
BLAST2GO (Conesa et al, 2005). O valor de expressdao foi determinado usando o FPKM
(Fragments Per Kilobase of exon per Million fragments mapped), que foi utilizado para determinar
a razao da expressao transgénico (H90-2.15):selvagem (WT) e transgénico (H90-4.1):selvagem
(WT) (Mortazavi et al, 2008). Para comparar os valores de FPKM entre selvagem e transgénico foi
utilizado Teste-T (valor de corte p=0,01). Na comparagao entre transgénico e selvagem foram
considerados com expressao diferencial os transcritos com fold change maior que 1,0 e menor que
-1,0.

4.2.Montagem dos interatomas

Para facilitar a analise das relagbes de Hsp90 e os transcritos diferencialmente expressos
(detectados por sequenciamento de RNA), redes de interagbes foram construidas com o uso da
ferramenta String 9.0 (http://string-db.org/).

4.3.Estratégia de clonagem da Hsp90 de cana-de-acucar

4.3.1. Clonagem em vetor de transferéncia

Antes da subclonagem em no vetor de destino o produto de PCR obtido do cDNA de interesse
foi clonado em vetor de transferéncia, no intuito de facilitar a restricao com as enzimas adequadas
para a posterior subclonagem em vetor de expressao. O vetor de transferéncia utilizado foi o
pGEM-T Easy (Figura 9), um vetor linearizado adequado para a clonagem de produtos de PCR.
Este apresenta timidinas adicionadas as suas extremidades 3’, permitindo uma melhor
compatibilidade de tais extremidades com o produto de PCR gerado pela Tag DNA polimerase, ja
que esta enzima adiciona desoxiriboadenosina ao terminal 3’ dos fragmentos amplificados na
PCR. Adicionalmente, a presenca das timidinas aprimora a eficiéncia de ligacdo dos produtos de
PCR, pois previne a recircularizacdo do vetor. O pGEM-T Easy também apresenta sitios para
enzimas de restricdo convenientemente presentes na sequéncia codificante da enzima [3-
galactosidase, o que possibilita a identificacdo dos clones recombinantes através da diferente
coloracdo das colbnias na presenca e auséncia desta enzima e de compostos anélogos a

galactose (www.promega.com).
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Figura 9: Mapa do vetor pGEM-T Easy. Extraido de pGEM-T and pGEM-T Easy Vector Systems —
Technical Manual. O vetor contem gene de resisténcia a ampicilina (Amp), sequéncia codificante da proteina
B-galactosidase (contida no operon lacZ), com mudltiplos sitios de clonagem. Os insertos podem ser
sequenciados pelos oligonucleotideos T7 e Sp6.

4.3.2. Insercao do promotor constitutivo e sinal de poliadenilacao

Em eucariotos, cada gene possui seu proprio promotor bem como elementos regulatérios
proximais. A regulacdo da expressao génica por fatores de transcrigdo € dita combinatorial, uma
vez que requer a coordenada expressao e interacdo de multiplas proteinas (em procariotos,
usualmente uma Unica proteina é requerida) (Nelson & Cox, 2008; Phillips, 2008). Quando a
transcricdo € finalizada, inicia-se o processamento do RNA com a remocdo de introns e
poliadenilagdo. A poliadenilagdo é um importante passo para garantir a estabilidade do RNAm
além do exporte nuclear e tradugao.

Desta forma, para a expressdo de uma dada proteina em sistema eucarittico, se faz
necessario a insergdo de uma regido promotora bem como uma sequéncia sinal de poliadenilagao.
O vetor pRT100 possui a sequéncia do promotor 35S e sinal de poliadenilacdo provenientes do
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virus do mosaico da couve flor (CaMV 35S e CaMV poliA), com mudltiplos sitios de clonagem
localizados entre estas regides, e sequéncia iniciadora ATG incorporada a sequéncia consenso
para étima iniciagdo da transcricao (ligacao do ribossomo) em eucariotos (figura 10). O 35S é um
promotor constitutivo, amplamente utilizado em engenharia genética. Confere expressao
constitutiva de genes heter6logos na maioria dos vegetais, com altos niveis de expressdo em
dicotileddéneas (Benfey & Chua, 1990).

A estratégia baseou-se na subclonagem em vetor pRT100 para insercdo da sequéncia
promotora e poliA, seguida da remocao desta construgdo com as enzimas adequadas, para
posterior inser¢ao no vetor binario pPCAMBIA2300 (figura 11).

Figura 10: Mapa do vetor pRT100. Extraido de Topfer et al, 1987. O vetor contém gene de resisténcia a
ampicilina (Amp), origem de replicagdo em bactérias (ori), sequéncia promotora 35S (35S promoter) e sinal
de poliadenilacao (poly-A signal), com multiplos sitios de clonagem entre estas regides e flanqueando as
mesmas.
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4.3.3. Subclonagem em vetor de expressao — sistema binario

A descoberta de que os genes de viruléncia e a regido do T-DNA nao necessitam residir no
mesmo plasmideo levou a construgcao de um sistema binario de transformacéao de plantas no qual
o T-DNA e a regiao vir estdo em plasmideos separados:

- vetor com ampla gama de hospedeiros — possui origem de replicacao (ori) que permite a
manutencdo numa ampla gama de bactérias incluindo E. coli e Agrobacterium. Geralmente
contém: bordas direita e esquerda do T-DNA com mudltiplos sitios de clonagem e marcas de
selecao para E. coli, Agrobacterium e plantas. O plasmideo é dito “desarmado” uma vez que os
genes de viruléncia foram removidos.

- vetor Ti auxiliar — vetor abrigado em A. tumefaciens, com regido contendo os genes vir
intacta, porém sem a regiao do T-DNA.

Com esta abordagem os plasmideos contendo o T-DNA podem ser manipulados
geneticamente (tendo E. coli como bactéria hospedeira) com maior facilidade em fungdo do
tamanho reduzido. A transferéncia deste plasmideo a uma linhagem de A. tumefaciens que abriga
o plasmideo com os genes vir permite a eficiente introdu¢cao do T-DNA manipulado em uma célula
vegetal (Hoekema et al, 1983).
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Figura 11: Mapa do vetor pCAMBIA2300. Extraido de <http://www.cambia.org>. O vetor contém origem de
replicacdo em bactérias (pBR322 ori), regido de replicacdo pVS1 (pVS1-REP) e estabilidade pVS1 (pVSt
Sta) para replicagdo em Agrobacterium. As bordas esquerda (T-Border(L)) e direita (T-Border(R))
compreendem a porcdo de DNA que serd transferida e integrada no genoma da planta. Também possui
gene de resisténcia a canamicina em bactérias (kanamycin (R)) e plantas (NPTII), sendo o dltimo controlado

por CAMV35S. No lacZ possui mdltiplos sitios de clonagem.

4.4.Estratégia de clonagem da Hop D456G

A estratégia de clonagem da Hop D456G foi iniciada com a amplificacdo do clone IMAGE via
PCR com os oligonucleotideos HOP_F e HOP_R. Em seguida o produto de PCR foi ligado ao
vetor pGEM T Easy, e ap6s a selecao dos clones positivos, o fragmento correspondente a
sequencia da proteina foi removido através de restricao e ligado no vetor pET28a, originando o
vetor pET28a-HopD456G.

A expressao do cDNA clonado no sistema de expressao pET ocorre apenas na presenga da
RNA polimerase do virus T7, devido a especificidade do promotor (Studier et al, 1990). As cepas

de E. coli BL21(DE3) possuem, integrado ao seu genoma, o préfago do bacteriéfago T7, nas quais
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o promotor lacUV5 controla a expressao da T7 RNA polimerase (Figura 12). A repressao do
promotor lacUV5 é mantida na presenca de glicose e na auséncia de seu indutor natural, a 1,6-
aldolactose, um derivado da galactose (Studier et al, 1990). O produto do gene lac | atua como
repressor quando ligado ao operador O (presente no préfago T7), sendo capaz de impedir a
expressao da T7 RNA polimerase, ndao ocorrendo a transcricdo do cDNA de interesse. Porém, na
presenca de IPTG (isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo), um andlogo do indutor natural (1,6-
aldolactose), o repressor € desligado do operador liberando a expressao da T7 RNA polimerase do
bacteriéfago T7, que por conseguinte, ira atuar na transcricdo do gene de interesse (Sambrook et
al, 1989).

41



Indugéo por IPTG

Indugdo por IPN

T7 RNA
polimerase

T7 RNA polimerase

_

Gene

- alvo

ok

Repressor
lac

Gene lac 1

N

Genoma de E. coli

0

o° <1

INATIVO ¢

b

lac e /

Repressor
lac

Gene'lac 1
Lisozima T7

pLysS
ouE

Gene lisozima T7

Célula hospedeira

Pvu 1(4426)
Sqf 1(4426)

Sma 1(4300)

Cla l(4117) .|
Nru I(4083)j

Eco57 1(3772)

AlwN 1(3640)

BssS 1(3397)

BspLU11 13224)
Sap 1(3108)

Bst1107 1(2995)

Tth111 1(2969)

Figura 12: Sistema pET de expressao.

Dra IlI(5127)

Xho 1{158)
Not 1(166)
Eag I(166)
Hind 111{173)
Sal I(179)
Sac 1(190)
EcoR 1(192)
BamH 1(198)
Nhe 1(231)
Nde 1(238)
Nco 1(296)
— Xba 1(335)
Bgl 11(401)
— SgrA 1(442)

|Bpu1102 1(80)

Miu 1(1123)
Bel 1(1137)

\| “,BstE 11(1304)
ET-28a(+ NApa I(1334
P (5369bp)( ) [ Apa i3

(zgg1-g11) V&

PshA (1968)
Bal 1(2187)

Fsp 1(2205)
Psp5 11(2230)

Extraido e modificado do catdlgo da Novagen

(www.novagen.com/vector). A) Esquema da maquinaria de expressdo. B) Mapa do vetor. O vetor contém

gene de resisténcia a canamicina (Kan), origem de replicagdo em bactérias (ori), sequéncia que codifica

proteina repressora do lacUVA5.

42



4.5. Preparo de células competentes (E. coli)

4.5.1. Termocompetentes

Para a preparacao de bactérias termocompetentes, foi preparado um pré-inéculo em meio
PSI, na presenca do antibiético necessario de acordo com a cepa, o meio foi inoculado com uma
colénia de bactérias retirada de meio solido. Esse pré-inéculo ap6s incubagao de 16 horas (37°C /
200 rpm) foi diluido 10x em meio PSI e incubado em estufa com agitacao (37°C / 200 rpm). Foram
retiradas amostras desse ind6culo para medicdo da absortividade em 600 nm (Agp) para
monitoramento do crescimento bacteriano, e, ao detectar o valor de Agy entre 0,5 e 0,7 o indculo
foi retirado da incubadora e levado ao gelo. Em seguida, foi centrifugado a 3000xg, 4°C por 10
min, e o sobrenadante foi descartado. Ao precipitado foram adicionados 25 mL de tampao de
transformacédo | estéril, apos repouso de 15 min no gelo foi levado a centrifugacdo novamente
(3000xg, 4°C por 10 min). O precipitado obtido foi ressuspendido em 8 mL tampao de
transformacao Il estéril, fracionado em amostras de 150 uL, e armazenados a -80°C.

4.5.2. Eletrocompetentes

Para o preparo de bactérias eletrocompetentes, foi preparado um pré-inéculo em meio LB ou
SOB, na presenca do antibiético necessario de acordo com a cepa, o meio foi inoculado com uma
colbnia de bactérias retirada de meio sélido. Esse pré-indculo apds incubagdo de 16 horas (37°C
em 200 rpm) foi diluido 100x em meio LB ou SOB e incubado em estufa com agitagdo (37°C em
200 rpm) por cerca de 4 h. Foram retiradas amostras desse in6culo para medidas de absortividade
em 600 nm (Aspo) para monitoramento do crescimento bacteriano, e ao detectar o valor de Agypo
entre 0,5 e 0,8 o in6culo foi retirado da incubadora e levado ao gelo. Em seguida, foi centrifugado a
3000xg, 4°C por 10 min, e o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi lavado com 250 mL de
agua estéril (gelada) e centrifugado (3000xg/4°C/10 min), e este procedimento foi repetido mais
uma vez. Em seguida o sobrenadante foi descartado, e o precipitado contendo as células foi
ressuspendido em solucdo de glicerol 15% estéril (gelada) e centrifugado novamente. O
sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas com o que restou da solucdo

descartada. Em seguida foram separadas em amostras de 40 pL e armazenadas a -80 °C.
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4.6.Transformacao de células competentes (E. coli) e selecao dos

transformantes

4.6.1. Choque térmico

Para a transformagcdo das bactérias competentes por choque térmico o plasmideo de
interesse foi adicionado a um tubo contendo 150 pL de solugcdo contendo as bactérias
competentes da cepa selecionada, e foi levado a incubagédo no gelo por 30 min. Em seguida, o
tubo com o plasmideo e as bactérias foi levado ao aquecimento, em um banho térmico (42°C) por
1 min e 30 s e entdo novamente colocado no gelo. Apds o choque térmico, foi adicionado 1 mL de
meio SOC ao tubo, e levado a incubadora com agitagao (37°C, 200 rpm) por 1 h. Decorrido esse
tempo, foi levado a centrifugacao (4000xg) por 3 min, o precipitado obtido foi ressuspendido em
pequeno volume de meio SOC e espalhado em uma placa de petri contendo meio LB sélido na
presenca do antibiético adequado.

Para transformacéao de ligagdes contendo produto de PCR e vetor de transferéncia pGEM-T
Easy (Promega), foram utilizadas placas contendo meio sélido na presenga de 0,5 mM de IPTG,
80 pg/mL de X-gal (5-bromo-4-cloro-indolil-beta-galactopiranosideo) e 100 ug/mL de ampicilina.
Nesse caso, a selecdo dos clones foi feita através da coloracdo diferenciada das col6nias
crescidas na placa, branca e azul, esta ultima devida a clivagem do X-gal pela enzima (-
galactosidase. Esta enzima nao é expressa no caso da ligacdo de um inserto no vetor, pois isso
ocorre no meio do gene que codifica a B-galactosidase, assim as coldnias brancas sao positivas
para a ligacao do inserto de interesse no vetor (Sambrook, 1989), o antibiético foi utilizado para
selegdo das células que contém o plasmideo. A selegao dos clones transformantes foi feita através
de PCR de col6nia e analise de restricdo com as enzimas utilizadas para a subclonagem em vetor

de expressao.

4.6.2. Eletroporacao

Para transformacgéo das bactérias eletrocompetentes, o plasmideo de interesse foi colocado
em um tubo com 40 pL de solugcdo contendo as bactérias competentes da cepa selecionada, e foi
levado a incubacao no gelo por 2 min. Em seguida, o contetudo do tubo foi transferido para uma
cubeta de eletroporacao (gelada) e a esta foi aplicado um pulso de 1,5 kV/cm por 5 min e
imediatamente depois foi adicionado meio SOC ou LB, e este conteudo foi transferido novamente
para o tubo. Em seguida o tubo foi levado a incubadora com agitacao (37°C, 200 rpm) por 1 h.
Decorrido esse tempo, foi levado a centrifugacao (4.000xg) por 3 min, o precipitado obtido foi

ressuspendido em pequeno volume de meio SOC e espalhado em uma placa de petri contendo
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meio LB sélido na presenca do antibidtico adequado. A selecédo de transformantes em pGEM-T
Easy foi feita de maneira semelhante a transformacao por choque térmico.

4.7. Preparo de células termocompetentes (A. tumefaciens)

Para o preparo de células de A. tumefaciens termocompetentes, foi preparado um pré-inéculo
em meio LB, na presenga do antibiético gentamicina (a 25ug/mL) para a cepa GV3101, o meio foi
inoculado com uma col6nia de bactérias retirada de meio sélido. Esse pré-inéculo apés incubagao
de 16 h (28°C em 150 rpm) foi diluido 25x em meio LB e incubado em estufa com agitagao (28°C
em 150 rpm) por cerca de 16 horas. A absortividade em 600 nm (Agg) foi monitorada até a cultura
atingir a Ago entre 0,5 e 1,0, em seguida o indculo foi retirado da incubadora e levado ao banho de
gelo por 15 min. Em seguida, a cultura foi centrifugada a 3000xg, 4°C por 15 min, e o
sobrenadante descartado. O precipitado foi ressuspendido em solugdo de CaCl, 20 mM e glicerol
15% estéril (gelada). A suspenséao de células foi separada em aliquotas de 100 pL e armazenadas
a -80 °C.

4.8.Transformacao de células termocompetentes (A. tumefaciens) e selecao dos

transformantes

Para a transformagdo de A. tumefaciens cepa GV0131, o plasmideo de interesse foi
adicionado a um tubo contendo 100 pL de suspensao de bactérias competentes, e foi levado a
incubag&o no gelo por 30 min. Em seguida, as células foram incubadas em nitrogénio liquido até
total solidificacao e imediatamente transferidas para incubacao a 37 °C por 5 min. Decorrido este
tempo, foi adicionado 1 mL meio LB e este material foi incubado por 2 horas a 28 °C. Apéds o
crescimento, cerca de 500 pL da suspensao de células foi plaqueado em LB agar contendo o
antibiético apropriado para a selegéo do vetor.

4.9. Eletroforese de proteinas em gel de poliacrilamida

A técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS (SDS-PAGE) é usada
para a separacao de moléculas, através da migragdo das mesmas pelo gel pela aplicacdo de uma
diferenca de potencial. A presengca do detergente dodecil sulfato de sdédio (SDS) causa
desnaturagédo da proteina além de atribuir a esta cargas negativas, proporcionando a separagao
das moléculas segundo a relacdo massa/carga (Voet et al, 2000). O gel foi preparado de acordo
com Sambrook et al (1989). As amostras de proteina foram diluidas em tampao de amostra para
eletroforese, e foram submetidas a eletroforese, juntamente com um padrédo de massa molecular
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(Low e High Range - Bio-Rad). A eletroforese foi conduzida em gel com 12% de acrilamida,
voltagem constante de 200 V por cerca de 40 min. O gel foi imerso em solugdo corante e
descorado em solucao descorante.

A técnica de eletroforese BN-PAGE (Blue Native Polyacrylamide Gel) pode ser aplicada ao
estudo das espécies oligoméricas, uma vez que a migracdo das proteinas ocorre em funcao da
carga conferida pelo corante Coomassie-Blue G250. O gradiente de poliacrilamida gel (5,5-16%)
funciona como uma peneira molecular que retém os complexos de acordo com o tamanho do poro,
fazendo com que haja um ‘ponto final’ de migragéo. O gel foi preparado de acordo com Schagger
et al (1994) e Schagger e von Jagow (1987). As amostras foram aplicadas diretamente nas
canaletas, sem o uso de tampao de amostra, e a eletroforese foi conduzida a 4 °C, com a
aplicacdo de 80V até a fronteira de migragao atingir o gel de separagdo. Em seguida, a voltagem
foi aumentada para 200V e o tampéao ‘catodo blue’ foi trocado por um tampao catodo sem corante,
e a eletroforese foi terminada quando a fronteira de migragéo atingiu o limite inferior do gel.

4.10. Expressao de proteinas

Bactérias da linhagem de expressao BL21(DE3) previamente transformadas com o plasmideo
pET28a-HopD456G foram cultivadas sob agitacdo constante de 200 rpm, a 37 °C, em meio de
cultura LB com 30 pg/mL de canamicina. A absorgdo a 600 nm foi monitorada até Aggp= 0,8. Em
seguida, foi adicionado IPTG (Isopropiltiol-B-D-galactosideo) na concentragado final de 500 uM,
para induzir a expressao da proteina de interesse (Sambrook et al, 1989), seguida da incubacao
por 4 horas.

Depois de induzida, a cultura foi centrifugada a 4000xg por 15 min, a 4°C, e o sedimento
bacteriano armazenado a —20°C, para posterior lise e purificagdo das proteinas.

4.11. Purificacao de proteinas

4.11.1. Lise

Ao sedimento bacteriano contendo proteinas recombinantes foi adicionado: tampao de lise (10
mL por litro de cultura), 100 yM de PMSF e 6 ug de lisozima. Apds 1 hora de incubagdo em gelo, o
conteudo foi levado ao sonicador (Sonifier 450 - Branson), que pela aplicacdo do ultrasom
promove o rompimento das células. Para a lise do sedimento da indu¢cdo da Hop D456G foram
utilizados 10 pulsos de 20 s com 10 min. de intervalo. Posteriormente, o lisado foi centrifugado a
12000xg por 20 min., a 4°C, o sobrenadante separado e entdo centrifugado novamente por mais

15 min.
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4.11.2. Cromatografia de afinidade

O vetor pET28a possui uma seqiiéncia anterior a regido dos sitios multiplos de clonagem, que
codifica uma série de 6 histidinas. Esta cauda de poli-histidina tem como fungao facilitar o
processo de purificacdo da proteina através da cromatografia de afinidade. Para isso, é utilizada
uma resina contendo um ion metalico imobilizado, no caso o niquel. Os anéis imidazdlicos das
histidinas s&o capazes de interagir com o niquel, ficando retidas na coluna. A elui¢do foi feita com
gradiente de imidazol, que compete com as histidinas pela interagdo com o niquel (Porath, 1975;
Zhao et al, 1991).

Para purificacao, foi utilizada a coluna de afinidade HiTrap Chelating 5 ml (GE), previamente
carregada com niquel. A coluna de afinidade, assim como as demais colunas, foi acoplada ao
sistema de cromatografia liquida por pressdo (FPLC) AKTA FPLC (GE), e foi utilizado o fluxo de
2,5 mL/min. Primeiramente, a coluna foi equilibrada com Tampao A. Em seguida, a amostra foi
injetada e a coluna foi lavada com cerca de 7 VC (Volumes de Coluna) do mesmo tampao, para
eluicdo de possiveis contaminantes, que interagem fracamente com a resina. Em seguida, foi
aplicado inicialmente 5 VC de 15% de Tampao B, e posteriormente, um gradiente linear de 15-
100% (20 VC) de Tampao B.

4.11.3. Cromatografia de troca idnica

Este método cromatografico promove a separacdo de proteinas de acordo com as cargas
apresentadas em um dado pH, sendo este valor acima ou abaixo do pl (Nelson & Cox, 2008). A
coluna utilizada foi a DEAE 26/20 45 mL (GE), trocadora de anions. Desta forma, Hop D456G em
pH 7,5, interage com as cargas positivas da coluna. Ap6s 10 VC de Tampao C, foi aplicado um
gradiente linear de Tampao D (20 VC) para a eluicdo da proteina. Uma dialise preparatéria em 4 L
de Tampao C foi realizada para a diluicdo do sal, proveniente do tampao da cromatografia de
afinidade.

4.11.4. Cromatografia de gel filtracao

Nesta técnica as moléculas sdo separadas de acordo com as suas dimensdes (volume
hidrodindmico), pois a fase estacionaria (matriz) possui poros que regulam o fluxo destas ao longo
da coluna (Voet et al, 2000; Bollag et al, 1996; Uversky, 1993). A etapa final da purificagédo da Hop
D456G foi feita por cromatografia de exclusdo molecular (gel filtragédo), utilizando a coluna HiLoad
Superdex™ 200 pg 26/60 (GE). A coluna foi previamente equilibrada com 320 mL de Tampéao E e
apés a injecao da amostra a eluigcao foi feita com volume de tampao correspondente a 1 VC.
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4.12. Ensaios espectroscopicos

4.12.1. Medida da concentracao

A concentracdo da Hop D456G foi determinada espectroscopicamente segundo Pace, et al
1967, e segundo Edelhoch, 1967.

O valor de absor¢ao obtido (apds subtracdo da absorcdao do tampao) foi inserido na equacao
de Beer-Lambert, para o calculo da concentragao:

A=C"l-¢& (Equacdo I)

Sendo, A a absorbancia, / o0 comprimento do caminho 6ptico (cm), € a absortividade molar, e C
€ a concentragcdo em mol/L. As leituras foram realizadas em espectrofotémetro UV/VIS (Jasco),
com cubeta de quartzo de 1,0 cm de caminho éptico.

4.12.2. Dicroismo circular

A técnica de dicroismo circular (CD) foi utilizada para verificar e estimar a quantidade de
estrutura secundaria da Hop D456G, através da andlise de sinais caracteristicos nos espectros,
assim como para detectar e avaliar modificagdes conformacionais causadas pela variagdo da
temperatura. Esta técnica se baseia na diferenca de absorcao de luz circularmente polarizada a
esquerda e a direita pelas moléculas quirais (Correa & Ramos, 2009).

Os experimentos de CD foram realizados em espectropolarimetro (Jasco), acoplado a um
sistema de controle de temperatura (sistema Peltier). Foi utilizada concentragao protéica 2,5 uM
em Tampao E, cubeta de quartzo com 0,1 cm de caminho 6ptico e o espectro da proteina foi
medido de 200 a 260 nm. Os valores obtidos na leitura de CD (mdeg) foram convertidos para

elipsidade molar residual ([6]):
[0]=6/(1-C-n)-10  (Equagao 2)

Sendo, 6 a elipsidade em miligraus (mdeg), C a concentragao da proteina (mol/L), /0 caminho
Optico (cm) e n o niumero de aminoacidos contidos na proteina.

Os ensaios de desnaturacao térmica (222 nm) foram realizados em cubeta de 0,1 cm, na
concentragao 2,5 uyM (Tampao E), com velocidade de aquecimento de 1°C por min. Foram
medidas as curvas de desenovelamento e reenovelamento térmico de 20 a 80°C para as duas
proteinas, e adicionalmente de 20-60°C.
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4.12.3. Fluorescéncia do triptofano

A medida da fluorescéncia de emissao do triptofano foi empregada para acessar informacoes
acerca do ambiente no qual este residuo esta localizado, em funcao deste apresentar diferentes
caracteristicas de fluorescéncia segundo o grau de exposicdo ao meio hidrofilico ou hidrofébico
(Lakowicz, 1983). A Hop D456G possui um unico triptofano, desta forma a excitagéao foi feita em
295nm, na concentragao de 3 pg/mL (Tampéo E), em fluorimetro K2™ [SS (Multifrequency Cross-
Correlation Phase and Modulation Fluorometer) e cubeta de quartzo de 1 x 1 cm de caminho
optico.

4.13. Ensaios hidrodinamicos

4.13.1. Espalhamento dinamico de luz (DLS)

A técnica de DLS foi aplicada para a obtengédo de parametros hidrodinamicos da Hop D456G,
que sdo importantes na investigacdo de algumas propriedades, como tamanho e forma de
moléculas em solucao, e na obtencao de dados acerca da homogeneidade do sistema (presenca
de agregados, oligbmeros). Estas informacdes estdo relacionadas ao coeficiente de difusao (D),
que por sua vez esta ligado ao movimento Browniano das moléculas em solucao (Santos &
Castanho, 1996). As medidas foram realizadas em equipamento DynaPro-MS800 (Protein
Solutions). As amostras de proteina foram centrifugadas por 12000 rpm por 20 min, a 20°C. Os
coeficientes de difusdo foram medidos nas concentragbes de 0,5, 0,8, 1,0, 1,6 e 1,9 mg/mL
(Tampéo E), a 20°C, pelo monitoramento do espalhamento de luz. Para a analise dos resultados
obtidos experimentalmente, os valores tedricos do coeficiente de difusdo (D) e do raio de Stokes
(Rs) foram calculados, através das equagdes 3 e 4. Assim pode-se ter 0 conhecimento acerca da
irregularidade desta particula (Tiroli & Ramos, 2007).

1
My, Y o (KT ~
Rs = (4”]\[)7} (Equagdo 3) [67”7 Rs (Equagdo 4)

Sendo, V., 0 volume parcial especifico (0,7283 cm3/g), N o numero de Avogadro, K, a
constante de Boltzmann (J/K), M a massa molecular (Da), T a temperatura (298 K) e n a
viscosidade do tampao (0,001029 Pa.s).
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4.13.2. Gel filtracao analitica

A gel filtracdo analitica foi utilizada para obtencdo do raio de Stokes (Rs), ou raio
hidrodindmico da Hop D456G, através da comparagdo com padrdes protéicos de parametros
conhecidos. Para este experimento, utilizou-se a coluna Superdex™ 200 3/30 GL (GE), Tampéao F
e fluxo de 2,5 mL/min. O volume de amostra e solu¢do de padrdes foi fixado em 100 uL. Os dados
foram analisados aplicando-se a equacéo 5.

k =V.7V
av V_ -V, (Equagdo 5)

Sendo K, o coeficiente de distribuicao gel-fase, V, o volume de elui¢gdo do pico, V, o ‘volume

de vazio’ e V. 0 volume da coluna.

4.13.3. Ultracentrifigacao analitica

Através desta técnica é possivel determinar a massa molecular de uma macromolécula, assim
como obter informagdes sobre a homogeneidade do sistema em relagdo a sua massa (presenga
de oligbmeros) (Borges & Ramos, 2011). Baseia-se em principios bem fundamentados da fisica de
movimentos, e através do monitoramento da molécula no campo de ultracentrifugagéo € possivel
determinar caracteristicas hidrodindmicas e termodindmicas sem a interagdo com quaisquer
matrizes ou superficies (Lebowitz et al, 2002). O experimento de sedimentacdo em equilibrio foi
realizado em um equipamento Beckman Optma XL-A analytical ultracentrifuge (Beckman Coulter),
em temperatura constante de 20°C, velocidades de 4000, 5000, 9000 e 10000 rpm, concentracdes
de 800, 1000 e 1200 ug/mL da proteina Hop D456G e absorbancia monitorada a 279 nm. Os

dados foram analisados com o programa Origin, método ‘Self-Association’.

4.14. Ensaios com A. thaliana

4.14.1. Cultivo

Plantas de A. thaliana foram mantidas em uma casa de vegetacdo (LGE — IB/UNICAMP)
com temperatura controlada (21-24 °C). O cultivo de plantas para transformagéao foi conduzido sem
fotoperiodo (luz constante), com uma intensidade luminosa de 40 pmol/m?s.

O plantio foi realizado em substrato e argila expandida (vermiculita) na proporgao de 1:1,
com a inoculacao de cerca de 6 sementes por vaso. Antes do plantio conduziu-se o preparo das

sementes, embebendo-as em agua deionizada por 15 min. Em seguida adicionou-se 0,3% de
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hipoclorito de s6dio, com incubagdo durante 8 min. Decorrido este tempo, realizou-se lavagens
sucessivas (cerca de 10 vezes) com agua deionizada e com o auxilio de uma micropipeta de 1000
uL as sementes foram distribuidas nos vasos previamente regados com solucao nutritiva. A
solucao nutritiva foi utilizada para regar as plantas, na frequéncia de 3 vezes por semana, até
antes da transformagéo. Apés borrifar a solugédo de transformacao pela primeira vez, a rega seguiu

com a mesma frequéncia, porém com agua destilada.

4.14.2. Transformacao in planta

A Agrobacterium tumefaciens é rotineiramente utilizada para transformacao de plantas, pela
sua habilidade de transferir horizontalmente genes para vegetais. Esta bactéria causa o que é
conhecido como doengca da galha, na qual uma planta infectada produz -crescimentos
descontrolados (tumores), normalmente na base do caule da planta. A chave para a produgao de
tumor é um DNA plasmidial (plasmidio Ti, - indutor de tumor). Quando a bactéria infecta uma
célula vegetal, uma parte do plasmideo Ti, a regido do T-DNA (transferéncia de DNA -
compreendida entre as bordas T direita e esquerda), € transferida e inserida aleatoriamente no
genoma da planta hospedeira (figura 13). Os genes de viruléncia e que catalisam a transferéncia
do T-DNA residem em uma regido do plasmideo Ti separada da regiao do T-DNA (Girifftihs et al,
2006).
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Figura 13: Mecanismo de infeccao de A. tumefaciens. A) Infeccdo por plasmideos Ti. No processo
causador do tumor de galha, a bactéria A. tumefaciens insere uma parte de seu plasmideo Ti, uma regiao
chamada de T-DNA, no cromossomo da planta hospedeira. B) O fragmento inserido no genoma é

transmitido com heranga mendeliana. Adaptado de Girifftihs et al, 2006.

O T-DNA codifica proteinas como enzimas (que contribuem para a produgcdo do tumor) e
proteinas que dirigem a sintese de compostos chamados opinas (importantes substratos para o
crescimento bacteriano). Tais proteinas executam varias funcdes que contribuem para a habilidade
da bactéria em crescer e se dividir dentro da célula vegetal. O comportamento natural deste
plasmideo o tornou bastante adequado para engenharia genética de plantas. Tipicamente, uma
Unica cépia da regido T-DNA se insere em um local aleatério no genoma da planta, onde ele
segrega na meiose, como um alelo mendeliano comum (Grifftihs et al, 2006) (figura 13).

A metodologia de transformacgao in planta descrita por Bechtold et al (1993) e modificada
(Clough & Bent, 1998), apresenta uma grande vantagem sobre os métodos de transformacao
tradicionais, pelo fato de ndo requerer a regeneracao de transformantes a partir de cultura de
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tecidos. Nesta metodologia, uma solucéo contendo A. tumefaciens carregando o vetor de interesse
€ borrifada sobre plantas em estagios iniciais do florescimento.

As plantas de A. thaliana foram cultivadas até o inicio do florescimento (cerca de 30 dias
apbés o plantio), para entdo a transformacdo ser conduzida. O preparo da suspensao de A.
tumefaciens (previamente transformada com o gene de interesse) iniciou-se com uma pré-cultura
em LB liquido com os antibi6ticos adequados por 16 horas (28 °C / 150 rpm), a partir de cultura em
placa ou glicerol. Em seguida, a pré-cultura foi inoculada novamente em meio LB (fator de diluicao
100x) com os respectivos antibiéticos, até a Agy entre 0,8 e 1,0 ser atingida (28 °C / 150 rpm). O
inéculo foi entdo retirado da incubadora e centrifugado a 3000 rpm, 4°C por 40 min, o
sobrenadante foi descartado. O precipitado foi ressuspendido em solugao de transformagéo, com
1/3 do volume inicial da cultura, e Silwet L-77 foi adicionado imediatamente antes de borrifar a
suspensao de agrobactéria. Este procedimento foi repetido por duas semanas.

Para verificagdo da existéncia de um locus para o transgene, realizou-se o teste estatistico
qui-quadrado (equacgao 6).

X2 = ZM (Equagao 6)
e

Sendo, o os valores observados, e e os valores esperados.

4.14.3. Extracao de proteinas e Western blot

O tecido vegetal de A. thaliana foi macerado em nitrogénio liquido até a obtencdo de um pé.
Em seguida o tecido macerado foi misturado ao tampao de extracdo de proteinas (volume de
tecido = volume de tampao) com a adicdo de PMSF na concentracéao final de 1 mM e 5u de
DNAse. O material foi incubado em gelo por 15 min e centrifugado a 3000xg / 4°C durante 30 min.
O sobrenadante contendo proteinas soluveis foi reservado, e uma nova extragao foi realizada com
o mesmo tecido vegetal (precipitado). O sobrenadante da primeira e da segunda extracao foram
misturados, filtrados em 0,45um e armazenados a -20 °C.

A técnica de Western Blot permite a deteccao de determinada proteina através do uso de
anticorpos especificos (Nelson & Cox, 2008). Os experimentos de Western Blot foram realizados a
partir de SDS-PAGE 12%. As proteinas separadas pelo gel foram transferidas para membrana de
nitrocelulose (Whatman), através do sistema de transferéncia ‘molhado’ (BioRad), em tampéao de
transferéncia a 350 mA por 1 hora. Em seguida a membrana foi incubada em TBS-T com BSA 2%
durante 1 hora, sob agitacdo branda a temperatura ambiente. Apds o bloqueio a membrana foi
lavada 3 vezes com TBS-T (15 minutos cada sob agitagdo branda) e incubada com o anticorpo
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primario (anti-Hsp90-3 coelho; dil. 1:500) em solugdo de bloqueio durante 1 hora a temperatura
ambiente sob agitacao branda. A membrana foi lavadas 3 vezes e incubada com o anticorpo
secundario (Fosfatase alcalina, anti-coelho; dil. 1:1000) durante 1 hora, e entdo lavada por mais 3
vezes. A deteccao foi realizada com substrato cromogénico AP Conjugate Substrate kit (Bio-Rad).

4.14.4. Plantio em meio MS

O plantio em meio MS foi iniciado com a esterilizagao das sementes. Em microtubos estéreis
contendo as sementes a serem esterilizadas, foi adicionado etanol 70%, deixando-o agir por 5 min.
As sementes foram decantadas (gravidade), o etanol descartado para a adigdo de 1mL de
hipoclorito de sédio 40%, com incubacao por 40 min. As sementes foram novamente decantadas e
o hipoclorito de sodio foi descartado. As semente foram lavadas por 4 vezes com agua ultra pura
(MilliQ) estéril e distribuidas em placas com meio MS agar. O material foi incubado por 2-3 dias em
geladeira e apés o periodo de estratificacao (incubacao em geladeira) as placas foram transferidas
para a casa de vegetacéo.

4.14.5. Ensaios de germinacao e comprimento de raizes

Os ensaios de germinacdo foram realizados através do monitoramento de amostras de
sementes plantadas em MS &gar. As placas foram monitoradas e fotografadas (camera Kodak
Easy Share C763) todos os dias, até 5 dias apds a incubacao a 21-23°C/luz constante.

As medidas do comprimento das raizes foram realizadas também através do plantio em MS
agar. As sementes foram distribuidas no meio de cultura lado a lado e, apés o periodo de
estratificacdo, as placas foram incubadas a 90° (posicao vertical) a 21-23°C/luz constante, para
permitir que as raizes cresgam paralelamente a superficie do meio de cultura. Apds 7 dias de

incubagéo, as raizes foram mensuradas e fotografadas.

4.14.6. Ensaios de estresse

Todos os ensaios foram adaptados e realizados com base em referéncias da literatura
(Queitsch et al, 2000; Jiang et al, 2009; Song et al, 2009). A avaliacdo da tolerancia e resisténcia a
alta temperatura foi realizada com plantas germinadas em meio MS agar com 4 dias de incubacao
21-23°C/luz constante. A aplicacao de alta temperatura, 45°C por 1 hora, foi realizada em estufa
(Thermo) e em seguida as plantas foram retornadas para as condic¢des iniciais. A recuperagao do
estresse térmico foi observada 5, 10 e 18 dias depois do choque térmico. A tolerancia a baixa
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temperatura foi verificada através de plantio em meio MS liquido e incubacdo a 4 °C (geladeira,
sem luz). A germinagao destas amostras foi monitorada durante 9 dias.

Os ensaios de estresse osmotico foram realizados em meio MS agar com manitol 150 mM,
nas quais foram avaliados os parametros de germinacao e comprimento de raizes. A tolerancia a
estresse salino foi avaliada em plantas germinadas em meio MS agar com NaCl 50 mM e 100 mM.

A germinagao e o comprimento das raizes foram monitorados durante 7 dias.
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5. RESULTADOS

5.1.Parte A - Caracterizacao Funcional de uma A. thaliana transgénica

Nesta secao apresentamos os dados da classificacdo de uma EST correspondente a Hsp90 de

cana-de-acgucar e o inicio de sua caracterizagao funcional através de transgenia em A. thaliana.

5.1.1. Classificacao da Hsp90-3 da cana

A fim de se obter dados de identidade entre os ortélogos, a sequéncia da Hsp90 de cana-de-
acucar foi comparada com sequéncias de Hsp90 de H. sapiens (que apresenta a divisdo dos
dominios bem determinada na literatura), M. musculus, A. thaliana e S. cerevisiae (Figura 14).
Informacgdes sobre expressao (constitutiva ou induzivel) localizacao subcelular, e classificacao da
sequéncia da Hsp90 de cana, foram obtidas através da comparacédo com isoformas de Arabidopsis
thaliana, ja bem estudadas, caracterizadas e classificadas (Figura 15).

O alinhamento a seguir revela que a Hsp90 de cana-de-acucar possui todos os dominios
descritos para a Hsp90, com altos niveis de identidade global. Na porcao N-terminal, apesar de os
12 primeiros aminoacidos presentes na Hsp90 humana estarem ausentes na Hsp90 de cana-de-
acucar (Saccharum sp.), o restante do dominio é conservado, bem como os dominios central e C-
terminal, com destaque para os ultimos 4 aminoacidos do motivo MEEVD, responsavel pela
interagdo com co-chaperonas portadoras de dominios TPR. O linker carregado possui tamanho
variavel, exibindo menor tamanho nas Hsp90 de cana-de-agucar e de A. thaliana.

A

H. sapiens MPEETQTQDQPMEEEEVETFAFQAETAQLMSLIINTEFYSNKEIFLRELISNSSDALDKIR

M. musculus
A. thaliana
Saccharum sp
S. cerevisiae

MPEETQTODQPMEEEEVETFAFQAETIAQLMSLIINTFYSNKEIFLRELISNSSDALDKIR
————————————— MADAETFAFQAEINQLLSLIINTFYSNKEIFLRELISNSSDALDKIR
———————————— MASETETFAFQAEINQLLSLIINTFYSNKEIFLRELISNSSDALDKIR
—————————————— MASETFEFQAEITQLMSLIINTVYSNKEIFLRELISNASDALDKIR
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H. sapiens

YESLTDPSKLDSGKELHINLIPNKOQDRTLTIVDTGIGMTKADLINNLGTIAKSGTKAFME

M. musculus
A. thaliana
Saccharum sp
S. cerevisiae

YESLTDPSKLDSGKELHINLIPSKQDRTLTIVDTGIGMTKADLINNLGTIAKSGTKAFME
FESLTDKSKLDGOQPELFIHITPDKTNNTLTIIDSGIGMTKADLVNNLGTIARSGTKEEFME
FESLTDKSKLDAQPELFIHIVPDKANNTLTIIDSGIGMTKSDLVNNLGTIARSGTKEFME
YKSLSDPKQLETEPDLFIRITPKPEQKVLEIRDSGIGMTKAELINNLGTIAKSGTKAFME
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H. sapiens

ALQAGADISMIGQFGVGEFYSAYLVAEKVTVITKHNDDEQYAWESSAGGSFTVRTDT-GEP

M. musculus
A. thaliana
Saccharum sp
S. cerevisiae

ALQAGADISMIGQFGVGEFYSAYLVAEKVTVITKHNDDEQYAWESSAGGSEFTVRTDT-GEP
ALAAGADVSMIGQFGVGFYSAYLVADKVVVTTKHNDDEQYVWESQAGGSEFTVTRDTSGEA
ALAAGADVSMIGQFGVGEFYSAYLVAERVVVTTKHNDDEQYVWESQAGGSEFTVTRDTSGEQ
ALSAGADVSMIGQFGVGFYSLFLVADRVQVISKSNDDEQYIWESNAGGSEFTVTLDEVNER
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H. sapiens
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M. musculus
A. thaliana
Saccharum sp
S. cerevisiae

MGRGTKVILHLKEDQTEYLEERRIKEIVKKHSQFIGYPITLFVEKERDKEVSDDEAE-—-—
LGRGTKMVLYLKEDOQMEYIEERRLKDLVKKHSEFISYPISLWIEKTIEKEISDDEEE-—--
LGRGTKVTLYLKDDQLEYLEERRLKDLIKKHSEFISYPISLWTEKTTEKEISDDEDE---
IGRGTILRLFLKDDQLEYLEEKRIKEVIKRHSEFVAYPIQLVVTKEVEKEVPIPEEEKKD
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H. sapiens
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M. musculus
A. thaliana
Saccharum sp
S. cerevisiae
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H. sapiens

IWTRNPDDITNEEYGEFYKSLTNDWEDHLAVKHEFSVEGQLEFRALLEFVPRRAPFDLFENR

M. musculus
A. thaliana
Saccharum sp
S. cerevisiae

IWTRNPDDITNEEYGEFYKSLTNDWEEHLAVKHFSVEGQLEFRALLEVPRRAPEFDLFENR
IWMRKPEEINKEEYAAFYKSLSNDWEEHLAVKHFSVEGQLEFKAILEFVPKRAPEFDLEFDTK
IWMRKPEEITKEEYAAFYKSLTNDWEEHLAVKHFSVEGQLEFKAVLEFVPKRAPFDLFDTR
LWTRNPSDITQEEYNAFYKSISNDWEDPLYVKHEFSVEGQLEFRAILFIPKRAPFDLFESK
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H. sapiens

KKKNNIKLYVRRVEIMDNCEELIPEYLNFIRGVVDSEDLPLNISREMLOQOSKILKVIRKN

M. musculus
A. thaliana
Saccharum sp
S. cerevisiae

KKKNNIKLYVRRVFIMDNCEELIPEYLNFIRGVVDSEDLPLNISREMLQQOSKILKVIRKN
KKPNNIKLYVRRVFIMDNCEDIIPEYLGFVKGIVDSEDLPLNISRETLQONKILKVIRKN
KKLNNIKLYVRRVEFIMDNCEELIPEWLSFVKGIVDSEDLPLNISRETLOQONKILKVIRKN
KKKNNIKLYVRRVEFITDEAEDLIPEWLSEFVKGVVDSEDLPLNLSREMLOONKIMKVIRKN
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H. sapiens

LVKKCLELFTELAEDKENYKKFYEQFSKNIKLGIHEDSOQNRKKLSELLRYYTSASGDEMV

M. musculus
A. thaliana
Saccharum sp
S. cerevisiae

LVKKCLELFTELAEDKENYKKFYEQFSKNIKLGIHEDSQNRKKLSELLRYYTSASGDEMV
LVKKCLELFFEIAENKEDYNKFYEAFSKNLKLGIHEDSOQNRTKIAELLRYHSTKSGDELT
LVKKCIELFFEIAENKEDYNKFYEAFSKNLKLGIHEDSTNRTKIAELLRYHSTKSGDELT
IVKKLIEAFNETIAEDSEQFEKFYSAFSKNIKLGVHEDTONRAALAKLLRYNSTKSVDELT
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H. sapiens

SLKDYCTRMKENQKHIYYITGETKDQVANSAFVERLRKHGLEVIYMIEPIDEYCVQQLKE

M. musculus
A. thaliana
Saccharum sp
S. cerevisiae

SLKDYCTRMKENQKHIYFITGETKDQVANSAFVERLRKHGLEVIYMIEPIDEYCVQQLKE
SLKDYVTRMKEGONDIFYITGESKKAVENSPFLEKLKKKGIEVLYMVDAIDEYATIGQLKE
SLKDYVTRMKEGONDIYYITGESKKAVENSPFLEKLKKKGYEVLYMVDAIDEYATGQLKE
SLTDYVTRMPEHQKNIYYITGESLKAVEKSPFLDALKAKNFEVLELTDPIDEYAFTQLKE

ok kk kkk ok ke ke o kkkhkk o * ek ke o ko . Kk k e o o o Kk k ok Kk * kK x

H. sapiens
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M. musculus
A. thaliana
Saccharum sp
S. cerevisiae

FEGKTLVSVTKEGLELPEDEEEKKKQEEKKTKFENLCKIMKDILEKKVEKVVVSNRLVTS
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Figura 14: Alinhamento multiplo de sequéncias de Hsp90 de diversos organismos. A) Alinhamento

das sequéncias de Hsp90 de cana-de-aglcar (Saccharum sp.), H. sapiens, M. musculus, A. thaliana e S.
cerevisiae. Os valores de identidade sdo: Saccharum sp. x H. sapiens 62,2%; Saccharum sp. x M.
musculus 69,2%; Saccharum sp. x A. thaliana 91,9%; Saccharum sp. x S. cerevisiae 65,2%; Em
destaque, a sequéncia de H. sapiens com o padrdo de coloragao referente aos dominios, ilustrados na figura
B. A Hsp90 humana foi utilizada como referéncia para a divisdo dos dominios em fungdo da maior
disponibilidade de dados na literatura. B) llustragdo dos dominios da Hsp90 humana: em azul o dominio N-
terminal, em cinza o linker carregado, em verde o dominio central e em vermelho o dominio C-terminal
(Withesell & Lindquist, 2005). Sequéncia de cana-de-agUcar obtida do projeto SUCEST, cultivar hibrido
SP80-3280. Sequéncias alinhadas com a ferramenta ClustalW.

O alinhamento a seguir (Figura 15) evidencia as similaridades entre as isoformas citosélicas de
Hsp90 1, 2, 3 e 4 de Arabidopsis thaliana e isoforma de cana-de-agucar abordada neste estudo.
Em funcédo dos valores de identidade, a Hsp90 de cana-de-agucar foi classificada como mais
similar a Hsp90-3, que em Arabidopsis tem expressao constitutiva (Krishna & Gloor, 2001).
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Figura 15: Alinhamento multiplo das sequéncias de Hsp90 de cana-de-acticar, Hsp90-1, Hsp90-2,
Hsp90-3 e Hsp90-4 de Arabidopsis thaliana. com a finalidade de se obter mais informagdes sobre a
proteina a Hsp90 de cana-de-acucar foi alinhada com as isoformas citosélicas de A. thaliana, bem
estudadas e com informagdes disponiveis na literatura. Os valores de identidade sao: Hsp90 cana x
Hsp90-1 88,4%; Hsp90_cana x Hsp90-2 88,5%; Hsp90_cana x Hsp90-3 91,9%; Hsp90_cana x Hsp90-4
90,4%; Em funcao dos valores de identidade a Hsp90 de cana foi classificada como Hsp90-3, que em
Arabidopsis tem localizagao citosolica e expressao constitutiva. Sequéncia de cana-de-aglcar obtida do
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projeto SUCEST, cultivar hibrido SP80-3280. Sequéncias alinhadas com a ferramenta ClustalW.
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5.1.2. Clonagem da Hsp90-3 de cana-de-acucar em vetor binario

Para a clonagem da Hsp90-3, inicialmente foi realizado uma PCR a partir do cDNA (clone
SUCEST) em vetor pET28a, seguida de purificagao do fragmento de tamanho esperado (2109 pb,
indicado com seta) do gel de agarose (Figura 16).

M PCR

2000 pb — -

1000 pb —

500 pb —

Figura 16: Gel de agarose 1% da PCR do cDNA da Hsp90-3. A clonagem foi iniciada com a amplificagdo
da sequéncia da Hsp90-3 de cana-de-aglcar via PCR, a partir do cDNA ja clonado em vetor pET28a. O
fragmento correspondente a Hsp90-3 (seta) foi purificada do gel de agarose. M — Marcador 500 pb (Bio
Rad); PCR - Produto da reagdo em cadeia da polimerase do cDNA da Hsp90-3.

O fragmento, depois de purificado foi ligado em vetor de transferéncia pGEM-T Easy,
originando o vetor denominado pGEM-Hsp90-3, segundo a sequencia ilustrada no esquema
(Figura 17). Ap6s o sequenciamento completo e selecao de clones sem mutacdes, o fragmento
correspondente a Hsp90-3 foi removido do pGEM-Hsp90-3 através de restricdo dupla com Xhol e
BamHlI e ligado direcionalmente no vetor pRT100, digerido com as mesmas enzimas (Figura 18).

Esta etapa foi necessaria para a inser¢éo do promotor 35S e do sinal de poliadenilagéo (PoliA).

63



Amplificagdo

Ligagdo em
A via PCR {\ . pGEMTEasy
BamHI
A Hsp90 cana A lacz Xhol

Xhol BamHI

Hsp90 cana

PGEMT Easy—
Hsp90

PGEMT Easy

Digestdo com
Xhol e BamH|

‘N g

Xhol BamH|

Ligagcdo em
pRT100

pRT100

Digestdo com
Pstl

__ b ' ( . Ligagdoem
C 35S Hsp90 cana polyA \ pCAMBIA 2300
Pstl

Pstl Xhol BamH]

Pstl
L]

pCAMBIA 2300

355 Hsp90 cana polyA
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Construgdo obtida ao final do processo
de clonagem

Figura 17: Esquema da estratégia de clonagem da Hsp90-3 de cana-de-acticar. A estratégia de
clonagem da Hsp90-3 de cana-de-aglcar em vetor para transformacao de A. thaliana (0CAMBIA 2300) foi
composta de 3 etapas: A) Ligacao em pGEM T Easy. A sequéncia da Hsp90 foi amplificada via PCR a
partir do cDNA, ja clonado em vetor de expressao pET28a, e em seguida o produto de PCR foi ligado em
vetor pGEM T Easy. B) Ligacdo em pRT100. O vetor pPGEM T Easy-Hsp90 foi digerido com as enzimas
Xhol e BamHl, para ligagéo direcional no vetor pRT100, também direrido com as mesmas enzimas, com a
finalidade de se inserir o promotor 35S e o sinal poliA. C) Ligacao em pCAMBIA 2300. O vetor pRT100-
Hsp90 foi digerido com a enzima Pstl para a remog¢éo da construgcao 35S-Hsp90-poliA e posterior ligagdo no
vetor pCAMBIA 2300, também digerido com Psfl. O vetor pPCAMBIA 2300-35S-Hsp90-poliA foi utilizado para

a transformagéo de A. thaliana mediada por A. tumefaciens.
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Figura 18: Gel de agarose 1% da digestdo pGEM-Hsp90-3 e pRT100 (Xhol e BamHlI). M1 — Marcador
500 pb (Bio Rad); M2 — Marcador 1000 pb (Bio Rad); 1- pRT100 nao digerido; 2 — pRT100 digerido com Xhol
e BamHI; 3 — pGEM-Hsp90-3 nao digerido; 4 - pGEM-Hsp90-3 digerido com Xhol e BamHI; 5 - pGEM-
Hsp90-3 digerido com Xhol; 6 - pGEM-Hsp90-3 digerido com BamHI. Os fragmentos correspondentes ao
pRT100 (seta pontilhada) e Hsp90-3 (seta cheia) foram purificados do gel de agarose.

Apoés a insercao do promotor 35S e do sitio de poliadenilacao (PoliA), esta construcao foi
removida através de restricdo dupla com as enzimas Pstl e Scal, e ligada no vetor pCAMBIA2300
digerido com Pstl. A enzima Scal foi utilizada para cortar somente o vetor, para que os fragmentos
de inserto e vetor fossem diferenciados em gel de agarose (vetor: ~ 1000 pb e ~ 1700; inserto: ~

2800), para posterior purificacéo (figura 19).
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Figura 19: Gel de agarose 1% da digestdo pRT100-Hsp90-3 (Pstl, Scal e BamHI) e pCAMBIA2300
(Pstl). M — Marcador 1000 pb (Bio Rad); 1 — pRT100-Hsp90-3 digerido com Pstl e Scal; 2 - pRT100-Hsp90-3
digerido com Scal; 3 - pRT100-Hsp90-3 digerido com BamHIl; 4 - pRT100-Hsp90-3 ndo digerido. O
fragmento correspondente a construgao 35S-Hsp90-3-poliA (seta) foi purificado do gel de agarose.

Os clones positivos foram confirmados por digestdo com Pstl, e os com orientacdo direta
foram selecionados por digestdo com a enzima Xhol (figura 20). No caso de orientacdo direta, a
restricdo com Xhol libera os fragmentos de tamanho 878, 1498 e 9124 pb.
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Figura 20: Gel de agarose 1% da digestao clones pCAMBIA2300-35S-Hsp90-3-poliA. Digestdo com A)
Pstl e B) Xhol. M — Marcador 500 pb; 1 — pCAMBIA2300-35S-Hsp90-3-poliA ndo digerido; 2 -
pCAMBIA2300-35S-Hsp90-3-poliA digerido com Pstl; 3, 4, 5, 6, 7 — pCAMBIA2300-35S-Hsp90-3-poliA
digerido com Xhol.

Um dos clones positivos foi selecionado para a transformacdo de A. fumefaciens, utilizada
como vetor para a transformacéao de A. thaliana.
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5.1.3. Transformacao de A. thaliana e selecao dos transformantes

Plantas A. thaliana com aproximadamente 30 dias de cultivo foram borrifadas com suspensao
de A. tumefaciens, previamente transformada com o vetor pCAMBIA2300-35S-Hsp82-poliA. Os
transformantes primarios (T0) selecionados em meio MS com canamicina foram posteriormente
transferidos para vaso com substrato e vermiculita (figura 21). As sementes foram coletadas de
forma individualizada para cada planta, e novamente selecionadas em meio MS (T1). Neste ponto,
a proporcao de segregacgéao 3:1 de resisténcia versus sensibilidade a canamicina, respectivamente,
foi verificada via teste estatistico chi-quadrado (Tabela 2), tal propor¢ao sugere a existéncia de um
locus do transgene.

Sementes resistentes a canamicina, provenientes de plantas com segregacédo 3:1 (71
insercao — H90-2, H90-4 e H90-5; tabela 2), foram transferidas para vasos com substrato e
vermiculita, para a selegdo da T2 (obtencdo do homozigoto). Foram obtidas duas linhagens
homozigotas para a resisténcia a canamicina (H90-4.1 e H90-2.15; fendtipo de 100% de
resisténcia a canamicina).
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Figura 21: Selecdo dos transformantes de A. thaliana. As sementes transformadas foram selecionadas
com base na resisténcia a canamicina, conferida pela insergdo da construgao contendo o transgene. A) Meio
MS com 100 pg/mL de canamicina contendo a) sementes transformadas e b) sementes ndo transformadas
(WT); B) Plantas resistentes a canamicina transferidas para substrato e vermiculita, a) e ¢) correspondem a
plantas WT e b) e d) correspondem aos transgénicos.

Tabela 2: Teste de qui-quadrado da segregacao em plantas T1 e linhagens T2 homozigotas selecionadas.
Plantas com segregacao 3:1 (resisténcia:sensibilidade a canamicina) estao destacadas em cinza. H90-1, 2,
3, 4 e 5 se referem a plantas transgénicas resultantes de diferentes eventos na transformagao da A. thaliana
com a Hsp90-3. Na geragédo seguinte (T2) foram selecionadas 2 linhagens com fenétipo de 100% de
resisténcia (H90-2.15 e H90-4.1).

Geragdo Planta | Resistentes | Sensiveis Total s

H90 -1 195 104 299 14,7
H90 - 2 274 77 351 1,6

T1 H90 - 3 195 37 232 9,7
H90 -4 153 44 197 0
H90 -5 109 33 142 0,2
H90-2.15 |80 0 80 -

T2 H90-4.1 |78 0 78 -
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Algumas alteracées fenotipicas na formacao das folhas, roseta e inflorescéncias foram
encontradas em plantas T1 (H90-5), o0 que nao permitiu avancar geracao com esta linhagem
(figura 22 e 23).

Figura 22: Plantas da linhagem H90-5 (T1) com 20 dias apds o plantio (DAP), apresentando alteracoes
fenotipicas. A) folha afilada e em B) folha recortada. N&o foi possivel avangar geragdo com estas plantas

uma vez que apresentaram deficiéncia na formagao de flores e ndo houve formagéo de sementes.
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Figura 23: Plantas da linhagem H90-5 (T1) com 40 dias apds o plantio (DAP), apresentando alteracées
fenotipicas. A) e B) Formacao da roseta. C) Formacgao das flores. D) Folhas enroladas. Nao foi possivel
avangar geragdo com estas plantas uma vez que apresentaram deficiéncia na formagao de flores e ndo

houve formacao de sementes.
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5.1.4. Caracterizacao dos transgénicos de Hsp90-3

5.1.4.1. Confirmacao e efeitos da transgenia
Com o objetivo de confirmar a insergcao da construgcao (T-DNA) no genoma, foi realizada uma
PCR com cDNA, sintetizado a partir de RNA de A. thaliana, com oligonucleotideos especificos
para o gene NPTII (resisténcia a canamicina — oligonucleotideos ver tabela 1). Foi observada uma
amplificacao de banda Unica e do tamanho esperado (aproximadamente 100 pb; Figura 24).

M1l WT H1 H15 M2

wd \
\
e .~ =1000 pb
R B & W 100pb

Figura 24: Gel de agarose 1% da PCR do cDNA (RNA) de Arabidopsis thaliana. A partir de cDNA de A.
thaliana WT e transgénicas foi realizado uma PCR com oligonucleotideos para o NPTII. Foi observado um
amplicon de cerca de 100 pb, tamanho esperado de acordo com os oligonucleotideos utilizados. WT — tipo
selvagem (controle negativo), H1 - linhagem transgénica H90-4.1, H15 - linhagem transgénica H90-2.15, M1
— Marcador 500 pb (Bio Rad), M2 — Marcador 100 pb (Bio Rad).

Os niveis de expressao de Hsp90 e outros transcritos em plantas transgénicas H90-4.1 e H90-
2.15, foram acessados através de sequenciamento de RNA mensageiro. Os dados (tabelas 3 e 4)
revelam que os niveis globais de RNAmM de Hsp90 estdo cerca de 37% (fold-change de -1,6)
menores em relacdo ao controle, assim como outras proteinas tiveram sua expressao alterada.
Dentre elas, a chaperona Hsp70, que apresentou niveis reduzidos em 41% (Tabela 4).

A expressao do gene de resisténcia a canamicina (NPTII) nas plantas transgénicas foi 9 vezes
maior em relagdo ao controle. As tabelas 3 e 4 a seguir reportam os transcritos diferencialmente
expressos (fold-change acima de 1,0 e abaixo de -1,0) nas duas linhagens transgénicas em
relagéo ao controle.
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Tabela 3: Sequenciamento de RNAm — transcritos mais expressos. Genes mais expressos (47) nos

transgénicos em relagéo ao tipo selvagem. H7: linhagem transgénica H90-4.1; H15: linhagem transgénica

H90-2.15.

Gene

AT5G38160.1

AT1G28370.1

AT2G24600.3

AT5G24240.1

AT2G20870.1

AT1G07135.1

AT2G38470.1

Fold-
change
H15/WT

93,0

5.1

3,8

3,9

27

7,7

4.4

Fold-
change
H1/WT

119,9

7,6

5,2

4,9

4,0

3.9

3,4

Anotacao NR

Inibidor bifuncional/proteina transportadora de lipideo/ proteina de
estocagem 2S semelhante a albumina.

ref[NP_198632.1/ bifunctional inhibitor/lipid-transfer protein/seed
storage 2S albumin-like protein [Arabidopsis thaliana]dbj/BAB11283.1/
unnamed protein product [Arabidopsis thaliana]dbjlBAC42756.1/ lipid
transfer like protein [Arabidopsis thalianaJgb/AAO64032.1/ putative
lipid transfer protein [Arabidopsis thalianaJgb|/AED94274.1]
bifunctional inhibitor/lipid-transfer protein/seed storage 2S albumin-like
protein [Arabidopsis thaliana]

gbJAAF16756.1/AC010155_9 F3M18.20 [Arabidopsis thaliana]

Proteina com repeti¢cdes de anquirina

ref[NP_973528.1| ankyrin repeat-containing protein [Arabidopsis
thalianajref[NP_001189592.1| ankyrin repeat-containing protein
[Arabidopsis thaliana]gb|AEC07597.1| ankyrin repeat-containing
protein [Arabidopsis thalianaJgb/AEC07600.1] ankyrin repeat-
containing protein [Arabidopsis thaliana]

Familia de proteinas quinase fosfatidilinositol 3 e 4 / familia ubiquitina

refINP_197812.1] phosphatidylinositol 3- and 4-kinase family protein /
ubiquitin family protein [Arabidopsis thaliana]dbj/BAB10389.1/
ubiquitin [Arabidopsis thaliana]dbjlBAE98733. 1| ubiquitin [Arabidopsis
thalianaJgb/AED93274.1| phosphatidylinositol 3- and 4-kinase family
protein / ubiquitin family protein [Arabidopsis thaliana]

Proteina hipotética de parede celular

gb/AAM63440.1| putative cell wall protein [Arabidopsis thaliana]

Proteina hipotética

ref/XP_002892382.1| hypothetical protein ARALYDRAFT 470734
[Arabidopsis lyrata subsp. lyrata]gb|EFH68641.1| hypothetical protein
ARALYDRAFT_470734 [Arabidopsis lyrata subsp. lyrata]

Fator de transcrigdo com dominio WRKY 33, hipotético

refINP_181381.2] putative WRKY transcription factor 33 [Arabidopsis
thaliana]sp|Q8S8P5/WRK33_ARATH RecName: Full=Probable
WRKY transcription factor 33; AltName: Full=WRKY DNA-binding
protein 33dbj|BAE98456.1| putative WRKY-type DNA binding protein
[Arabidopsis thaliana]gb|/ACE74719.1| At2938470 [Arabidopsis
thalianaJgb/AEC09541.1| putative WRKY transcription factor 33
[Arabidopsis thaliana]
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Anotacao KEEG

Inibidor de protease/estocagem em
semente/familia de proteinas
transportadoras de lipideo (LTP).

ath:AT5G38160 protease
inhibitor/seed storage/lipid transfer
protein (LTP) family protein

Proteina com dominio ERF;
Ligagao de DNA/fator de
transcrigao/repressao da
transcrigcao

ath:AT1G28370 ERF11; ERF11
(ERF DOMAIN PROTEIN 11); DNA
binding / transcription factor/
transcription repressor

Familia de proteinas com repetigao
de anquirina

ath:AT2G24600 ankyrin repeat
family protein

Familia de proteinas quinase
fosfatidilinositol 3 e 4 / familia
ubiquitina

ath:AT5G24240
phosphatidylinositol 3- and 4-kinase
family protein / ubiquitin family
protein

Precursora de parede cellular,
hipotética

ath:AT2G20870 cell wall protein
precursor, putative

Proteina rica em glicina

ath:AT1G07135 glycine-rich protein

Fator de transcricao WRKY 33

ath:AT2G38470 WRKY33;
WRKY33; transcription factor;
K13424 WRKY transcription factor
33



AT1G80840.1

AT1G27730.1

AT2G22500.1

AT1G23710.1

AT3G55980.1

AT5G54190.1

4,1

3,8

2,8

3,0

6,4

2,4

3,4

3,2

3,2

3,2

2,8

2,8

Fator de transcricdo com dominio WRKY 40, hipotético

refINP_178199.1] putative WRKY transcription factor 40 [Arabidopsis
thaliana]sp|Q9SAH7|WRK40_ARATH RecName: Full=Probable
WRKY transcription factor 40; AltName: Full=WRKY DNA-binding
protein 40gb|AAF14671.1/AC011713_19 Similar to gb/Z48431 DNA-
binding protein from Avena fatua [Arabidopsis
thalianaJgb|AAL85879.1/AF480149 1 WRKY transcription factor 40
[Arabidopsis thaliana]gb/AAN71913.1/ putative WRKY family
transcription factor [Arabidopsis thaliana]dbj/BAH30380.1/
hypothetical protein [Arabidopsis thalianaJgb|AEE36457.1| putative
WRKY transcription factor 40 [Arabidopsis thaliana]

gb/AAF24959.1]AC012375_22 T22C5.18 [Arabidopsis thaliana]

Proteina desacopladora 5/carreador (mitocondrial) de dicarboxilatos,
hipotética

refI[NP_179836.1| uncoupling protein 5 [Arabidopsis
thalianaJgb|AAK43907.1/AF370588_1 putative mitochondrial
dicarboxylate carrier protein [Arabidopsis thalianaJgb/AAD22351.1/
putative mitochondrial dicarboxylate carrier protein [Arabidopsis
thalianaJgb/AAN13106. 1| putative mitochondrial dicarboxylate carrier
protein [Arabidopsis thalianaJemb/CAJ86454.1| mitochondrial
dicarboxylate carrier [Arabidopsis thaliana]Jgb/AEC07315.1]
uncoupling protein 5 [Arabidopsis thaliana]

Proteina n&o caracterizada

ref[NP_564201.1| uncharacterized protein [Arabidopsis
thalianaJgb|AAK17167.1/AF325099_1 unknown protein [Arabidopsis
thalianaJgb/AAC98026.1| EST gb|AA597511 comes from this gene
[Arabidopsis thalianaJgb|[AAO64800.1| At1g23710 [Arabidopsis
thaliana]dbjlBAF00209.1| hypothetical protein [Arabidopsis
thalianaJgb/AEE30423.1| uncharacterized protein [Arabidopsis
thaliana]

Proteina com estrutura ‘dedo de zinco’ com dominio CCCH 47

ref[NP_567030.1/ zinc finger CCCH domain-containing protein 47
[Arabidopsis thaliana]sp/|Q932S9|C3H47_ARATH RecName:
Full=Zinc finger CCCH domain-containing protein 47, Short=AtC3H47;
AltName: Full=AtSZF 1gb/AAL07131.1/ unknown protein [Arabidopsis
thalianaJgb|AAP40446.1] unknown protein [Arabidopsis
thaliana]dbjlBAE98950. 1| hypothetical protein [Arabidopsis
thalianaJgb|AEE79463.1] zinc finger CCCH domain-containing protein
47 [Arabidopsis thaliana]

NADPH:fotoclorofilideo oxidoredutase A
gb/AAC49043.1] NADPH:protochlorophyllide oxidoreductase A

[Arabidopsis thaliana]prf|/2120441A protochlorophyllide
oxidoreductase
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Fator de transcricao WRKY 40

ath:AT1G80840 WRKY40;
WRKY40; transcription factor

Proteina de tolarancia a sal com
estrutura ‘dedo de zinco’; ligagéo de
acido nucleico/fator de
transcrigao/repressor de
transcrigao/ligagéo de ion zinco

ath:AT1G27730 STZ; STZ (salt
tolerance zinc finger); nucleic acid
binding / transcription factor/
transcription repressor/ zinc ion
binding

Proteina desacopladora 5; ligagdo

ath:AT2G22500 UCP5; UCP5
(UNCOUPLING PROTEIN 5);
binding

Proteina hipotética

ath:AT1G23710 hypothetical protein

Proteina com estutura ‘dedo de
zinco’ induzida por sal (SZF1); fator
de transcrigao

ath:AT3G55980 SZF1; SZF1
(SALT-INDUCIBLE ZINC FINGER
1), transcription factor

Protoclorofilideo oxidoredutase B
(PORB)

ath:AT4G27440 PORB; PORB
(PROTOCHLOROPHYLLIDE
OXIDOREDUCTASE B);
oxidoreductase/ protochlorophyllide
reductase (EC:1.3.1.33); K00218
protochlorophyllide reductase
[EC:1.3.1.33]



AT5G33370.1

AT3G52400.1

AT3G56880.1

AT5G19240.1

AT4G34150.1

AT3G15210.1

AT2G46600.1

2,2

2,5

2,6

1,8

1,8

1,5

1,6

2,7

2,7

2,6

2,4

2,4

2,3

22

Esterase/lipase GDSL

refINP_198322.1] GDSL esterase/lipase [Arabidopsis
thaliana]sp/Q8LB81/GDL79_ARATH RecName: Full=GDSL
esterase/lipase At5g33370; AltName: Full=Extracellular lipase
At5933370; Flags: Precursorgb/AAM64916.1] putative GDSL-motif
lipase/acylhydrolase [Arabidopsis thaliana]gb|/AAO42146.1] unknown
protein [Arabidopsis thalianaJgb|/AAO50514.1/ unknown protein
[Arabidopsis thaliana]gb/AED93898.1| GDSL esterase/lipase
[Arabidopsis thaliana]

Sintaxina-122, hipotética

ref[NP_190808.1/ syntaxin-122 [Arabidopsis
thaliana]sp/Q9SVC2/SY122_ARATH RecName: Full=Syntaxin-122;
Short=AtSYP122; AltName: Full=Synt4emb|CAB43444.1| syntaxin-
like protein synt4 [Arabidopsis thaliana]gb|AAK93584. 1] putative
syntaxin protein synt4 [Arabidopsis thaliana]gb/AAM14349.1] putative
syntaxin synt4 protein [Arabidopsis thalianaJgb/AAN60366. 1| unknown
[Arabidopsis thaliana]gb|AEE78943.1] syntaxin-122 [Arabidopsis
thaliana]

Proteina com motivo VQ, hipotética

ref[NP_191247.1] VQ motif-containing protein [Arabidopsis
thalianaJemb|CAC00751.1| putative protein [Arabidopsis
thalianaJgb|AAK76654.1] unknown protein [Arabidopsis
thalianaJgb|AAN41377.1| unknown protein [Arabidopsis
thalianaJgb/AEE79581.1] VQ motif-containing protein [Arabidopsis
thaliana]

Precursor de glicoproteina de membrana ancorada em GPI

ref[NP_197425.1| GPI-anchored glycoprotein membrane precursor
[Arabidopsis thaliana]sp/Q84VZ5|UGPI2_ARATH RecName:
Full=Uncharacterized GPI-anchored protein At5g19240; Flags:
Precursorgb|AED92674.1] GPl-anchored glycoprotein membrane
precursor [Arabidopsis thaliana]

Proteina com dominio de ligagdo de lipideo, dependente de célcio

ref[NP_567956.1| calcium-dependent lipid-binding domain-containing
protein [Arabidopsis thalianaJgb/AAL06551.1/AF412098_1
AT4934150/F28A23_90 [Arabidopsis thaliana]gb/AAN31905.1/
unknown protein [Arabidopsis thalianaJgb|/AAT41866.1| At4g34150
[Arabidopsis thaliana]gb|AEE86334.1| calcium-dependent lipid-
binding domain-containing protein [Arabidopsis thaliana]

Fator de transcri¢ao responsivo a etileno 4 (ERF 4)

ref[NP_188139.1/ ethylene-responsive transcription factor 4
[Arabidopsis thaliana]sp/O80340/ERF78_ARATH RecName:
Full=Ethylene-responsive transcription factor 4; Short=AtERF4;
AltName: Full=Ethylene-responsive element-binding factor 4;
Short=EREBP-4; AltName: Full=Protein RELATED TO APETALA2
5dbj|BAA32421.1] ethylene responsive element binding factor 4
[Arabidopsis thaliana]dbj/lBAB02150.1] ethylene responsive element
binding factor 4 -like protein [Arabidopsis thalianalgb/AAM64308.1/
ethylene responsive element binding factor AtERF4 [Arabidopsis
thalianaJgb/AAM98171.1] ethylene responsive element binding factor
4 (AtERF4) [Arabidopsis thaliana]gb/AAQ55276.1| At3g15210
[Arabidopsis thaliana]gb|AEE75632.1] ethylene-responsive
transcription factor 4 [Arabidopsis thaliana]

Proteina de ligagéo de calcio, com dominio ‘EF hand’
refINP_566082.1| calcium-binding EF-hand-containing protein

[Arabidopsis thaliana]sp/|Q9ZPX9|KIC_ARATH RecName:
Full=Calcium-binding protein KIC; AltName: Full=KCBP-interacting
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Lipase com motive GDSL/familia
das hidrolases

ath:AT5G33370 GDSL-motif
lipase/hydrolase family protein

Sintaxina de plantas (SYP122)

ath:AT3G52400 SYP122; SYP122
(SYNTAXIN OF PLANTS 122);
SNAP receptor; K08486 syntaxin
1B/2/3

Proteina com motivo VQ

ath:AT3G56880 VQ motif-
containing protein

Proteina hipotética

ath:AT5G 19240 hypothetical protein

Proteina com dominio C2

ath:AT4G34150 C2 domain-
containing protein

Fator de transcricdo responsivo a
etileno 4 (ERF 4)/ ligagdo de DNA/
ligacdo de proteina/fator de
transcrigao/repressor de transcricao

ath:AT3G15210 ERF4; ERF4
(ETHYLENE RESPONSIVE
ELEMENT BINDING FACTOR 4);
DNA binding / protein binding /
transcription factor/ transcription
repressor; K09286 EREBP-like
factor

Proteina de ligagéo a calico,
hipotética

ath:AT2G46600 calcium-binding



AT5G24780.1

AT5G06320.1

ATCG00480.1

AT2G21660.1

AT1G09070.1

ATCG00470.1

2,2

1,8

1,9

1,8

1,5

2,0

2,2

2,1

2,0

calcium-binding proteinpdb/3H4S|E Chain E, Structure Of The
Complex Of A Mitotic Kinesin With Its Calcium Binding
Regulatorgb|AAK95299.1/AF410313_1 At2g46600/F13A10.13
[Arabidopsis thaliana]gb|/AAM10349.1| At2g46600/F13A10.13
[Arabidopsis thaliana]gb|[AAD20170.2/ putative caltractin [Arabidopsis
thalianaJgb/AAR17001.1/ KCBP interacting Ca2+-binding protein
[Arabidopsis thaliana]gb|AEC10727.1| calcium-binding EF-hand-
containing protein [Arabidopsis thaliana]

Proteina de estocagem vegetativa 1 (VSP1)

refINP_568455.1] vegetative storage protein 1 [Arabidopsis
thaliana]sp/O49195/VSP1_ARATH RecName: Full=Vegetative
storage protein 1; Flags: Precursorgb|AAK62375.1/AF386930 1
vegetative storage protein Vsp1 [Arabidopsis
thaliana]dbj|BAA33446.1| vegetative storage protein [Arabidopsis
thalianaJemb/CAC08252.1/ vegetative storage protein Vsp1
[Arabidopsis thaliana]gb|AAK73269.1] vegetative storage protein

Visp1 [Arabidopsis thaliana]gb/AAL66921.1| vegetative storage protein
Visp1 [Arabidopsis thaliana]gb/AED93360.1] vegetative storage
protein 1 [Arabidopsis thaliana]

Proteina semelhante a NDR/HIN1 3

ref[NP_196250.1/ NDR1/HIN1-Like protein 3 [Arabidopsis
thaliana]dbj/|BAB08954. 1| harpin-induced protein-like [Arabidopsis
thalianaJgb/AAN41271.1/ putative harpin-induced protein [Arabidopsis
thalianaJgb/AED91002.1| NDR1/HIN1-Like protein 3 [Arabidopsis
thaliana]

ATP sintase CF1 subunidade beta

ref[NP_051066.1/ ATP synthase CF1 beta subunit [Arabidopsis
thaliana]sp/P19366/ATPB_ARATH RecName: Full=ATP synthase
subunit beta, chloroplastic; AltName: Full=ATP synthase F1 sector
subunit beta; AltName: Full=F-ATPase subunit betadbj/BAA84392.1|
ATPase beta subunit [Arabidopsis thaliana]

dbjlBAH56965.1] AT2G21660 [Arabidopsis thaliana]

Proteina n&o caracterizada

ref[NP_563835.1| uncharacterized protein [Arabidopsis
thalianaJgb|AAB70401.1] Similar to Glycine SRC2 (gb|AB000130).
ESTs gb/H76869,gb/T21700,gb/ATTS5089 come from this gene
[Arabidopsis thaliana]gb/AAK73938.1| At19g09070/F7G19_6
[Arabidopsis thaliana]gb/AAM98291.1] At1g09070/F7G19_6
[Arabidopsis thaliana]gb|AEE28391.1| uncharacterized protein
[Arabidopsis thaliana]

ATP sintase CF1 subunidade epsilon

ref[NP_051065.1/ ATP synthase CF1 epsilon subunit [Arabidopsis
thaliana]sp/P09468/ATPE_ARATH RecName: Full=ATP synthase
epsilon chain, chloroplastic; AltName: Full=ATP synthase F1 sector
epsilon subunit; AltName: Full=F-ATPase epsilon
subunitdbj|BAA84391.1| ATPase epsilon subunit [Arabidopsis
thaliana]
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protein, putative

Proteina de estocagem vegetativa 1
(VSP1); fosfatase acida/fator de
transcrigao

ath:AT5G24780 VSP1; VSP1
(VEGETATIVE STORAGE
PROTEIN 1); acid phosphatase/
transcription factor binding

Proteina semelhante a NDR/HIN1 3

ath:AT5G06320 NHL3; NHL3

ATP sintase CF1 subunidade beta

ath:ArthCp029 atpB; ATPase beta
chain; K02112 F-type H+-
transporting ATPase subunit beta
[EC:3.6.3.14]

Proteina de frio, ritmo circadiano, e
ligacdo de RNA 2 (CCR2); ligagao
de RNA/ligagéo de DNA dupla
fita/ligagdo de DNA simples fita

ath:AT2G21660 CCR2; CCR2
(COLD, CIRCADIAN RHYTHM,
AND RNA BINDING 2); RNA
binding / double-stranded DNA
binding / single-stranded DNA
binding

Gene de soja regulado por frio 2
(SRC2); ligagao de proteina

ath:AT1G09070 SRC2; SRC2
(SOYBEAN GENE REGULATED
BY COLD-2); protein binding

ATP sintase CF1 subunidade
epsilon

ath:ArthCp028 atpE; ATP synthase
epsilon chain; K02114 F-type H+-
transporting ATPase subunit
epsilon [EC:3.6.3.14]



AT1G19770.1

AT2G23810.1

AT2G15960.1

AT2G06050.2

AT4G21650.1

AT3G15450.1

1,9

2,1

1,4

1,4

1,5

1,6

Permease de purina 14

refINP_173407.1] purine permease 14 [Arabidopsis
thaliana]sp/Q9FXH5/PUP14_ARATH RecName: Full=Probable purine
permease 14; Short=AtPUP14gb|AAG12553.1/AC007797 _13
Unknown Protein [Arabidopsis thaliana]Jgb/AEE29895.1/ purine
permease 14 [Arabidopsis thaliana]

Tetraspanina 8, hipotética

ref[NP_850045.2] tetraspanin8 [Arabidopsis thaliana]gb/AAM14957.1/
hypothetical protein [Arabidopsis thaliana]gb|/AEC07493.1]
tetraspanin8 [Arabidopsis thaliana]

Proteina nédo caracterizada

ref[NP_565384.1| uncharacterized protein [Arabidopsis
thalianaJgb|AAD41972.1| expressed protein [Arabidopsis
thalianaJgb|AAK76622.1] unknown protein [Arabidopsis
thalianaJgb/AAL85039. 1] unknown protein [Arabidopsis
thaliana]dbj/|BAF02136.1| hypothetical protein [Arabidopsis
thalianaJgb|AEC06450.1| uncharacterized protein [Arabidopsis
thaliana]

12-oxofitodienoato redutase 3

ref[NP_178662.1| 12-oxophytodienoate reductase 3 [Arabidopsis
thalianajref/[NP_973431.1| 12-oxophytodienoate reductase 3
[Arabidopsis thalianajref/NP_001077884.1| 12-oxophytodienoate
reductase 3 [Arabidopsis thaliana]sp/Q9FUPOJOPR3_ARATH
RecName: Full=12-oxophytodienoate reductase 3; AltName: Full=12-
oxophytodienoate-10,11-reductase 3; Short=AtOPR3; Short=OPDA-
reductase 3; AltName: Full=Delayed dehiscence 1pdb|1Q45/A Chain
A, 12-0xo-Phytodienoate Reductase Isoform 3pdb/1Q45/B Chain B,
12-0xo0-Phytodienoate Reductase Isoform 3pdb/2G5W|A Chain A, X-
Ray Crystal Structure Of Arabidopsis Thaliana 12- Oxophytodienoate

Reductase Isoform 3 (Atopr3) In Complex With 8-Iso Prostaglandin A1
And Its Cofactor, Flavin Mononucleotide.pdb/2G5W|B Chain B, X-Ray

Crystal Structure Of Arabidopsis Thaliana 12- Oxophytodienoate

Reductase Isoform 3 (Atopr3) In Complex With 8-Iso Prostaglandin A1

And lIts Cofactor, Flavin Mononucleotide.pdb/2Q30|A Chain A,
Ensemble Refinement Of The Protein Crystal Structure Of 12- Oxo-
Phytodienoate Reductase Isoform 3pdb/2Q30|B Chain B, Ensemble
Refinement Of The Protein Crystal Structure Of 12- Oxo-
Phytodienoate Reductase Isoform 3gbJAAK43901.1/AF370582_1 12-
oxophytodienoate-10,11-reductase [Arabidopsis
thalianaJgb/AAK95308.1/AF410322_1 At2g06050/F5K7.19
[Arabidopsis thalianaJgb|AAD19764.1| 12-oxophytodienoate-10,11-
reductase [Arabidopsis thalianaJgb/AAM19883.1| At2g06050/F5K7.19
[Arabidopsis thaliana]dbjlBAH19929.1] AT2G06050 [Arabidopsis
thalianaJgb/AEC05998.1| 12-oxophytodienoate reductase 3
[Arabidopsis thaliana]gb|AEC05999. 1| 12-oxophytodienoate
reductase 3 [Arabidopsis thaliana]gb/AEC06000.1/ 12-
oxophytodienoate reductase 3 [Arabidopsis thaliana]

Proteina da familia subtilase

ref[NP_567633.2| Subtilase family protein [Arabidopsis
thalianaJgb/AAO00797.1| subtilisin proteinase - like [Arabidopsis
thalianajgb/AEE84485.1| Subtilase family protein [Arabidopsis
thaliana]

Proteina com dominios YGL e LRDR, induzida por aluminio

ref[NP_566513.1| aluminum induced protein with YGL and LRDR
motif [Arabidopsis thalianaJgb/AAF35411.1] unknown protein
[Arabidopsis thaliana]gb|/AAK59823.1] AT3g15450/MJK13_11
[Arabidopsis thaliana]dbj/BAB02374.1] unnamed protein product
[Arabidopsis thaliana]gb/AAN18070.1| At3g15450/MJK13_11
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Transportador de purina, proteina
transmembrana

ath:AT1G19770 ATPUP14; purine
transmembrane transporter

Tetraspanina 8

ath:AT2G23810 TETS; TET8
(TETRASPANINS)

Proteina hipotética

ath:AT2G 15960 hypothetical protein

12 oxofitodienoato redutase 3

ath:AT2G06050 OPR3; OPR3
(OPDA-REDUCTASE 3); 12-
oxophytodienoate reductase
(EC:1.3.1.42); K05894 12-
oxophytodienoic acid reductase
[EC:1.3.1.42]

Proteina da familia subtilase

ath:AT4G21650 subtilase family
protein

Proteina hipotética

ath:AT3G 15450 hypothetical protein



AT5G02160.1

AT4G27440.1

AT4G38770.1

AT3G27690.1

AT5G26000.1

AT4G01850.1

1,3

1,3

1,3

1,2

1,4

1,3

[Arabidopsis thaliana]gb/AEE75676.1| aluminum induced protein with
YGL and LRDR motif [Arabidopsis thaliana]

Proteina n&o caracterizada

refINP_195836.5] uncharacterized protein [Arabidopsis
thalianaJgb|AAG40386.1/AF325034_1 AT5g02160 [Arabidopsis
thaliana]dbjlBAC43232.1| unknown protein [Arabidopsis
thalianaJgb|AAX22275.1] Atbg02160 [Arabidopsis
thalianaJgb|AED90438.1| uncharacterized protein [Arabidopsis
thaliana]

Fotoclorofilideo oxidoredutase B (PORB)

refINP_194474.1] protochlorophyllide reductase B [Arabidopsis
thalianajrefNP_001031731.1| protochlorophyllide reductase B
[Arabidopsis thalianajsp/P21218/PORB_ARATH RecName:
Full=Protochlorophyllide reductase B, chloroplastic; Short=PCR B;
AltName: Full=NADPH-protochlorophyllide oxidoreductase B;
Short=POR B; Flags: Precursorgb|]AAC49044.1|
NADPH:protochlorophyllide oxidoreductase B [Arabidopsis
thalianaJemb|CAB43876.1| protochlorophyllide reductase precursor
[Arabidopsis thalianaJemb|CAB81394.1/ protochlorophyllide reductase
precursor [Arabidopsis thalianaJgb/AAK68823. 1| protochlorophyllide
reductase precursor [Arabidopsis thaliana]gb/AAL06867.1|
AT4927440/F27G19_40 [Arabidopsis thaliana]gb/AAM10027.1|
protochlorophyllide reductase precursor [Arabidopsis
thaliana]dbj|BAH19703.1| AT4G27440 [Arabidopsis
thalianaJgb|AEE85342.1| protochlorophyllide reductase B [Arabidopsis
thalianaJgb|AEE85343.1| protochlorophyllide reductase B [Arabidopsis
thalianajprf||2120441B protochlorophyllide oxidoreductase

Proteina rica em prolina 4

gb/AAF64551.1/AF110988_1 proline-rich protein 4 [Arabidopsis
thaliana]

Proteina coletora de luz, fotossistema Il (LHCB 2.3)

refINP_189406.1| photosystem Il light harvesting complex protein 2.3
[Arabidopsis thaliana]gb|[AAD28772.1|AF134125_1 Lhcb2 protein
[Arabidopsis thalianaJgb/AAK48984.1/AF370557 1 light harvesting
chlorophyll a/b-binding protein [Arabidopsis thaliana]dbj/BAB02693.1|
light harvesting chlorophyll a/b-binding protein [Arabidopsis
thalianaJgb/AAP13406.1| At3g27700 [Arabidopsis
thalianaJgb|AEE77352.1] photosystem Il light harvesting complex
protein 2.3 [Arabidopsis thaliana]

Mirosinase 1; Beta-gluycosidase

ref[NP_851077.1| myrosinase 1 [Arabidopsis
thaliana]sp/P37702|BGL38_ARATH RecName: Full=Myrosinase 1;
AltName: Full=Beta-glucosidase 38; Short=AtBGLU38; AltName:
Full=Sinigrinase 1; AltName: Full=Thioglucosidase 1; Flags:
Precursorgb/AAD40143.1/AF149413_24 Arabidopsis thaliana
thioglucosidase (SW:P37702); Pfam PF00232, Score=666.9, E=1e-
196, N=1gb/AAC18869. 1] thioglucosidase [Arabidopsis
thalianaJemb|CAA55786.1| thioglucosidase [Arabidopsis
thalianajgb/AAK74039.1] AT5g26000/T1N24_7 [Arabidopsis
thalianaJgb/AAL91284.1] AT5926000/T1N24_7 [Arabidopsis
thalianaJgb/AED93512.1| myrosinase 1 [Arabidopsis thaliana]

S-adenosilmetionina sintase 2 (SAM2)

ref[NP_192094.1| S-adenosylmethionine synthase 2 [Arabidopsis
thalianajrefINP_001078345.1| S-adenosylmethionine synthase 2
[Arabidopsis thaliana]sp|P17562|METK2_ARATH RecName: Full=S-
adenosylmethionine synthase 2; Short=AdoMet synthase 2; AltName:
Full=Methionine adenosyltransferase 2; Short=MAT
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Proteina hipotética

ath:AT5G02160 hypothetical protein

Fotoclorofilideo oxidoredutase B
(PORB)

ath:AT4G27440 PORB; PORB
(PROTOCHLOROPHYLLIDE
OXIDOREDUCTASE B);
oxidoreductase/ protochlorophyllide
reductase (EC:1.3.1.33); K00218
protochlorophyllide reductase
[EC:1.3.1.33]

Proteina rica em prolina 4 (PRP4)

ath:AT4G38770 PRP4; PRP4
(PROLINE-RICH PROTEIN 4)

Proteina coletora de luz,
fotossistema Il (LHCB 2.3)

ath:AT3G27690 LHCB2.3;
chlorophyll binding; K08913 light-
harvesting complex Il chlorophyll
a/b binding protein 2

Tioglicosideo glicohidrolase 1
(TGG1)

ath:AT5G26000 TGG1; TGG1
(THIOGLUCOSIDE
GLUCOHYDROLASE 1);
hydrolase, hydrolyzing O-glycosy!
compounds / thioglucosidase

S-adenosilmetionina sintase 2
(SAM 2)

ath:AT4G01850 SAM-2; SAM-2 (S-
ADENOSYLMETHIONINE
SYNTHETASE 2); copper ion
binding / methionine



AT4G02770.1

AT3G08940.2

AT1G31330.1

AT5G28450.1

1.1

11

1.1

1,2

29bJAAD22647.1/AC007138_11 S-adenosylmethionine synthase 2
[Arabidopsis thaliana]gb|[AAA32869.1| S-adenosylmethionine
synthetase (sam-2) [Arabidopsis thalianalemb/CAB80678.1| S-
adenosylmethionine synthase 2 [Arabidopsis thalianaJgb/AAL61934.1]
S-adenosylmethionine synthase 2 [Arabidopsis
thalianaJgb|AAM19825.1| AT4g01850/T7B11_11 [Arabidopsis
thalianaJgb/AAN18144.1] At4g01850/T7B11_11 [Arabidopsis
thalianaJgb|AEE82084.1| S-adenosylmethionine synthase 2
[Arabidopsis thaliana]gb|AEE82085.1| S-adenosylmethionine
synthase 2 [Arabidopsis thaliana]

Centro de reagao do fotossistema |, subunidade I

ref[NP_192186.1| photosystem | reaction center subunit Il-1
[Arabidopsis thaliana]sp/|Q9S7H1/PSAD1_ARATH RecName:
Full=Photosystem I reaction center subunit II-1, chloroplastic;
AltName: Full=Photosystem | 20 kDa subunit 1; Short=PSI-D1; Flags:
Precursorgb/AAG40026.1/AF324675 1 AT4902770 [Arabidopsis
thalianaJgb/AAG41469.1/AF326887 _1 putative photosystem | reaction
center subunit Il precursor [Arabidopsis
thalianaJgb/AAK63862.1/AF389290_1 AT4g02770/T5J8_7
[Arabidopsis thaliana]gb|[AAD15351.1/ putative photosystem | reaction
center subunit Il precursor [Arabidopsis thalianalJemb/CAB52676.1/
photosystem | subunit Il precursor [Arabidopsis
thalianaJemb|CAB77762.1| putative photosystem | reaction center
subunit Il precursor [Arabidopsis thalianaJgb/AAL32590.1] Unknown
protein [Arabidopsis thalianaJgb|/AAM10233.1] unknown protein
[Arabidopsis thaliana]gb|AAM26726.1] AT4902770/T5J8_7
[Arabidopsis thaliana]gb|AAM44987.1| putative photosystem | reaction
center subunit Il precursor [Arabidopsis thaliana]gb|/AEE82228.1|
photosystem | reaction center subunit Il-1 [Arabidopsis thaliana]

Proteina ligadora de clorofila a-b (CP29.2)

ref[NP_187506.1| chlorophyll a-b binding protein CP29.2 [Arabidopsis
thaliana]sp/Q9XF88/CB4B_ARATH RecName: Full=Chlorophyll a-b
binding protein CP29.2, chloroplastic; AltName: Full=LHCB4.2;
AltName: Full=LHCII protein 4.2; Flags:
Precursorgb|AAD28774.1/AF134127 1 Lhcb4.2 protein [Arabidopsis
thalianaJgb|AAF07831.1/AC010871_7 putative chlorophyll a/b-binding
protein [Arabidopsis thalianaJgb/AAL38316.1| putative chlorophyll a/b-
binding protein [Arabidopsis thalianaJgb|]AAM10170.1/ putative
chlorophyll a/b-binding protein [Arabidopsis thaliana]gb/AEE74698.1|
chlorophyll a-b binding protein CP29.2 [Arabidopsis thaliana]

Centro de reagao do fotossistema I, subunidade Il (PSAF)

refINP_174418.1] photosystem | reaction center subunit Ill
[Arabidopsis thaliana]sp|QISHES|PSAF_ARATH RecName:
Full=Photosystem | reaction center subunit I, chloroplastic; AltName:
Full=Light-harvesting complex | 17 kDa protein; AltName: Full=PSI-F;
Flags: Precursorgb|AAF24595.1/AC007654_11 T19E23.12
[Arabidopsis thaliana]gb|[AAK25961.1/AF360251_1 putative
photosystem | subunit Ill precursor [Arabidopsis
thalianajgb/AAL11558.1/AF424564_1 At19g31330/T19E23_1
[Arabidopsis thaliana]gb/AAK82483.1] At1g31330/T19E23 1
[Arabidopsis thaliana]gb/AAK93698. 1/ putative photosystem | subunit
IIl precursor [Arabidopsis thalianaJgb/AAL32790.1/ similar to
photosystem | reaction centre subunit Ill precursor [Arabidopsis
thalianaJgb/AAM16171.1] At1g31330/T19E23_1 [Arabidopsis
thalianaJgb|/AAN31826.1/ putative photosystem | reaction centre
subunit Il precursor [Arabidopsis thalianaJgb|/AAN72110.1/ similar to
photosystem | reaction centre subunit Ill precursor [Arabidopsis
thalianaJgb|AEE31342.1] photosystem | reaction center subunit Ill
[Arabidopsis thaliana]

Complexo coletor de luz |, proteina ligadora de clorofila a-b 2

ref[NP_198197.1] light-harvesting complex | chlorophyll a/b binding

79

adenosyltransferase (EC:2.5.1.6)

Centro de reagao do fotossistema |,
subunidade Il (PSAD-1)

ath:AT4G02770 PSAD-1; PSAD-1
(photosystem | subunit D-1);
K02692 photosystem | subunit I

Proteina coletora de luz,
fotossistema Il (LHCB4.2); proteina
ligadora de clorofila a-b 4

ath:AT3G08940 LHCB4.2 (light
harvesting complex PSIl);
chlorophyll binding; K08915 light-
harvesting complex Il chlorophyll
a/b binding protein 4

Centro de reagao do fotossistema I,
subunidade Il (PSAF)

ath:AT1G31330 PSAF; PSAF
(photosystem | subunit F); K0O2694
photosystem | subunit Il

Proteina ligadora de clorofila a-b 2,
cloroplasto, hipotética; LHCI tipo Il



AT1G64720.1

AT3G54890.1

AT4G21960.1

AT3G47470.1

1,2

1.1

1.1

11

protein 2 [Arabidopsis thaliana]gb/AED93800.1] light-harvesting
complex I chlorophyll a/b binding protein 2 [Arabidopsis thaliana]

Policetideo ciclase/hidrolase e semelhante a proteina transportadora
de lipideo

ref[NP_176653.1| Polyketide cyclase/dehydrase and lipid transport-
like protein [Arabidopsis thalianaJ]gb/AAD38248.1/AC006193_4
Putative membrane related protein [Arabidopsis
thalianaJgb|AEE34278.1] Polyketide cyclase/dehydrase and lipid
transport-like protein [Arabidopsis thaliana]

Complexo coletor de luz |, proteina ligadora de clorofila a-b 1(LHCII
tipo Il CAB 6)

ref[NP_191049.1/ light-harvesting complex | chlorophyll a/b binding
protein 1 [Arabidopsis thalianajsp/Q01667|CAB6_ARATH RecName:
Full=Chlorophyll a-b binding protein 6, chloroplastic; AltName:
Full=LHCI-730; AltName: Full=LHCII type Ill CAB-6; AltName:
Full=Light-harvesting complex protein Lhca1; Flags:
Precursorpdb/2WSC|1 Chain 1, Improved Model Of Plant
Photosystem Ipdb/2WSE|1 Chain 1, Improved Model Of Plant
Photosystem Ipdb/2WSF]|1 Chain 1, Improved Model Of Plant
Photosystem Igb|JAAG40368.1/AF325016 1 AT3g54890 [Arabidopsis
thalianaJgb|AAG41448.1/AF326866_1 putative chlorophyll a/b-binding
protein [Arabidopsis thaliana]gb|/AAK00370.1/AF339688_1 putative
chlorophyll a/b-binding protein [Arabidopsis
thalianaJgb/AAK32859.1/AF361847_1 AT3g54890/F28P10_130
[Arabidopsis thalianaJemb|CAA39534.1/ chlorophyll A/B-binding
protein [Arabidopsis thalianaJgb|AAA32759.1| chlorophyll a/b-binding
protein [Arabidopsis thalianaJemb/CAB41095. 1| chlorophyll a/b-
binding protein [Arabidopsis thalianaJgb|AAL49939.1]
AT3954890/F28P10_130 [Arabidopsis thaliana]gb/AAM19809.1/
AT3954890/F28P10_130 [Arabidopsis thaliana]gb/AAN38689.1|
At3954890/F28P10_130 [Arabidopsis thaliana]gb/AEE79306.1/ light-
harvesting complex I chlorophyll a/b binding protein 1 [Arabidopsis
thaliana]

Peroxidase 42

ref[NP_567641.1| peroxidase 42 [Arabidopsis
thaliana]sp/Q9SB81/PER42_ARATH RecName: Full=Peroxidase 42;
Short=Atperox P42; AltName: Full=ATP1a/ATP1b; AltName:
Full=PRXR1; Flags: Precursorgb|AAG40367.1/AF325015_1
AT4g21960 [Arabidopsis thalianaJgb/AAL16147.1/AF428379_1
AT4g21960/T805 170 [Arabidopsis thalianaJemb|CAA66957.1|
peroxidase [Arabidopsis thalianaJgb/AAL10500.1/
AT4g21960/T805_170 [Arabidopsis thalianaJgb/AAL24179.1/
AT4921960/T805_170 [Arabidopsis thaliana]gb/AAL24292.1|
peroxidase prxr1 [Arabidopsis thaliana]gb|AAM91042.1/
AT4921960/T805_170 [Arabidopsis thaliana]gb|/AEE84535.1|
peroxidase 42 [Arabidopsis thaliana]

Proteina ligadora de clorofila a-b 4 (CAB 4);

refINP_190331.3| chlorophyll a-b binding protein 4 [Arabidopsis
thaliana]sp|P27521/CA4_ARATH RecName: Full=Chlorophyll a-b
binding protein 4, chloroplastic; AltName: Full=LHCI type Ill CAB-4;
Flags: Precursorgb/AAA32760.1| light-harvesting chlorophyll a/b
binding protein [Arabidopsis thalianaJemb/CAB61973.1/
CHLOROPHYLL A-B BINDING PROTEIN 4 PRECURSOR homolog
[Arabidopsis thalianaJgb|AAM13079.1/ chlorophyll A-B binding protein
4 precursor homolog [Arabidopsis thalianaJgb|[AAM63472.1|
chlorophyll a-b binding protein 4 precursor homolog [Arabidopsis
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CAB hipotética

ath:AT5G28450 chlorophyll A-B
binding protein, chloroplast, putative
/LHClI type Il CAB, putative;
K08908 light-harvesting complex |
chlorophyll a/b binding protein 2

ath:AT1G64720 CP5; CP5

Proteina ligadora de clorofila a-b,
hipotética; complexo coletor de luz

reu:RCOM_0333020 chlorophyll
A/B binding protein, putative;
K08907 light-harvesting complex |
chlorophyll a/b binding protein 1

Peroxidase (PRXR1) carreadora de
elétrons/ligagdo de grupo heme

ath:AT4G21960 PRXR1; PRXR1;
electron carrier/ heme binding /
peroxidase; K00430 peroxidase
[EC:1.11.1.7]

Complexo coletor de luz |, proteina
ligadora de clorofila a-b 4 (LHCA4)

ath:AT3G47470 LHCA4; LHCA4
(LIGHT-HARVESTING
CHLOROPHYLL-PROTEIN
COMPLEX | SUBUNIT A4);
chlorophyll binding; K08910 light-
harvesting complex | chlorophyll a/b
binding protein 4



AT4G10340.1

1.1

thalianaJgb|AAN15412.1/ chlorophyll A-B binding protein 4 precursor
homolog [Arabidopsis thalianaJgb|/AEE78285.1| chlorophyll a-b
binding protein 4 [Arabidopsis thaliana]

Proteina semelhante a ligadora de clorofila a-b

gb/AAM65487.1| chlorophyll a/b-binding protein-like [Arabidopsis
thaliana]
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Complexo coletor de luz,
fotossistema 11 5 (LHCB5)

ath:AT4G10340 LHCB5; LHCB5
(LIGHT HARVESTING COMPLEX
OF PHOTOSYSTEM Il 5);
chlorophyll binding; K08916 light-
harvesting complex Il chlorophyll
a/b binding protein 5



Tabela 4: Sequenciamento de RNAm — transcritos menos expressos. Genes menos expressos (38) nos

transgénicos em relagéo ao tipo selvagem. H1: linhagem transgénica H90-4.1; H15: linhagem transgénica

H90-2.15.

Gene

AT3G30720.1

AT1G02820.1

AT1G01060.1

AT3G46130.1

AT3G56290.1

AT1G55960.1

AT1G32900.1

Fold-
change
H15/WT

-6,0

Fold-
change
H1./WT

-8,1

Anotacao NR

Proteina envolvida na biossintese de amido (‘Qua-quine starch QQS)

refINP_189695.1] qua-quine starch [Arabidopsis thaliana]gb/ACE80938.1|
qua-quine starch [Arabidopsis thalianaJgb|/AEE77653.1| qua-quine starch
[Arabidopsis thaliana]

Semelhante a proteina abundante durante o final da embriogénese 3

ref[NP_171781.1] late embryogenesis abundant 3-like protein [Arabidopsis
thalianaJgb|AAF02884.1/AC009525 18 Similar to late embryogenis
abundant protein 5 [Arabidopsis thalianaJgb/AAM67133.1] late embryogenis
abundant protein, putative [Arabidopsis thaliana]dbj|BAD44510.1] unknown
protein [Arabidopsis thalianaJgb|/ABD57466.1] At1g02820 [Arabidopsis
thalianaJgb|AEE27475.1] late embryogenesis abundant 3-like protein
[Arabidopsis thaliana]

Proteina de elongacéo tardia de hipocétilo (LHY); Fator de transcricdo MYB

ref[NP_171614.1/ protein late elongated hypocoty! [Arabidopsis
thalianajref/[NP_849568.1/ protein late elongated hypocoty! [Arabidopsis
thalianajref/[NP_001030924.1/ protein late elongated hypocotyl [Arabidopsis
thaliana]sp/Q6ROH1/LHY_ARATH RecName: Full=Protein LHY; AltName:
Full=MYB-related transcription factor LHY; AltName: Full=Protein LATE
ELONGATED HYPOCOTYLAdbj|BAH19454.1| AT1G01060 [Arabidopsis
thalianaJgb/AEE27223.1| protein late elongated hypocotyl [Arabidopsis
thalianaJgb|AEE27224.1] protein late elongated hypocotyl [Arabidopsis
thalianaJgb/AEE27225.1/ protein late elongated hypocotyl [Arabidopsis
thaliana]

Fator de transcricao MYB 48

refINP_190199.1] transcription factor MYB48 [Arabidopsis
thaliana]sp|QILX82|MYB48_ARATH RecName: Full=Transcription factor
MYBA48; AltName: Full=Myb-related protein 48;
Short=AtMYB48gb|AAG01294.1|AF272733_1 putative transcription factor
[Arabidopsis thalianalemb/CAB90940.1] Myb DNA binding protein-like
[Arabidopsis thaliana]gb/AAS10064.1| MYB transcription factor [Arabidopsis
thalianaJgb/AEE78117.1| transcription factor MYB48 [Arabidopsis thaliana]

Proteina n&o caracterizada

refINP_191188.1] uncharacterized protein [Arabidopsis
thalianaJemb|CAB87428.1| putative protein [Arabidopsis
thalianaJgb/AAL32581.1] putative protein [Arabidopsis
thalianaJgb|AAM10237.1/ putative protein [Arabidopsis
thaliana]dbjlBAF00005.1| hypothetical protein [Arabidopsis
thalianaJgb|AEE79505. 1] uncharacterized protein [Arabidopsis thaliana]

Policetideo ciclase/hidrolase e semelhante a proteina transportadora de
lipideo

ref[NP_564705.1/ putative polyketide cyclase/dehydrase and lipid transport-
like protein [Arabidopsis thalianaJgb/AAL24103.1] putative membrane
related protein CP5 [Arabidopsis thaliana]Jgb/AAM67527.1| putative
membrane related protein CP5 [Arabidopsis thalianaJgb/AEE33325.1|
putative polyketide cyclase/dehydrase and lipid transport-like protein
[Arabidopsis thaliana]

Amido sintase ligada ao granulo

ref[NP_174566.1| granule-bound starch synthase [Arabidopsis
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Anotacao KEEG

ath:AT3G30720 QQS; QQS
(QUA-QUINE STARCH)

Proteina abundante durante o
final da embriogénese 3
(LEA3)

ath:AT1G02820 late
embryogenesis abundant 3
family protein / LEA3 family
protein

Proteina de elongagéo tardia
de hipocétilo (LHY); ligagao de
DNA/fator de transcrigao

ath:AT1G01060 LHY; LHY
(LATE ELONGATED
HYPOCOTYL); DNA binding /
transcription factor; K12133
LATE ELONGATED
HYPOCOTYL

Proteina com dominio MYB
59; Ligacéo de DNA/fator de
transcrigcao

ath:AT5G59780 MYB59;
MYB59 (MYB DOMAIN
PROTEIN 59); DNA binding /
transcription factor; K09422
myb proto-oncogene protein,
plant

Proteina hipotética

ath:AT3G56290 hypothetical
protein

Proteina hipotética

ath:AT1G55960 hypothetical
protein

Amido sintase ligada ao
granulo



AT1G75750.1

AT3G54500.3

AT4G19420.1

AT3G13520.1

AT2G01850.1

AT3G09440.1

-1,5

-1,4

thaliana]sp/| QAIMAQO/SSG1_ARATH RecName: Full=Probable granule-
bound starch synthase 1, chloroplastic/amyloplastic; AltName:
Full=Granule-bound starch synthase I; Short=GBSS-I; Flags:
Precursorgb/AAF31273.1/AC006424_2 granule-bound starch synthase
[Arabidopsis thaliana]gb|[AAM19783.1| At1932900/F9L11_8 [Arabidopsis
thalianaJgb|AAM66076.1| starch synthase, putative [Arabidopsis
thalianaJgb|/AAM74496.1] At1g32900/F9L11_8 [Arabidopsis
thalianaJgb|AAN31102.1| At1g32900/F9L11_8 [Arabidopsis
thalianaJgb|AEE31537.1] granule-bound starch synthase [Arabidopsis
thaliana]

gbJAAF87108.1/AC006434_4 F10A5.6 [Arabidopsis thaliana]

Proteina néo caracterizada

ref[NP_001190088.1| uncharacterized protein [Arabidopsis
thalianaJgb/AEE79241.1| uncharacterized protein [Arabidopsis thaliana]

Pectina acetilesterase, hipotética

ref[NP_193677.2| putative Pectinacetylesterase [Arabidopsis
thalianajgb/AAT70429.1| At4g19420 [Arabidopsis thalianajgb/AAU45212.1/
At4g19420 [Arabidopsis thalianaJgb|/AEE84180. 1/ putative
Pectinacetylesterase [Arabidopsis thaliana]

Proteina arabinogalactano 12

ref[NP_566458.1| arabinogalactan protein 12 [Arabidopsis
thaliana]sp/|Q9LJDI/AGP12_ARATH RecName: Full=Arabinogalactan
peptide 12; Short=AG-peptide 12; Flags:
Precursorgb|]AAG24280.1/AF195893_1 arabinogalactan protein
[Arabidopsis thaliana]dbjlBAB01759.1| unnamed protein product
[Arabidopsis thaliana]gb|AAL24406.1] Unknown protein [Arabidopsis
thalianaJgb/AAM10160. 1] unknown protein [Arabidopsis
thalianaJgb|AAM63249.1| unknown [Arabidopsis thalianaJgb|AEE75367.1|
arabinogalactan protein 12 [Arabidopsis thaliana]

Xiloglucano:xiloglucosil transferase

refINP_178294.1] xyloglucan:xyloglucosyl transferase [Arabidopsis
thaliana]sp/|Q8LDS2/XTH27 _ARATH RecName: Full=Probable xyloglucan
endotransglucosylase/hydrolase protein 27; Short=At-XTH27; Short=XTH-
27; Flags: Precursordbj|BAA20289. 1| endoxyloglucan transferase related
protein [Arabidopsis thalianaJgb|/AAD21783.1] xyloglucan
endotransglycosylase (EXGT-A3) [Arabidopsis thalianaJgb|AAL24392.1|
putative xyloglucan-specific glucanase [Arabidopsis
thalianajgb/AAP68259.1| At2g01850 [Arabidopsis thalianaJgb/AEC05508.1|
xyloglucan:xyloglucosyl! transferase [Arabidopsis thaliana]

Proteina de choque térmico 70-3 (Hsc70)

refINP_187555.1] protein heat shock protein 70-3 [Arabidopsis
thalianajrefINP_001189847.1| protein heat shock protein 70-3 [Arabidopsis
thaliana]sp/O65719/HSP73_ARATH RecName: Full=Heat shock cognate
70 kDa protein 3; Short=Hsc70.3gb/AAF14038.1/AC011436_22 heat-shock
protein (At-hsc70-3) [Arabidopsis thalianaJgb/AAF23276.1/AC016661_1
heat shock cognate 70kD protein [Arabidopsis thalianaJemb]|CAA76606.1/|
At-hsc70-3 [Arabidopsis thalianaJgb|AAK92833. 1/ putative heat-shock
protein At-hsc70-3 [Arabidopsis thalianaJgb/AAMZ20310. 1| putative heat-
shock protein [Arabidopsis thalianaJgb|AAM26685.1| At3g09440/F11F8.1
[Arabidopsis thalianaJgb|/AAN46823.1| At3909440/F11F8.1 [Arabidopsis
thalianaJgb|AEE74767.1] protein heat shock protein 70-3 [Arabidopsis
thalianaJgb/AEE74768.1| protein heat shock protein 70-3 [Arabidopsis
thaliana]
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ath:AT1G32900 starch
synthase, putative; K13679
granule-bound starch
synthase [EC:2.4.1.242]

Proteina homéloga a GAST1)

ath:AT1G75750 GASA1;
GASAT1 (GAST1 PROTEIN
HOMOLOG 1)

Proteina hipotética

ath:AT3G54500 hypothetical
protein

Proteina da familia da pectina
acetilesterase

ath:AT4G19420
pectinacetylesterase family
protein

Proteina arabinogalactano 12
(AGP12)

ath:AT3G13520 AGP12;
AGP12
(ARABINOGALACTAN
PROTEIN 12)

Xiloglucano:xiloglucosil
transferase (EXGT-A3);
Hydrolase, age em ligacdes
glicosidicas

ath:AT2G01850 EXGT-A3;
hydrolase, acting on glycosy!
bonds /
xyloglucan:xyloglucosy!
transferase; K08235
xyloglucan:xyloglucosy!
transferase [EC:2.4.1.207]

Proteina de choque térmico
70-3 (Hsc70)

ath:AT3G09440 heat shock
cognate 70 kDa protein 3
(HSC70-3) (HSP70-3);
K03283 heat shock 70kDa
protein 1/8



AT5G56010.1

AT3G16770.1

AT5G19190.1

AT4G23400.1

AT2G46830.1

AT4G34881.1

AT2G38230.1

-1,3

-1,3

Proteina de choque térmico 81-3 (Hsp90-3)

refINP_200412.1] heat shock protein 81-3 [Arabidopsis
thaliana]sp/P51818/HS903_ARATH RecName: Full=Heat shock protein 90-
3; Short=AtHSP90.3; AltName: Full=HSP81.2; AltName: Full=Heat shock
protein 81-3; Short=HSP81-3dbj|BAB09283.1| heat shock protein 90
[Arabidopsis thalianaJgb/AAL32910.1] heat shock protein 90 [Arabidopsis
thalianaJgb/AAL91191.1] heat shock protein 90 [Arabidopsis
thalianaJgb|AED96709.1| heat shock protein 81-3 [Arabidopsis thaliana]

Fator de transcri¢ao responsivo a etileno RAP2-3

ref[NP_188299.1| ethylene-responsive transcription factor RAP2-3
[Arabidopsis thaliana]sp/P42736|RAP23_ARATH RecName: Full=Ethylene-
responsive transcription factor RAP2-3; AltName: Full=Cadmium-induced
protein AS30; AltName: Full=Ethylene response factor 72; Short=ERF72;
AltName: Full=Ethylene-responsive element binding protein; Short=AtEBP;
AltName: Full=Protein RELATED TO APETALAZ2 3; Short=Related to AP2
3gb/AAC49769.1] AP2 domain containing protein RAP2.3 [Arabidopsis
thaliana]dbj/|BAB02769.1| AP2 domain transcription factor RAP2.3
[Arabidopsis thalianaJgb/AAK59605. 1| putative AP2 domain containing
protein RAP2.3 [Arabidopsis thalianaJgb/AAL24399.1| AP2 domain
transcription factor RAP2.3 [Arabidopsis thalianaJ]gb|/AAM65031.1| AP2
domain containing protein RAP2.3 [Arabidopsis thaliana]Jgb/AAN13131.1]
putative AP2 domain containing protein RAP2.3 [Arabidopsis
thalianaJgb|AEE75863.1] ethylene-responsive transcription factor RAP2-3
[Arabidopsis thaliana]

Proteina nédo caracterizada

ref[NP_197420.1| uncharacterized protein [Arabidopsis
thaliana]dbjlBAC42092.1| unknown protein [Arabidopsis
thalianaJgb|AAO63819. 1] unknown protein [Arabidopsis
thalianaJgb|/AED92668.1| uncharacterized protein [Arabidopsis thaliana]

Aquaporina PIP1-5, hipotética

refINP_194071.1] putative aquaporin PIP1-5 [Arabidopsis
thaliana]sp|/Q8LAA6/PIP15_ARATH RecName: Full=Probable aquaporin
PIP1-5; Short=AtPIP1;5; AltName: Full=Plasma membrane intrinsic protein
1d; Short=PIP1demb|/CAA20461.1| water channel-like protein [Arabidopsis
thalianaJemb|CAB79295.1| water channel-like protein [Arabidopsis
thalianaJgb|AAL24430.1] water channel - like protein [Arabidopsis
thalianaJgb/AAM10155. 1| water channel-like protein [Arabidopsis
thalianaJgb/AEE84748.1| putative aquaporin PIP1-5 [Arabidopsis thaliana]

Proteina associada ao ritmo circadiano 1 (CCA1); Fator de transcricdo com
dominio MYB

ref[NP_850460.1/ protein CCA1 [Arabidopsis
thaliana]sp/P92973/CCA1_ARATH RecName: Full=Protein CCA1;
AltName: Full=MYB-related transcription factor CCA1; AltName:
Full=Protein CIRCADIAN CLOCK ASSOCIATED 1gbJAAB40525.1| CCA1
[Arabidopsis thalianaJgb|AAC33507.1| MYB-related transcription factor
(CCA1); supported by cDNA: gi:1777442 [Arabidopsis
thalianajgb/AAC98813.1| CCA1 [Arabidopsis thalianajgb/AAS09981.1/
MYB transcription factor [Arabidopsis thaliana]Jgb/AEC10760.1] protein
CCAT1 [Arabidopsis thaliana]

Proteina n&o caracterizada

ref[NP_001119117.1] uncharacterized protein [Arabidopsis
thaliana]dbj/|BAF00725.1| hypothetical protein [Arabidopsis
thalianaJgb|AEE86433.1| uncharacterized protein [Arabidopsis thaliana]

Proteina envolvida na biossintese de piridoxal (PDX1.1)

refINP_181358.1/ Pyridoxal biosynthesis protein PDX1.1 [Arabidopsis
thaliana]sp/O80448/PDX11_ARATH RecName: Full=Pyridoxal biosynthesis
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Proteina de choque térmico
81-3 (Hsp81-3); ligacéo de
ATP/ligagéo de proteinas
desenoveladas

ath:AT5G56010 HSP81-3;
ATP binding / unfolded protein
binding; K04079 molecular
chaperone HipG

Proteina responsiva a etileno;
ligacdo de DNA/ligagdo de
proteina/ativador de
transcrigao/fator de
transcrigao

ath:AT3G16770 ATEBP;
ATEBP (ETHYLENE-
RESPONSIVE ELEMENT
BINDING PROTEIN); DNA
binding / protein binding /
transcription activator/
transcription factor; K09286
EREBP-like factor

Proteina hipotética

ath:AT5G 19190 hypothetical
protein

Proteina intrinseca a
membrane plasmatica (PIP1-
5); canal de 4gua; aquaporina
PIP

ath:AT4G23400 PIP1,5;
PIP1;5 (PLASMA
MEMBRANE INTRINSIC
PROTEIN 1;5); water channel;
K09872 aquaporin PIP

Proteina associada ao ritmo
circadiano 1 (CCA1); ligagdo
de DNA/ativador de
transcrigao/fator de
transcrigao/repressor de
transcrigao

ath:AT2G46830 CCA1; CCA1
(CIRCADIAN CLOCK
ASSOCIATED 1); DNA
binding / transcription
activator/ transcription factor/
transcription repressor;
K12134 circadian clock
associated 1

Proteina hipotética

ath:AT4G34881 hypothetical
protein

Proteina envolvida na
biossintese de piridoxina
(PDX1.1)



AT5G38980.1

AT4G29905.1

AT1G24996.1

AT3G45160.1

AT5G01410.1

AT5G20700.1

AT5G66040.1

1.4

-1,2

protein PDX1.1; AltName: Full=HEVER-like protein; Short=AtPDX1.1;
Short=AtPDX1,2gb|AAK44111.1/AF370296_1 putative SORT1 from the
fungus Cercospora nicotianae protein [Arabidopsis
thalianaJgb|AAK60287.1/AF385694_1 At2g38230/F16M14.16 [Arabidopsis
thalianaJgb|AAC27172.1| similar to SOR1 from the fungus Cercospora
nicotianae [Arabidopsis thalianaJgb/AAL34217.1| putative SOR1 from the
fungus Cercospora nicotianae protein [Arabidopsis

thalianaJgb|/AEC0951 1.1/ Pyridoxal biosynthesis protein PDX1.1
[Arabidopsis thaliana]

Proteina n&o caracterizada

refINP_198714.1] uncharacterized protein [Arabidopsis
thaliana]dbj|BAC42597.1| unknown protein [Arabidopsis
thalianaJgb|AAO42924.1| At5g38980 [Arabidopsis thalianaJgb/AED94383.1|
uncharacterized protein [Arabidopsis thaliana]

Proteina néo caracterizada

refINP_680750.1] uncharacterized protein [Arabidopsis
thalianaJgb/AAK96800. 1| Unknown protein [Arabidopsis
thalianaJgb/AAL66914.1] unknown protein [Arabidopsis
thalianaJgb|AEE85691.1] uncharacterized protein [Arabidopsis thaliana]

Proteina nédo caracterizada

ref[NP_173882.1| uncharacterized protein [Arabidopsis
thalianaJgb/AAG03111.1/AC004133_5 F5A9.10 [Arabidopsis
thalianaJgb/AEE30575. 1| uncharacterized protein [Arabidopsis thaliana]

Lipoproteina de membrana, hipotética

refINP_190102.1| Putative membrane lipoprotein [Arabidopsis
thalianaJemb|CAB72154.1| hypothetical protein [Arabidopsis
thalianajgb/AAP21196.1| At3g45160 [Arabidopsis thalianajdbj/BAE99679.1|
hypothetical protein [Arabidopsis thalianaJgb|/AEE77999. 1| Putative
membrane lipoprotein [Arabidopsis thaliana]

Proteina envolvida na biossintese de piridoxal (PDX1.3)

refINP_195761.1| Pyridoxal biosynthesis protein PDX1.3 [Arabidopsis
thalianajref/XP_002870922.1| hypothetical protein ARALYDRAFT_908014
[Arabidopsis lyrata subsp. lyrata]sp/Q8L940/PDX13_ARATH RecName:
Full=Pyridoxal biosynthesis protein PDX1.3; Short=AtPDX1.3;
Short=AtPDX1,;1gb/AAL16130.1/AF428298_1 AT5g01410/T1008_120
[Arabidopsis thalianaJgb/AAL48227.1/AF446352_1 AT5g01410/T1008_120
[Arabidopsis thalianaJemb|CAB81924.1| pyridoxine biosynthesis protein-like
[Arabidopsis thaliana]gb/AAM19944.1] AT5g01410/T1008_120
[Arabidopsis thaliana]gb|AAY42123.1] pyridoxine biosynthesis protein
[Arabidopsis thaliana]JdbjlBAE99236.1| pyridoxine biosynthesis protein - like
[Arabidopsis thaliana]gb|EFH47181.1] hypothetical protein
ARALYDRAFT_908014 [Arabidopsis lyrata subsp. lyrata]gb/AED90340.1/
Pyridoxal biosynthesis protein PDX1.3 [Arabidopsis

thalianaJgb|AEF15886. 1| pyridoxine biosynthesis protein [Arabidopsis
thaliana]

Proteina n&o caracterizada

refINP_197570.1] uncharacterized protein [Arabidopsis
thaliana]dbjl[BAC42009.1| unknown protein [Arabidopsis
thalianaJgb|AAP37699.1] At5g20700 [Arabidopsis thalianalgb/AED92879.1/
uncharacterized protein [Arabidopsis thaliana]

Proteina tiossulfato sulfurtransferase

ref[NP_851278.1| thiosulfate sulfurtransferase [Arabidopsis
thaliana]sp/Q39129/STR16_ARATH RecName: Full=Thiosulfate
sulfurtransferase, chloroplastic; AltName: Full=Rhodanese; AltName:
Full=Senescence-associated protein; AltName: Full=Sulfurtransferase
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ath:AT2G38230 ATPDX1.1
(pyridoxine biosynthesis 1.1);
protein heterodimerization;
K06215 pyridoxine
biosynthesis protein [EC:4.-.-.-
]

Proteina hipotética

ath:AT5G38980 hypothetical
protein

Proteina hipotética

ath:AT4G29905 hypothetical
protein

Proteina hipotética

ath:AT1G24996 hypothetical
protein

Proteina hipotética

ath:AT3G45160 hypothetical
protein

Resposta reduzida ao agucar
4 (RSR4); heterodimerizagao
de proteina/biossintese de
piridoxina

ath:AT5G01410 RSR4; RSR4
(REDUCED SUGAR
RESPONSE 4); protein
heterodimerization/ protein
homodimerization; K06215
pyridoxine biosynthesis
protein [EC:4.-.-.-]

Proteina associada a
senescéncia

ath:AT5G20700 senescence-
associated protein-related

Proteina associada a
senescéncia DINT, hipotética

rcu:RCOM_0017290
Senescence-associated
protein DIN1, putative



AT3G44310.1

AT2G21330.1

AT1G48300.1

AT3G02470.1

AT2G25450.1

=12

-1,4

-1,5

-1,2

-1,2

protein 16; Short=AtStr16dbj|BAB10409. 1| senescence-associated protein
sen1-like protein; ketoconazole resistance protein-like [Arabidopsis
thalianaJgb|AAK83644.1] AT5966040/K2A18_11 [Arabidopsis
thalianaJgb|AAM61332.1| senescence-associated protein [Arabidopsis
thalianaJgb/AAN38701.1| At5g66040/K2A18_11 [Arabidopsis
thalianaJgb|AED98146.1| thiosulfate sulfurtransferase [Arabidopsis thaliana]

Nitrilase 1

ref[NP_851011.1/ nitrilase 1 [Arabidopsis thalianajref[NP_001078234.1|
nitrilase 1 [Arabidopsis thaliana]sp/P32961/NRL1_ARATH RecName:
Full=Nitrilase 1gb/AAB05221.1] nitrilase 1 [Arabidopsis
thalianaJemb/|CAA68935.2] nitrilase 1 [Arabidopsis
thalianaJemb|CAB88999. 1/ nitrilase 1 [Arabidopsis
thalianaJgb|AAK68787.1] nitrilase 1 [Arabidopsis thaliana]gb/AAN15359.1]
nitrilase 1 [Arabidopsis thalianaJgb/ABE65989.1| nitrilase 1 [Arabidopsis
thaliana]dbj/|BAH30476.1] hypothetical protein [Arabidopsis
thalianaJgb/AEE77887.1] nitrilase 1 [Arabidopsis thaliana]gb/AEE77889.1/
nitrilase 1 [Arabidopsis thaliana]

Frutose bifosfato aldolase, classe 1

refINP_565508. 1/ fructose-bisphosphate aldolase, class | [Arabidopsis
thaliana]sp/QISJU4/ALFC1_ARATH RecName: Full=Probable fructose-
bisphosphate aldolase 1, chloroplastic; Flags:
Precursorgb/AAL16176.1/AF428408_1 At2g21330/F3K23.9 [Arabidopsis
thalianaJgb/AAL31921.1]AF419589_1 At2g21330/F3K23.9 [Arabidopsis
thalianaJgb|AAK83624.1] At2g21330/F3K23.9 [Arabidopsis
thalianaJgb/AAK83628.1] At2g21330/F3K23.9 [Arabidopsis
thalianaJgb|AAL32660.1] putative fructose bisphosphate aldolase
[Arabidopsis thaliana]gb/AAL90952. 1| At2921330/F3K23.9 [Arabidopsis
thalianaJgb|AAD23681.2/ putative fructose bisphosphate aldolase
[Arabidopsis thaliana]gb|/AAM91583.1/ putative fructose bisphosphate
aldolase [Arabidopsis thalianaJgb|/AAM91184.1] putative fructose
bisphosphate aldolase [Arabidopsis thaliana]Jgb/AAN15425.1] putative
fructose bisphosphate aldolase [Arabidopsis thalianaJgb/AAN13091.1/
putative fructose bisphosphate aldolase [Arabidopsis thaliana]

gb/AAD49767.1/AC007932_15 ESTs gb[N97074, gb|T13943 and
gb/R89965 come from this gene [Arabidopsis thaliana]

S-adenosilmetionina descarboxilase 1, cadeia beta

ref[NP_186896.1| S-adenosylmethionine decarboxylase 1 beta chain
[Arabidopsis thalianajref/NP_001078093.1| S-adenosylmethionine
decarboxylase 1 beta chain [Arabidopsis thalianajref[NP_001154585.1] S-
adenosylmethionine decarboxylase 1 beta chain [Arabidopsis
thaliana]sp/Q96286/[DCAM1_ARATH RecName: Full=S-
adenosylmethionine decarboxylase proenzyme 1; Short=AdoMetDC 1;
Short=SAMDC 1; Contains: RecName: Full=S-adenosylmethionine
decarboxylase 1 alpha chain; Contains: RecName: Full=S-
adenosylmethionine decarboxylase 1 beta chain; Flags:
Precursorgb|AAL16237.1/AF428468 1 AT3902470/F16B3_10 [Arabidopsis
thalianajgb/AAF32454.1| S-adenosylmethionine decarboxylase
[Arabidopsis thaliana]gb/AAK68764.1| S-adenosylmethionine
decarboxylase [Arabidopsis thalianaJgb/AAM10008.1/ S-
adenosylmethionine decarboxylase [Arabidopsis thalianajdbj|BAH19598.1|
AT3G02470 [Arabidopsis thaliana]gb/AEE73812.1] S-adenosylmethionine
decarboxylase 1 beta chain [Arabidopsis thalianaJgb/AEE73813.1/ S-
adenosylmethionine decarboxylase 1 beta chain [Arabidopsis
thalianaJgb/AEE73814.1| S-adenosylmethionine decarboxylase 1 beta
chain [Arabidopsis thaliana]

Oxigenase dependente de oxoacido

refINP_180115.1] putative 2-oxoacid dependent dioxygenase [Arabidopsis
thaliana]sp| QOSKK4/GSL_ARATH RecName: Full=Probable 2-oxoacid
dependent dioxygenasegb/AAD20704.1| putative dioxygenase [Arabidopsis
thalianaJgb|AAK92722.1] putative dioxygenase [Arabidopsis
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Nitrilase (NIT1)

ath:AT3G44310 NIT1; NIT1;
indole-3-acetonitrile nitrilase/
indole-3-acetonitrile nitrile
hydratase/ nitrilase
(EC:3.5.5.1); KO1501 nitrilase
[EC:3.5.5.1]

Frutose bifosfato aldolase,
hipotética

ath:AT4G38970 fructose-
bisphosphate aldolase,
putative; K01623 fructose-
bisphosphate aldolase, class |
[EC:4.1.2.13]

Proteina hipotética

ath:AT1G48300 hypothetical
protein

S-adenosilmetionina
descarboxilase (SAMDC)

ath:AT3G02470 SAMDC;
SAMDC (S-
ADENOSYLMETHIONINE
DECARBOXYLASE);
adenosylmethionine
decarboxylase (EC:4.1.1.50);
K01611 S-adenosylmethionine
decarboxylase [EC:4.1.1.50]

Oxigenase dependente de
oxoglutarato, hipotética

ath:AT2G25450 2-
oxoglutarate-dependent
dioxygenase, putative



thalianaJgb|AAM45103.1/ putative dioxygenase [Arabidopsis
thalianaJgb/AEC07703.1/ putative 2-oxoacid dependent dioxygenase
[Arabidopsis thaliana]

AT3G02468.1 -1,2 -1,2 Proteina hipotética S-adenosilmetionina
descarboxilase
gb/ABD96953. 1| hypothetical protein [Cleome spinosa] Wi-100254666 hypothetical
protein LOC100254666;
K01611 S-adenosylmethionine
decarboxylase [EC:4.1.1.50]
AT3G53420.1 -1,2 -1,2 Aquaporina PIP2-1 Proteina intrinseca a
membrane plasmatica; canal
refINP_190910.1/ aquaporin PIP2-1 [Arabidopsis de agua
thall.ana]ref/NP_001 030851.1] aquaporin PIP2-1 [Arabldops:s' ath-AT3G53420 PIP2A; PIP2A
thaliana]sp|P43286/PIP21_ARATH RecName: Full=Aquaporin PIP2-1; (PLASMA MEMBRANE
AltName: Full=Plasma membrane intrinsic protein 2-1; Short=AtPIP2;1; INTRINSIC PROTEIN 2A);
AltName: Full=Plasma membrane intrinsic protein 2a; water channel; K09872
Short=PIP2agb/AAL16195.1/AF428426 1 AT3g53420/F4P12_120 aquaporin PIP
[Arabidopsis thalianaJemb|CAA53477.1| plasma membrane intrinsic protein
2a [Arabidopsis thalianaJemb/CAB67649.1| plasma membrane intrinsic
protein 2a [Arabidopsis thaliana]gb|AAK62634.1] AT3g53420/F4P12_120
[Arabidopsis thaliana]gb|[AAK73268.1| plasma membrane intrinsic protein
2a [Arabidopsis thalianaJgb|AAL06973.1] AT3953420/F4P12_120
[Arabidopsis thaliana]gb|AAL62366.1| plasma membrane intrinsic protein
2a [Arabidopsis thalianaJgb|AAM65406.1| plasma membrane intrinsic
protein 2a [Arabidopsis thaliana]gb/AEE79083.1| aquaporin PIP2-1
[Arabidopsis thaliana]gb|AEE79084.1] aquaporin PIP2-1 [Arabidopsis
thaliana]
AT4G05320.2 -1,2 -1,2 Proteina hexaubiquitina Proteina semelhante a
poliubiquitina C
ref/XP_002888394.1| hexaubiquitin protein [Arabidopsis lyrata subsp. . Lo
lyrataJgb|EFH64653. 1| hexaubiquitin protein [Arabidopsis lyrata subsp. sés_;k1600521 U9 e P
lyrata]
AT2G45960.3 -1,2 -1,2 Aquaporina PIP1-2 Proteina intrinseca a

AT2G39730.1

=11

reflINP_001078067.1| aquaporin PIP1-2 [Arabidopsis
thalianaJgb|AEC10624.1| aquaporin PIP1-2 [Arabidopsis thaliana]

Ribulose bifosfato carboxilase/oxigenase ativase

refINP_565913.1] ribulose bisphosphate carboxylase/oxygenase activase
[Arabidopsis thalianajsp/P10896/RCA_ARATH RecName: Full=Ribulose
bisphosphate carboxylase/oxygenase activase, chloroplastic; Short=RA;
Short=RuBisCO activase; Flags: Precursorgb/AAG40401.1/AF325049 1
At2939730 [Arabidopsis thalianaJgb|/AAA20202.1| ribulose bisphosphate
carboxylase/oxygenase activase [Arabidopsis thalianajgb/AAB87122.1|
expressed protein [Arabidopsis thalianaJgb|/AAL06995.1]
At2939730/T517.3_ [Arabidopsis thalianaJgb|]AAM66023. 1] unknown
[Arabidopsis thaliana]gb|AEC09714.1| ribulose bisphosphate
carboxylase/oxygenase activase [Arabidopsis thaliana]

membrane plasmatica 1B)

ath:AT2G45960 PIP1B; PIP1B
(NAMED PLASMA
MEMBRANE INTRINSIC
PROTEIN 1B); water channel;
K09872 aquaporin PIP

Rubisco ativase (RCA);
ligacdo de ADP/ligagao de
ATP/regulador de enzima

ath:AT2G39730 RCA; RCA
(RUBISCO ACTIVASE); ADP
binding / ATP binding /
enzyme regulator/ ribulose-
1,5-bisphosphate
carboxylase/oxygenase
activator

Com a anotagéo das proteinas diferencialmente expressas, é possivel avaliar quais processos
metabdlicos foram alterados pela transgenia. As tabelas 3 e 4 contém a anotacao das proteinas

ordenadas por nivel de expressao (fold change) e as 10 primeiras posicdes das duas tabelas
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(expressao aumentada ou diminuida) estdo reportadas na figura 25, com destaque para a proteina
LPT (lipid transfer protein — proteina transportadora de lipideo), que apresentou expressao 119
vezes maior. A QQS (Qua-quine Starch — proteina envolvida na biossintese de amido) foi a menos
expressa, com uma reducao de 87% na expressao (8 vezes menor). As categorias de processos
biol6gicos mais recorrentes das proteinas contidas nas tabelas 1 e 2 estao reportadas na figura 26.
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Figura 25: As 10 proteinas mais expressas e as 10 menos expressas. A) Dentre as 10 proteinas mais
expressas estdo LTP, ERF11, Proteina com repeticdes de anquirina (ankyrin repeat family protein), Proteina
da familia ubiquitina (ubiquitin family protein, Proteina precursora de parede celular (cell wall protein
precursor), Proteina rica em glicina (glycine-rich protein), WRKY33, WRKY40, STZ e UCP5 com destaque
para a LPT que exibiu expressdo 119 vezes maior em plantas transgénicas; B) Dentre as 10 proteinas
menos expressas estdo QQS, LEAS3, LHY, MYB59, AT3G56290, Amido sintase, GASA1, AT3G54500 e
Pectina acetilesterase, com destaque para QQS que apresentou expressdo 8 vezes menor (reducdo de

87%, aproximadamente).
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Resposta a estimulos Resposta a estimulos Metabolismo de

endégenos quimicos Transporte macromoléculas
Resposta a estimulos Resposta a estimulos Organizagdao de componentes
abiéticos bidticos celulares e biogénese Transcricao

Geragdo de metabélitos Regula¢do de processos

Resposta de defesa Respostaimune precursores e energia biolégicos

B Mais expresso

B Menos expresso

Figura 26: Processos bioldgicos das proteinas diferencialmente expressas. As secoes azuis indicam o
namero de ocorréncias relacionadas a genes mais expressos, e as vermelhas indicam as ocorréncias
ligadas a genes menos expressos. As categorias “Metabolismo de macromoléculas” e “Resposta a estimulos
abidticos” apresentaram maior ocorréncia de genes menos expressos, e nas demais categorias ha maior
ocorréncia de genes mais expressos, com destaque para “Resposta imune” e “Geragcdo de metabdlitos
precursores de energia” que apresentam ocorréncias ligadas somente a genes mais expressos. O anexo 2
contém a tebela com a relagdo de proteinas contidas em cada categoria de processo bioldgico.

90



As plantas transgénicas analisadas apresentaram maior expressao de genes relacionados a
defesa, sistema imune, resposta a estimulos (endégenos, quimicos e bioticos), caracterizando a
maior atividade de vias relacionadas a defesa contra patégenos. Categorias ligadas aos processos
de transporte, biogénese, producédo de energia, regulacdo de processos biolégicos e transcricao
também apresentaram mais ocorréncias ligadas a genes mais expressos. Em contrapartida, genes
relacionados a vias de “metabolismo de macromoléculas” e “resposta a estimulos abidticos”
apresentaram maior nimero de ocorréncias relacionadas a genes menos expressos.

Transcritos pertencentes a categoria “geragcdao de metabdlitos precursores e energia” e
“resposta imune” apresentaram ocorréncia somente de transcritos mais expressos. Fazem parte
do primeiro grupo as proteinas PSAD1 (photosystem | reaction center D1), PSAF (photosystem
reaction center F), e LHC (light harvesting chlorophyll complex — também conhecidas como CAB,
chlorophyll a/b binding protein), que estdo presentes na tabelas 3. Dentre as proteinas
relacionadas a resposta imune estdo ERFs (ethylene responsive factors), WRKYs (fatores de
transcricdo) e NHL3 (NDR1/HIN1 like protein 3). Com o intuito de facilitar o entendimento e
visualizacdo das relagcdes entre Hsp90 e as proteinas diferencialmente expressas, foram
construidos dois interatomas com o uso da ferramenta String 9.0. A figura 27 reporta o interatoma
da Hsp90, com destaque para um grupo de proteinas envolvidas em fotossintese, componentes da
categoria de “geracao de metabdlitos precursores e energia”. Dentro deste grupo estéo
algumas proteinas contidas na tabela 3. A figura 28 mostra o interatoma do fator de transcrigao
ERF, no qual podem ser visualizadas outras proteinas detectadas como diferencialmente
expressas neste estudo, principalmente relacionadas a categoria “resposta imune” e
“transcricdo”.

Na categoria “transcrigdo”, foram encontrados ERFs, WRKY, STZ (salt tolerance zinc finger),
SZF1 (salt inducible zinc finger 1), VSP1 (vegetative storage protein 1) com maior expressao, e
LHY (/ate elongated hypocotill), MYB59, RAP2-3 (ethylene responsive fator), CCA1 (circadian clock
associated 1) com menor expressdo. As proteinas ERFs, WRKY, SZF1, VSP1 também estdo
incluidos nas categorias “resposta de defesa”, “resposta a estimulos endégenos” e “resposta
a estimulos quimicos”. As proteinas LHY, MYB, RAP2-3, CCA1 sdo também componentes das
categorias “resposta a estimulos endégenos” e “resposta a estimulos quimicos”.

Adicionalmente, as plantas transgénicas apresentaram uma menor expressao de aquaporinas
(categoria “transporte”) PIP1, PIP2A e PIP1B, e de proteinas relacionadas ao metabolismo de
amido e outros agucares (categoria “metabolismo de macromoléculas”) como QQS (qua-quine
starch), Amido sintase (starch syntase), Frutose bifosfato aldolase (frutose bisphosphate aldolase),
SAMDC (S-adenosylmethionine decarboxylase 1), PDX (pyridoxal biosynthesis protein), Pectina
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acetil esterase (pectinacetylesterase  protein) e  xiloglucano:xiloglucosil  transferase
(xyloglucan:xyloglucosyl transferase).

Apesar da reduzida quantia de RNAm de Hsp90 em plantas transgénicas (segundo dados de
sequenciamento de RNAm) tais diferencas nao foram passiveis de serem detectadas nos niveis de
Hsp90 em extratos protéicos. Tais niveis foram equivalentes, dentro do erro, aos das plantas
controle, como mostrado pelo Westen Blot na figura 29.
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Figura 27: Rede de interacées da Hsp90 em A. thaliana. Dentre os principais interatores diretos da Hsp90 estdo SGT, RPM1, ROF1,
chaperonas como Hsp70 e isoformas da Hsp90, co-chaperonas e HSFs (Heat-shock transcription factors). Em destaque estdo a Hsp90-3 (linha

pontilhada preta) e o grupo de proteinas envolvidas no processo de fotossintese, categoria “geragdo de metabdlitos precursores de energia” (linha
pontilhada vermelha). Interatoma construido a partir do banco de dados String 9.0. A tabela com a descricdo completa das proteinas deste

interatoma encontra-se na secao Anexos (Anexo 3).
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Figura 28: Rede de interacbes do ERF11 em A. thaliana. A rede evidenciou a interacdo com outras
proteinas diferencialmente expressas como STZ, WRKYs, NHL3, SYP122, Proteina com motivo VQ e CCR.
Interatoma construido a partir do banco de dados String 9.0. A tabela com a descricdo completa das

proteinas deste interatoma encontra-se na segao Anexos (Anexo 4).
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Figura 29: Western Blot de extratos protéicos de plantas transgénicas e controle. A partir de extratos
proteicos de plantas WT e transgénicas foi realizado um Western Blot com anticorpo anti-Hsp90, com a
finalidade de se observar as diferengas no nivel desta proteina. Porém, as diferengas nao foram detectaveis
pela metodologia. A) SDS-PAGE 10% corado com Coomassie Blue. As bandas da proteina RuBisCO, seta,
podem ser observadas como controle da massa de extrato aplicada. B) Western Blot, revelado através de
reacao com fosfatase alcalina, evidenciando as bandas de Hsp90. M - Marcador de massa molecular (High
Range - Bio Rad); WT - Extrato proteico de plantas controle 900 ug; H1 - Extrato protéico de plantas
transgénicas H90-4.1 900 pg; P - Hsp90.3 de cana-de-agucar purificada.
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5.1.4.2. Analises fenotipicas

A andlise fenotipica das plantas transgénicas e tipo selvagem (controle negativo) nao revelou
diferencas significativas no peso fresco, no didmetro da roseta e no comprimento da haste da
inflorescéncia (Tabela 5).

Tabela 5: Medidas de didmetro, comprimento da haste de inflorescéncia (altura) e massa fresca de plantas

com 40 DAP. WT: plantas controle (tipo selvagem); H90-4.1 e H90-2.15: linhagens transgénicas
homozigotas.

Diametro (cm) | Altura (cm) Massa (g)
WT 8,0+0,9 17,0+ 3,0 0,8+0,1
H90-4.1 8,6+0,8 19,0+ 2,0 0,8+0,2
H90-2.15 8,5+1,0 17,0+ 3,0 0,8+0,2

Porém, uma analise mais detalhada acerca do comprimento das raizes nos primeiros 7 dias
de germinacdo revelou que as linhagens transgénicas H90-4.1 e H90-2.15 apresentaram
diferencas significativas no comprimento de raiz em relacao ao tipo selvagem (Figura 30; WT — 19
+ 2 mm; H90-4.1 — 23 £ 2 mm; H90-2.15 — 29 + 2 mm).

T
W 50 90/hsp 80 (HS0 - 4.1)

Comprimento Raiz (mm)

Tempo (Dias)

Figura 30: Tamanho das raizes em WT e H90-4.1. Diferencas no desenvolvimento foram observadas para
o crescimento de raizes em meio 0,5xMS 4gar verticalmente incubado. As raizes foram mensuradas apés 6,
7, 8 e 9 dias de incubagado 21-23°C/luz constante. A) Meio 0,5xMS agar com 7 dias de incubacado 21-
23°C/luz constante. B) Comprimento das raizes versus tempo (WT — 19 + 2 mm; H90-4.1 — 23 £ 2 mm). WT
— controle negativo (tipo selvagem), H90 — 4.1 — linhagem transgénica homozigota. Apds 7 dias as
diferencas entre o comprimento das raizes € evidente, sendo estas mais longas nas plantas transgénicas
para a Hsp90-3.
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Adicionalmente, as plantas transgénicas também apresentaram germinacdo mais rapida em

relagéo ao controle (Figura 31).

WT

Figura 31: Germinacdo de WT e H0-4.1. Diferengas no desenvolvimento com relagdo a germinacéo foram

observadas em 0,5xMS &gar e liquido incubadas a 21-23°C/luz constante. A germinagao foi inspecionada
nos dias 1, 2, 3 e 4 de incubagdo. A) 0,5xMS agar e B) 0,5xMS liquido, incubacgéo por 3 dias 21-23°C/luz
constante. E possivel notar em H90-4.1 que a maioria dos cotilédones estdo completamente desenvolvidos,
com radiculas emergentes, e em WT os cotilédones estdao em desenvolvimento. WT — controle negativo (tipo
selvagem), H90-4.1 — linhagem transgénica homozigota. As setas cheias indicam exemplares de cotilédones

desenvolvidos.
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5.1.4.3. Tolerancia a estresses

5.1.4.3.1. Estresse térmico — alta temperatura
Visto que as chaperonas tém um importante papel tanto na manutengdo da homeostase
protéica quanto no desenvolvimento do vegetal em condigbes normais quanto de estresse,
também foi investigada a tolerdncia das linhagens transgénicas frente os estresses térmico,
osmotico e salino.
As plantas transgénicas foram menos tolerantes ao aumento de temperatura, exibindo uma
recuperacao pos-estresse inferior em relacéao as plantas controle (WT) apés o periodo de 18 dias

de recuperacao (Figura 32).

H90-4.1 WT

Figura 32: Recuperacéao de estresse térmico (alta temperatura). Com a finalidade de verificar a tolerancia
a estresse térmico (alta temperatura), sementes WT e transgénicas foram germinadas em meio 0,5x MS
agar, e com 3 dias de incubagao (21-23°C/luz constante) foram submetidas a temperatura de 45°C durante 1
h. Em seguida as placas foram retornadas as condi¢des iniciais para recuperacéo por mais 18 dias. WT —

controle negativo (tipo selvagem), H90-4.1 — linhagem transgénica homozigota.
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5.1.4.3.2. Estresse térmico — baixa temperatura

A germinagédo frente a baixas temperaturas também foi investigada, a fim de verificar se o
padrdo de desenvolvimento detectado na auséncia de estresse é mantido.
Quando submetidas a baixas temperaturas (4°C/sem luz, por 9 dias), exibem mais uma vez

germinagao acelerada em relagao as plantas tipo selvagem (Figura 33).

A

Figura 33: Plantas germinadas em 0,5xMS a 4°C/sem luz durante 9 dias. A germinagdo sob estresse

térmico (baixa temperatura) foi verificada em meio 0,5xMS liquido incubado a 4°C/sem luz, a germinacéao foi
inspecionada durante 9 dias. E possivel notar que em WT as radiculas estdo emergindo, e na linhagem
transgénica H90-4.1 as radiculas ja emergiram e os cotilédones estdo em desenvolvimento. WT — controle
negativo (tipo selvagem), H90-4.1 — linhagem transgénica homozigota. As setas pontilhadas indicam em WT
as radiculas emergentes, e as setas cheias indicam em H90-4.1 as raizes desenvolvidas e os cotilédones

desenvolvidos.
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5.1.4.3.3. Estresse salino - NaCl
Frente a estresse salino (NaCl 50 e 100 mM), as plantas transgénicas mantém a germinacao
mais rapida, porém as diferengas com relagéo ao desenvolvimento das radiculas e cotilédones sao

menos marcantes (Figura 34), e ndo se observa diferencas no comprimento das raizes (dados nao
| .
B ‘ i~:l

C..

H90-4.1 WT

Figura 34: Germinacédo sob estresse salino. Plantas germinadas durante 3 dias 21-23°C/luz constante em

mostrados).

0,5xMS &gar com adicdo de A) NaCl 100 mM, B) NaCl 50 mM e C) sem aditivos. E possivel notar que em
H90-4.1 os cotilédones estdo completamente desenvolvidos, e em WT alguns individuos em B)
apresentaram cotilédones totalmente abertos e/ou emergindo. WT — controle negativo (tipo selvagem), H90-
4.1 — linhagem transgénica homozigota.
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5.1.4.3.4. Estresse osmético
As linhagens transgénicas também foram investigadas com relagéo a tolerancia a estresse
osmotico produzido por manitol. Verificou-se que plantas transgénicas submetidas a estresse
osmotico também exibiram raizes maiores do que a planta tipo selvagem (Figura 35), porém com

diferencas menos marcantes na germinacao (Figura 36).
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Figura 35: Comprimento das raizes sob estresse osmoatico. As plantas foram germinadas durante 7 dias

21-23°C/luz constante em 0,5xMS agar com adigao de manitol 150 mM para a verificagdo da resposta a
estresse osmatico. A) Comprimento das raizes versus condigées de crescimento. B) Germinagao a 90° para
a medida do comprimento das raizes. WT - controle negativo (tipo selvagem), H90-4.1 — linhagem
transgénica homozigota. E possivel notar que as raizes da linhagem transgénica possuem comprimento

maior em relacéo ao controle.
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WT H90-4.1

Figura 36: Germinacao sob estresse osmotico. Plantas germinadas durante 3 dias 21-23°C/luz constante
em 0,5xMS &gar com adicdo de manitol 150 mM. As diferengcas com relagdo a germinagdo sdo menos
evidentes se comparadas aos controles na auséncia de estresse (ver Figura 34). WT — controle negativo

(tipo selvagem), H90-4.1 — linhagem transgénica homozigota.
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5.2.Parte B — Caracterizacao Biofisica da co-chaperona HOP.

Nesta secdo apresentamos os resultados da caracterizagdo biofisica da co-chaperona Hop
humana, com uma substituicdo do aminoacido aspartato (D) por glicina (G) no dominio TPR2B, a
qual denominamos Hop D456G. O trabalho deu origem a publicacdo: Human Hsp70/Hsp90
organizing protein (Hop) D456G is a mixture of monomeric and dimeric species. (2010) Gongalves,
DC, Gava, LM & Ramos, CHI. Protein and Peptide Letters, (17) 492-498 (Anexo 1).

5.2.1. Expressao, purificacao e caracterizacao inicial

A sequéncia da proteina clonada esté representada na figura a seguir (Figura 37). O residuo
D456 corresponde ao residuo 12 da hélice 3B do TPR2B trocado por glicina estd destacado em
negrito.

TPR1 | DP1 DP2 }—
4 118 223 352 353 477 543

B MEQVNELKEKGNKALSVGNIDDALQCYSEATKLDPHNHVLYSNRSAAYAKKGDYQK

AYEDGCKTVDLKPDWGKGYSRKAAALEFLNRFEEAKRTYEEGLKHEANNPQLKEGL
ONMEARLAERKFMNPENMPNLYQKLESDPRTRTLLSDPTYRELIEQLRNKPSDLGT

KLQDPRIMTTLSVLLGVDLGSMDEEEE IATPPPPPPPKKETKPEPMEEDLPENKKQ

DAKLYSNRAACYTKLLE FQLALKDCEECIQLEPT FIKGYTRKAAALEAMKDYT
DVYOKAL«LDSSCKEAADGYQRCMMAQ Y NRH DRI HDAAN VA YD) S AVC IO NN UFSIDI=FAN
RLILEQMOKDPOALSEHLKNPVIAQKIQKLMDVGLIATR

Figura 37: Arranjo estrutural da Hop D456G. A) A Hop é composta por 3 dominios TPR e dois dominios
contendo repetigbes de aspartato e prolina (DP) com o seguinte arranjo: TPR1-TPR2A-DP1-TPR2B-DP2. B)
A sequencia de amino&cidos com as cores representativas dos dominios ilustrados em A. O residuo G456

encontra-se destacado em negrito.

A sequéncia ilustrada na figura 37 foi clonada em vetor pET28a, contendo uma cauda de
histidina para facilitar a purificagdo, e entdo sequenciada completamente com os oligonucleotideos
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utilizados para a clonagem HOP_F e HOP_R. A proteina clonada em vetor de pET28a foi expressa

em E. coli, com bom rendimento nas condigbes de expressao a 37 °C, durante 3 horas (Figura 38).

M NI 1Th 2h 3h

TilRe e

Figura 38: Inducdo da proteina. SDS-PAGE 12% da indugédo nas condicoes de 37 °C e 200 rpm, com

aliquotas colhidas 1h, 2h e 3h apos a adi¢do do indutor IPTG. M - Marcador de massa molecular (Bio-Rad
High range), NI - cultura ndo-induzida, antes da adigao de IPTG.

A proteina Hop D456G foi obtida pura apds 3 passos cromatograficos (afinidade em coluna de
niquel, troca aniénica, gel filtragdo), como ilustrado na figura 39.
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Figura 39: Purificacdo da Hop D456G. SDS-PAGE 12% dos passos cromatograficos, apds os
quais a proteina foi obtida pura. 1 - Padrdo de massa molecular (BioRad High range), 2 - Padréao
de massa molecular (BioRad Broad range), Li - fracdo soluvel, apés lise bacteriana, Af - apds

cromatografia de afinidade, le - apds cromatografia de troca ibnica, Gf - ap6s cromatografia por gel

filtragao.

Experimentos de dicroismo circular e fluorescéncia do triptofano mostraram que a proteina
Hop D456G foi purificada enovelada, com estrutura formada predominantemente por hélice-alfa
(Figura 40 A), com conteudo desta estrutura estimado em 64 + 4% (Tabela 6). O espectro de
dicroismo circular exibiu minimos em 210 e 221 nm, com sinais de -24800 e -28100 deg.cm?.dmol’
' respectivamente (tabela 6). A proteina tem um triptofano localizado no dominio TPR1, e o
espectro de emissao de fluorescéncia exibiu maximo de fluorescéncia a 339 + 1 nm e centro de
massa espectral de 345 + 1 nm (Figura 40 B), indicando que o triptofano esta localizado em meio

hidrofébico, protegido pela estrutura da proteina.

105



30000

20000 =

10000 = i

[0] deg.cm®.dmol”

-10000

L)
=
_I

-

> .

L iig
| ‘iﬁmﬁﬁ? o

-30000 '] P '] 2 a '] 2 '] 2 [l 2
200 210 220 230 240 250 260

-20000

Comprimento de Onda (nm)

1,0F —
B ® Hop-D456G
b © Hop-D456G + Uréia 6M
o 0,8 L
Y/ %
3 s
€ osh .
o )
2
b L)
i) A
Y 8
@
Q
] L
Q
S
=] 0,2
|18
b
0.0 [ a [ ™ ['] 2 ] ™ ['] Py 2 A
320 340 360 380 400 420 440

Comprimento de Onda (nm)

Figura 40: Hop D456G foi purificada enovelada. A) Espectro de dicroismo circular. A elipsidade residual
molar foi medida de 200 a 260 nm, proteina em tampao 25 mM Tris-HCI (pH 7,5) 200 mM NaCl e 2 mM de
EDTA. O perfil do espectro é caracteristico de proteinas ricas em hélice-alfa. B) Espectro de emissao de
fluorescéncia. Excitacdo a 295 nm e espectro de emissdo analisado de 300 a 450 nm em tampao 25 mM
Tris-HCI (pH 7,5) 200 mM NaCl e 2 mM de EDTA, na auséncia ou na presenga de 6 M de uréia. Os
espectros de fluorescéncia revelam que o triptofano encontra-se em meio hidrofébico, protegido pela
estrutura da proteina. O A, foi de 339 £ 1 nm e centro de massa espectral de 345 £ 1 nm. Na presenca de
6 M de uréia o Anay foi de 354 £ 1 nm e centro de massa espectral de 361 £ 1 nm.
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Experimentos de desenovelamento térmico monitorado por dicroismo circular mostraram que

a Hop D456G possui desenovelamento reversivel através de uma curva de transigdo sigmoidal,
com T, de 53 £ 1 °C (Tabela 6 e Figura 41).
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Figura 41: Desenovelamento térmico. O desenovelamento térmico foi monitorado a 222 nm em tampao 25
mM Tris-HCI (pH 7,5) 200 mM NaCl e 2 mM de EDTA. Os valores foram transformados em fracao (a) com

base nos valores de maior e menor valor. Hop D456G possui desenovelamento reversivel através de uma

curva de transicao sigmoidal, com T, de 53 + 1 °C. Os pontos pretos mostram o aquecimento da proteina de

20-80 °C, e os pontos brancos mostram o resfriamento de 60 a 20 °C apo6s aquecimento até 60 °C.

Tabela 6: Parametros espectroscépicos e de estabilidade.

Dicroismo circular | Dicroismo circular i Tm de
Conteudo estimado
a210 a 221 . desenovelamento
0 a 9 4 de hélice-alfa
(deg.cm”.dmol’) (deg.cm®.dmol’™) (°C)
Hop -25000 + 600° -29000 + 600 65 + 6% 54 + 2°
Hop D456G -24800 + 400 -28100 + 300 64 + 4% 53+ 1

a, de Prodromou et al, 1999.
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5.2.2. Determinacao do estado oligomérico e propriedadas hidrodinamicas
Para investigar o estado oligomérico e massa molecular, a Hop D456G foi submetida a
experimentos de ultracentrifugacao analitica (UCA) por sedimentacdo em equilibrio (SE), no qual a
proteina foi detectada com espécie Unica com massa molecular de 66 * 2 kDa (Figura 42 e Tabela
7), similar ao valor predito para o monémero (66,4 kDa) com base na sequencia de aminoacidos. A
distribuicdo randémica do residual (Figura 42, painel superior) indica a qualidade do ajuste, de

acordo com uma espécie Unica.
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-0,02
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Figura 42: Experimento ultracentrifugacao analitica — sedimentacdo em equilibrio. A analise dos dados
envolve o ajuste dos mesmos a um modelo de absorbancia versus raio com o uso de regrassao linear, feito
através do software Origin (Microcal). O melhor ajuste foi determinado pela distribuicdo aleatéria do residual
e minimizacdo da variancia (5x10°), a distribuicdo randdémica do residual (painel superior) indica a boa
qualidade de ajuste, de acordo com uma espécie Unica com massa molecular de 66 + 2 kDa. Os
experimentos foram conduzidos nas velocidades de 4000 a 10000 rpm a 20 °C, com leitura e aquisi¢cdo dos
dados a 279 nm. O gréfico mostra os melhores ajustes dos dados experimentais para 1,2 mg/mL a 9000 e
10000 rpm.
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Eletroforese em gel nativo (BN-PAGE) é também um método utilizado para acessar o estado
oligomérico, massa molecular e homogeneidade de proteinas nativas (Schagger et al, 1994).
Neste experimento a Hop D456G nativa exibiu migragdo principalmente como monémero se
comparada aos padroes: Hop D456G desenovelada (por calor e uréia) como um padrdo de
migracao do monémero, BSA uma proteina com migracao na forma de dimero e monémero (66 e
132 kDa, respectivamente), e Conalbumina com 78 kDa (Figura 43). Além do mon6mero, Hop
D456G apresentou também espécies oligoméricas.

Hop-D456G
Co BSA Hop-D456G Desenovelada

Figura 43: Eletroforese em gel nativo. BN-PAGE é um método que permite acessar o estado oligomérico,
massa molecular e homogeneidade de proteinas nativas. A mobilidade eletroforética das proteinas é
determinada principalmente pela carga negativa do corante Coomassie Blue ligado as mesmas. Hop D456G
(mondmero 66,4 kDa; pl 6,9), Albumina bovina (BSA, 66 e 132 kDa, mondémero e dimero respectivamente, pl
4,9), Conalbumina (Co, 78 kDa; pl 5,9), e a Hop D456G desenovelada (como paddo de migracdo do
mondmero; uréia 4 M, 90 °C, 15 min).

Experimentos de cromatografia de exclusdo molecular acoplado a espalhamento de luz (SEC-
MALS: Size Exclusion Chromatography — Multi-angle Light Scattering) também corroboram com os
dados de ultracentrifugagé@o analitica e gel nativo. SEC-MALS é uma técnica robusta, que fornece

a massa molecular absoluta, sem a necessidade de calibragcdo com proteinas padrdo, como a
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exclusao molecular tradicional (Li et al 2009). A proteina apresenta eluicdo homogénea, e os picos
de detecgdo da UV e do espalhamento de luz a 90° estdo bem alinhados, indicando que a proteina
foi detectada por ambos os métodos (Figura 44). O pico contém a maioria da populagdo com
massa molecular de 65 kDa aproximadamente.

= 1000

g 1.0 = s Fspalhamento de luz
) uv 4
s i e Distribuicaode 1
v} Massa molecular .
w 0.8
@ 100
1T} - E
3 { 5
=T 1 ¢
5 1 4

[ =
g i 2
(i1 0,4 - g
g <110 £
= [ 3 )
8 o2k :
7]
m -
(] P .
=
D 0,0

20 25 30 35
Tempo de elui¢do (min)

Figura 44: SEC-MALS. A cromatografia de exclusdo molecular € uma técnica robusta para a detecg¢édo da
massa absoluta de uma proteina, sem a necessidade de padrdes de massa molecular. A proteina
apresentou eluicAo homogénea, simultaneamente detectada por UV (linha preta) e pelo detector de
espalhamento de luz (linha cinza). O Momento de massa molecular foi de 66,45 £ 1,0 kDa (2%), com
polidispersao de 1%.

As propriedades hidrodinamicas foram investigadas para a obtencédo informacgdes iniciais
sobre a forma da molécula. Experimentos de gel filtragdo analiticas foram utilizados para o calculo
do raio de Stokes (Rs), também conhecido como raio hidrodinamico (R;). Os resultados mostraram
que a Hop D456G elui como uma espécie homogénea (Figura 45), com raio de Stokes de 44 + 2 A
(Figura 45 e Tabela 7).

O valor de R;s foi utilizado para o calculo do fator de Perrin (F) (Cantor & Schimmel, 1980), o
qual é um informativo da forma da molécula. O fator de Perrin é a razdo entre coeficiente friccional
medido f e o coeficiente friccional calculado f, para uma esfera de raio hipotético, calculado com

base em na massa molecular. Como as moléculas sao tratadas como globulares (com raios
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equatorial, a, e polar, b, iguais) para os calculos tedéricos, a razao f/f, proporciona informacdes
sobre forma, pois quanto mais préximo de 1 o valor de F, mais pr6ximo de uma esfera é a forma.
Hop D456G foi detectada como uma molécula assimétrica, com F de 1,6.

Adicionalmente, experimentos de espalhamento dindmico de luz foram utilizados para medir o
coeficiente de difusdo D de acordo com as concentracdes de proteina. Os coeficientes padrao de
difusdo (D) foram determinados para cada concentracdo de proteina e plotados para a
obtengao do valor de Dy, a concentragdo de 0 mg/mL (D%;,) por extrapolacdo (Figura 46). As
medidas revelaram um D%, de 6,2 x 107 + 0,2 cm?s (Figura 46 e Tabela 7). O fator de Perrin
também pode ser calculado pela razao entre Degsers/ D20, , desta forma uma esfera com a massa
do mondmero da Hop D456G teria um raio de Stokes de 27 A, e D%, tedrico de 8,0 x 107 cm?/s,
com um fator de Perrin de 1,3.

Tabela 7: Parametros hidrodinamicos da HOP D456G.

Massa molecular Raio de Stokes por cromatografia | Coeficiente de difusao (D”zo,w) por
ultracentrifugacao analitica de gel filtragéo analitica espalhamento dindmico de luz
(kDa) A) (cm?/s)
66 + 2 44 +2° 62x107+0,2°

a, Fator de Perrin = 1,3, b, Fator de Perrin = 1,6;
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Figura 45: Experimento de gel filtracdo analitica. A cromatografia de gel filtragdo analitica foi utilizada
para o calculo do Raio de Stokes (Rs), também conhecido como raio hidrodinamico (Ry). A) Cromatografia.

Proteinas padrao, com Rs conhecidos (linha pontilhada) e a Hop D456G (linha sélida) foram aplicadas em
uma coluna de gel filtragdo. B) Analise dos dados. Os volumes de eluigdo dos padrdes (—,/logK,, ) foram

calculados para a construcéo do grafico volume de eluigao versus Rs. O volume de eluigdo da Hop D456G

foi inserido na equacgéao (quadrado branco), sendo correspondente ao Raio de Stokes de 44 + 2 A
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Figura 46: Grafico do D, versus a concentracdo de proteina. Os valores de coeficiente de difusdo Dyg
foram calculados através de dados de espalhamento dindmico de luz e entdo utilizados para o caculo do
D%, através de regrassao linear. A Hop D456G apresentou D%, de 6,2x107 cm?s.
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6. DISCUSSAO

6.1.Parte A - Caracterizacao Funcional de uma A. thaliana transgénica

A Hsp90 de cana-de-agucar foi classificada através de comparagao com sequéncias de Hsp90
de Arabidopsis, relativamente mais estudadas e caracterizadas em relagdo a sequéncia de cana-
de-acucar. A Hsp90 de cana apresentou maior valor de identidade com a isoforma Hsp90-3 de
Arabidopsis, que tem localizagao citosélica e expressao constitutiva (Krishna & Gloor, 2001).
Adicionalmente, esta isoforma é expressa em todos os tecidos, porém mais abundante no
meristema apical de raizes e em pélen. E induzida por 4cido indol acético (auxina) e por NaCl, e a
superexpressao desta isoforma aumenta a tolerancia ao calcio (Song et al, 2009).

A transformacdo de A. thaliana com a chaperona Hsp90-3 de cana-de-agucar (Hsp82) foi
realizada com sucesso, gerando plantas resistentes a marca de selecdo do vetor (canamicina).
Duas linhagens homozigotas foram selecionadas (H90-4.1 e H90-2.15) e estas exibiram resultados
semelhantes com relacdo a expressdo génica, germinacdo, desenvolvimento de raizes e
resisténcia a estresses.

Plantas transgénicas exibiram fenétipo semelhante em relacdo as plantas controle (plantas
tipo selvagem — WT), sugerindo que a transgenia ndo ocasionou mudancgas drasticas na estrutura
e desenvolvimento destas plantas. Song e colaboradores produziram A. thaliana transgénicas com
trés isoformas da Hsp90 (2, 5 e 9) e ndo reportaram alteracbes fenotipicas decorrentes da
superexpressao. Em N. bentamiana, porém, o silenciamento da Hsp90 via RNAi ocasionou atrofia
além de outras alteragdes (Kanzaki et al, 2003).

A avaliagdo da expressédo revelou uma redugéo de aproximadamente 37% nos niveis de
Hsp90 nas plantas transgénicas. Apesar do uso de um promotor constitutivo como o 35S, o
silenciamento pode ocorrer quando o nivel de transcritos ultrapassa um limiar especifico, como um
mecanismo de defesa contra infec¢do por virus, por exemplo. Desta forma, tanto o gene como a
sequéncia promotora podem sofrer metilagcdo, o que compromete a expressao (Mishiba et al,
2010). Tais fatores podem explicar a ndo superexpressdo da proteina, como inicialmente
planejado.

Uma vez que pequenas alteragdes na expressao génica podem causar grandes impactos, o
transcriptoma das plantas transgénicas foi avaliado via sequenciamento de RNAm. Os dados
mostram que a perturbagcdo dos niveis da Hsp90 (redugdo dos niveis), causou impactos na

transcricdo de outros genes. Os transcritos diferencialmente expressos foram avaliados e
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classificados de acordo com a participacdo em um ou mais processos bioldgicos. Dentre os
processos biol6gicos mais recorrentes, temos as categorias “geracdo de metabdlitos
precursores e energia”’ e “resposta imune”, que apresentaram apenas transcritos mais
expressos. Adicionalmente, as categorias “transporte”, “organizacdo de componentes
celulares e biogénese”, “regulagdao de processos biologicos”, “resposta de defesa”,
“resposta a estimulos (endégenos, quimicos e bibticos)” e “transcrigdo” apresentaram uma
maioria de transcritos mais expressos, ao passo que “metabolismo de macromoléculas” e
“resposta a estimulos abidticos” apresentaram maioria de transcritos menos expressos. Tal
perfil de expressao revela que as plantas transgénicas estdo com vias de resposta imune e de
resposta a estresses (principalmente bibtico) ativadas, como se a planta estivesse infectada por
patdgenos, fato que néo foi observado.

Variagbes na expressao génica sdo recorrentes até mesmo em organismos de patriménio
genético idéntico, desta forma tais variagdes podem ser fonte de plasticidade, com consequéncias
fisioldgicas e fenotipicas sutis ou drasticas. Uma vez que os genes estdo organizados em circuitos
regulatorios, os niveis de expressao de um determinado gene podem influenciar outros (Raser &
O’Shea, 2005; EI-Samad & Weissman, 2011).

Com a finalidade de evidenciar algumas das relacbes entre a Hsp90 e as proteinas
diferencialmente expressas, buscas na literatura bem como em bancos de dados publicos como o
HSP90Int (http://www.picard.ch/Hsp90Int/) (Echeverria et al, 2011), IntAct
(http://www.ebi.ac.uk/intact/), String 9.0 (http://string-db.org/) e CCSB
(http://interactome.dfci.harvard.edu/) foram executadas, com a evidéncia de interacdes diretas e

indiretas. Um dos interatomas construidos com a feramenta String 9.0 evidenciou a interacdo da
Hsp90 com um grupo de proteinas envolvidas na fotossintese, componentes da categoria de
“geracao de metabolitos precursores e energia”. A interacdo com tais proteinas ocorre de
forma indireta, através da PSBO1 (photosystem Il oxigen evolving complex), que € uma
subunidade do fotossistema Il, responséavel pela estabilizacdo do grupo managanés e turnover de
proteinas do fotossistema (de las Rivas & Barber, 2004).

De fato, as Hsp90 citosdlicas sao importantes ndo somente para o enovelamento de proteinas
do cloroplasto, mas também no transporte para esta organela, uma vez que estas proteinas sao
codificadas por genes nucleares e sao importadas pos-traducionalmente. E esta funcédo é
executada com o auxilio da Hsp70 e da Hop (Fellerer et al, 2011). Ainda, a Hsp90 regula a
expressao de genes relacionados a fotossintese (PhANG - photosynthesis-associated nuclear
genes) em resposta a sinais do cloroplasto (Kindgren et al, 2011).
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Outro grupo de interatores de Hsp90 a ser destacado envolve proteinas importantes para a
resposta imune, como por exemplo, SGT1, RPM1, RAR1 (Seo et al., 2008; Hubert et al., 2003,
Noél et al., 2007) presentes no interatoma da Hsp90. No presente estudo foram encontradas com
maior expressdo nas plantas transgénicas as proteinas ERFs (ethylene responsive factors),
WRKYs (fatores de transcricdo) e NHL3 (NDR1/HIN1 like protein 3), relacionadas a categoria
“resposta imune”.

A Hsp90 partcipa de eventos de resposta imune, ativando proteinas NLR (ou NB-LRR,
nucleotide binding site-leucine rich repeat) as quais reconhecem antigenos e disparam a
sinalizacdo da resposta (Seo et al, 2008). A proteina NHL3 esta envolvida na defesa, responsavel
por conferir resisténcia a certos patégenos (Varet et al, 2003). Proteinas com motivo WRKY fazem
parte da maior familia de reguladores transcricionais em plantas, os quais podem atuar como
ativadores ou repressores de processos diversos, dentre eles a resposta imune (Rushton et al,
2010). O hormébnio vegetal etileno tem um papel conhecido na resposta de defesa, e tanto ERFs
como WRKYs podem ser alvo de quinases ativadas por resposta de defesa (Nimchuk et al, 2003).
Adicionalmente, ERFs e proteinas com dominio WRKY interagem com a Hsp90 e com HSF (heat
shock transcription factors) (Xu et al, 2011; Shirasu et al, 2009).

Dentre as proteinas com expressao diferencial (fold-change maior que 1,0 e menor que -1,0),
a mais expressa foi uma LTP, que participa da biogénese de membranas, embriogénese, reacdes
de defesa contra fitopatégenos e adaptacédo a diversas condicbes ambientais (Kader, 1996). A
QQS (Qua-quine Starch), proteina envolvida na biossintese de amido (Li et al, 2009) foi a menos
expressa. Nao existem dados na literatura que relacionam, indireta ou diretamente, estas proteinas
com a Hsp90. E possivel que haja uma relagdo indireta, e que as perturbacdes nos niveis de
Hsp90 tenham desencadeado respostas que culminaram na alteracao dos niveis destas proteinas.

E interessante salientar que muitas interacdes reportadas na literatura ainda nao constam nos
bancos de dados acima citados, principalmente quando se trata de plantas. Tais fatores dificultam
o estabelecimento das relagées quando ndo ha vias ortélogas em mamiferos. Adicionalmente, ha
muito ainda por se explorar sobre o interatoma de Hsp90 em plantas.

O sequenciamento de RNAm é uma ferramenta bastante Uutil para a avaliagcdo do
transcriptoma e das respostas desencadeadas frente diferentes tratamentos e até mesmo na
comparagao entre diferentes espécies (Wang et al, 2009). Neste estudo foi possivel destacar
genes diferencialmente expressos frente a perturbagdes nos niveis de Hsp90, porém mais estudos
s80 necessarios para corroborar os dados, através de analises protedmicas dos transgénicos por
exemplo. Visto que ainda ndo é possivel responder se tais mudangas na expressao génica global
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sao resultado apenas da reducdo dos niveis de Hsp90, ou se ha influéncia do processo de
transgenia e insercao do 35S.

A avaliagdo de eventos do desenvolvimento como germinagcdo e comprimento de raizes,
evidenciou que as plantas transgénicas exibem germinacdo mais rapida e raizes de maior
comprimento. Mdltiplos fatores estdo envolvidos na germinacdo e desenvolvimento de raizes em
plantas, como horménios vegetais, redes especificas de sinalizacdo, expressao génica diferencial
(espaco e tempo), entre outros fatores. Em Brassica napus, a andlise da expressao de Hsp90 em
sementes em desenvolvimento mostrou que a proteina é expressa em altos niveis durante todos
os estagios de desenvolvimento de sementes avaliados. E a expressdao de Hsp90 foi também
detectada em sementes em germinagdo, meristema radicular e durante os processos de
alongamento dos eixos e desenvolvimento dos cotilédones. Os altos niveis de expressdo de
Hsp90 em sementes (em desenvolvimento e em germinagdo) sugerem o envolvimento destas
proteinas durante tais processos (Krishna et al 1998), porém ainda ndo se sabe o exato papel da
Hsp90 neste processo. Hormonios vegetais esterdides como os brassinosterdides atuam no
desenvolvimento de raizes (Mussig et al, 2003). Ha informagbes sobre o envolvimento da Hsp90
nos complexos de maturagéao dos receptores de hormdnios esterdides em mamiferos (Pratt & Toft,
2003), porém esta atuacao ainda nao foi descrita em plantas.

Dado o notavel papel das chaperonas em condicdes de estresse, foram avaliados também os
impactos de estresses osmotico, térmico e salino nas plantas transgénicas. Submetidas estresse
salino e osmético, as plantas transgénicas ainda exibiram germinacdo mais rapida, porém as
diferencas de germinacao entre transgénico e controle (tipo selvagem) foram menos drasticas sob
estresse, se comparadas a germinacao na auséncia de estresse. Imai & Yahara (2000) verificaram
que um aumento de 20 vezes na expressdo da Hsp90 em leveduras causa sensibilidade a altas
concentracoes de NaCl, o que também ocorre quando os niveis de Hsp90 estdo abaixo de 30%. E
a Hsp90 também ¢é requerida para a resposta a estresse osmoético em leveduras (Yang et al,
2006). Tais exemplos ilustram a importancia dos niveis de Hsp90 para a resposta a estresses.

Quando submetidas a choque térmico 45°C/1h, as plantas transgénicas exibiram uma
recuperacao pos-estresse inferior ao controle, revelando que a transgenia prejudicou a resposta ao
estresse térmico. Em A. thaliana foi reportado que a ROF1 (co-chaperona) participa da modulacéo
da termotolerancia (Meiri & Breiman, 2009) e o tratamento com brassinosteréide € capaz de
conferir termotolerancia em Brassica napus e tomate (Dhaubhadel et al, 1999). Chaperonas como
a Hsp100 tem papel bem descrito na termotolerancia (Queitsch et al, 2000), portanto é provavel
que haja um envolvimento indireto da chaperona Hsp90, possivelmente através de suas co-
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chaperonas e outras chaperonas, ou até mesmo no nivel transcricional, uma vez que a Hsp90
interage com HSFs (Yamada et al, 2007; Yamada & Nishmura, 2008).

As chaperonas moleculares sdo componentes chave do sistema de controle de qualidade
proteico (protein quality control system — PQC), com um papel essencial no enovelamento,
manutencao da atividade, estabilidade e degradacédo de polipeptideos. Assim, as chaperonas ou
Hsps (Heat shock proteins) tem uma atuacdo que vai além da protecdo contra estresses,
configurando um papel regulatério, o que € corroborado pelos resultados deste trabalho.

Os resultados sugerem que a Hsp90 tem um importante papel na regulagdo da germinagéo e
desenvolvimento das raizes, e que os niveis de Hsp90 sao criticos para a resposta a estresses e
para a homeostase protéica celular. Os dados deste estudo ajudam a elucidar alguns aspectos do
papel das chaperonas moleculares, em especial da Hsp90, na resposta imune, no
desenvolvimento, plasticidade e resposta a estresses em vegetais.
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6.2. Parte B - Caracterizacao biofisica da co-chaperona Hop

A Hop é uma co-chaporona de estrutura composta majoritariamente por dominios TPR e a
interacdo com chaperonas como a Hsp70 e Hsp90, acontecem com o envolvimento de diferentes
dominios TPR da Hop, o que permite a interacao simultdnea com ambas chaperonas (Carrigan et
al, 2004). Embora nao existam dados da estrutura completa da Hop, Carrigan e colaboradores
(2004) mostraram que a Hop se liga a Hsp90 como um dimero. Em funcao de sua propriedade de
interagir simultaneamente com Hsp70 e Hsp90, se faz importante conhecer o estado oligomérico
da Hop, pois tal fato pode ditar a formacao de complexos em funcéo da disponibilidade de um ou
dois sitios para a ligacao das chaperonas Hsp70 e Hsp90.

Para responder se o residuo D456 tem importancia na dimerizacéao do TPR2B a proteina Hop
D456G foi estudada. Longshaw e colaboradores (2009) ja& haviam mostrado duas regides
degeneradas no alinhamento do dominio TPR2B, com TPR1 e TPR2A, e uma destas regides
corresponde ao residuo D456 (posigao 12 da hélice 3B do TPR2B).

A proteina clonada em pET28a foi obtida pura e com bom rendimento atraveés de 3 passos
cromatograficos, e enovelada como mostrado pelos espectros de dicroismo circular e
fluorescéncia. Os minimos do espectro de dicroismo circular (Tabela 6), assim como o valor T,
(desenovelamento térmico) estdo dentro da margem de erro dos dados reportados para a proteina
tipo selvagem (Carrigan et al, 2006), indicando que a Hop D456G tem estrutura secundaria e
estabilidade térmica similares a proteina tipo selvagem.

Acerca do estado oligomérico, a Hop D456G foi detectado como monémero através das
técnicas de ultracentrifugacao analitica (UAC), SEC-MALS, e gel nativo. No experimento utilizando
gel nativo foi possivel observar que a proteina enovelada possui outros estados oligoméricos,
provavelmente dimeros e oligdmeros maiores. A participagdo do dominio TPR2B na dimerizacao
tem sido sugerida na literatura. Onuhuoa e colaboradores (2008) mostraram que a proteina Hop
com delecao do dominio DP2 (1-477) € um dimero, com delecao do dominio TPR2B (1-352) ha um
equilibrio mondémero-dimero e a delecado do TPR2A (1-211) converteu a proteina em um
mondmero. Adicionalmente, Onuhoua et al mostraram a Hop com o dominio TPR2B deletado € um
monémero a 5 uM, concentracao similar a utilizada nos experimentos de UAC, e dimero a 50 puM,
concentracao similar a utilizada nos experimentos de BN-PAGE. Nossos resultados sugerem que a
a Hop D456G foi convertida em um equilibrio monémero-dimero, o que também foi verificado para
mutantes de delecao do dominio TPR2B (Scheufler et al, 2000). Ainda, estudos com mutagbes de
ponto no TPR2B da Hop inteira (K429E, K429A, R433E, R433A (Carrigan et al, 2004), K364A-
N368A a K429A-R433A (Longshaw et al, 2009) ndo mostraram efeitos na dimerizacao.
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Com o valor dos parametros hidrodinamicos Rs e D%, foi possivel calcular o Fator de Perrin,
o qual diz respeito a forma da molécula. O Fator de Perrin calculado do Rs e D%, foide 1,6 e 1,3
respectivamente, e esta divergéncia de valores estimado por dois experimentos independentes
pode ser explicada pelo efeito da hidratacdo, que pode aumentar o volume efetivo de proteinas e
consequentemente alterar os dados de Rs. Mesmo com tal divergéncia, os resultados indicam que
a Hop D456G é monomérica, hidratada e com forma alongada, o que € corroborado por
experimentos de espalhamento de raios X a baixos angulos (SAXS) (Onuoha et al, 2008).

A Hop é uma proteina versatil, capaz de ligar Hsp70 e Hsp90, assim como outras chaperonas.
Esta envolvida em muitos processos celulares, em diversos compartimentos e possivelmente com
diversos parceiros de interagcdo. Para cumprir tais fungdes, a proteina precisa ser promiscua, uma
propriedade que é facilitada pelo alto conteudo de dominios TPR. Entretanto, a promiscuidade da
Hop pode também ser facilitada pela habilidade de conversdo monémero-dimero, do acordo com o
parceiro ou outro algum fator. E de fato, a interagdo com a Hsp70 foi proposta como sendo
monémero-monémero (Prodromou et al, 1999; van der Spuy et al, 2000). Nossos resultados
indicam que a conversao de mondémero para dimero pode ser mediada com intervencdo do
dominio TPR2B. Porém, mais experimentos sdo necessarios para mostrar se este residuo esta

realmente envolvido em um possivel mecanismo de conversdo monémero-dimero in vitro e in vivo.
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7. CONCLUSAO

7.1. A Hsp90 é uma proteina regulatéria

Os resultados deste estudo sugerem que a chaperona Hsp90 tem papel na regulacdo da
germinacao e desenvolvimento das raizes, e que 0s niveis desta chaperona sdo importantes para
a resposta a estresses e termotolerancia, fatores verificados através de transgenia em A. thaliana.
Tais transgénicos apresentaram niveis reduzidos de Hsp90 e Hsp70, e a perturbagdo na
expressao destas chaperonas causou impacto na expressdo de outras proteinas, como por
exemplo, proteinas relacionadas a sinalizagcao da resposta imune e fotossintese. Mais estudos séo
necessarios para esclarecer a relacao da Hsp90 e com as proteinas diferencialmente expressas
levantadas neste tratabalho, e seu papel na regulacdo da expressao das mesmas.

7.2.A co-chaperona Hop pode ser regulada entre os estados monomérico e
dimérico

O trabalho mostrou que a proteina Hop D456G, uma substituicdo no dominio TPR2B, é uma
mistura de mon6mero, dimero e oligbmeros maiores. Embora ndo exista estrutura da Hop inteira,
trabalhos prévios de caracterizacdo da proteina por meio de ferramentas de biofisica
estabeleceram o papel do dominio TPRA na dimerizacao e abriram a possibilidade de atuagao do
dominio TPR2B. Uma possibilidade é que a Hop seja regulada entre estados diméricos e
monomeéricos para facilitar sua atividade adaptadora.
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Human Hsp70/Hsp90 Organizing Protein (Hop) D456G Is a Mixture of

Monomeric and Dimeric Species
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Abstract: Hop is a tetratricopeptide repeat domain (TPR)-containing co-chaperone that is able to directly associate with
both Hsp70 and Hsp90. Previous data showed that the TPR2A-domain is the primary site for dimerization and that the
TPR2B-domain may also play a role in dimerization. We present Hop-D456G, a mutant within the TPR2B-domain, that is

a mixture of monomeric and dimeric species.

Keywords: Heat shock protein, Hop, TPR domain, Protein folding, protein-protein interaction, Hsp90.

1. INTRODUCTION

Hsp90 is a molecular chaperone that is responsible for
maintaining the folding, stability and function of many pro-
teins involved with signal-transduction pathways, cell-cycle
regulation and apoptosis [1,2]. Hsp90 collaborates with
Hsp70 to form a multifunctional multicomponent chaperone
machine that plays a pivotal role in protecting the cell from
environmental and genetic stresses [1]. Hop (Hsp70/Hsp90
Organizing Protein) was first identified in yeast as STI1 (for
stress-inducible protein 1 [3]), and it is able to directly asso-
ciate with both Hsp70 and Hsp90 [4,5]. In fact, Hop appears
to be involved in several important processes, including re-
cruitment of Hsp90 to preexisting steroid receptor-Hsp70
complexes, thus promoting the assembly and functional
maturation of the receptor [4-6], and acting as a receptor for
prion proteins [7].

The binding of Hop to Hsps is mediated by multiple
tetratricopeptide repeat (TPR) domains, each formed by three
TPR motifs, which are antiparallel a-helical hairpins (helix-
turn-helix) that are 34 amino acids in length [6,8,9]. The Hop
TPR1 and TPR2A domains, which have known crystallo-
graphic structures, consist of an antiparallel o-helical stack
that forms a large groove along one surface of the domain
[10-14]. The TPR domain has side chains projecting into the
groove solvent space that can readily specify interactions
with side chains from a bound polypeptide and thus facilitate
specific protein-protein interactions. Two other domains
containing aspartic acid-proline (DP) repeats complete the
domain structure of Hop, which has the following arrange-
ment: TPR1-DP1-TPR2A-TPR2B-DP2 (Fig. 1). TPR do-
mains link chaperones and other protein systems into coop-
erative networks and participate in the action of Hsp90 as a
stabilizer of the cancer phenotype thus TPR-Hsp90 com-
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versity of Campinas-UNICAMP. P.O. Box 6154, 13083-970, Campinas, SP,
Brazil and Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia em Biologia Estru-
tural e Bioimagem, Brazil; Tel: 55-19-3521-3144; Fax: 55-19-3521-3023;
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plexes are potential drug targets. Additionally, the presence
of multiple domains gives Hop the ability to simultaneously
bind the EEVD sites of both Hsp70 and Hsp90.

Although a structure for full-length Hop does not exist, it
has been shown that the protein is dimeric in solution and
binds as a dimer to Hsp90 [10]. Many lines of evidence show
that the TPR2A-domain, which contains the Hsp90-binding
site, is the primary site for dimerization [13,15]. Proteins
deleted for the TPR2A-domain are monomers, but deletion
of the TPR2B-domain, whose structure is unknown, causes a
mixture of monomeric and dimeric species, suggesting the
existence of residues within TPR2B that may also play a role
in dimerization [15]. Also, there is evidence that the isolated
TPR2B-domain is a dimer [16]. We report here on human
Hop-D456G, which has a single mutation within the TPR2B-
domain, that is a mixture of monomeric and dimeric species.

2. MATERIALS AND METHODS
2.1. Protein Preparation and Characterization

The molecular biology assays of Homo sapiens Hop
cDNA (NCBI - BC002987), including cloning and site-
directed mutagenesis, and protein production using the pET
system (pET28a) were performed by standard methods
[17,18]. A three-step chromatography procedure was used to
purify Hop-D456G, which had a 6xHis-tag to facilitate puri-
fication, from the soluble fraction of E. coli lysate. The first
step was affinity chromatography using a HiTrap Chelating 5
ml column (GE) on an AKTA FPLC instrument (GE) equili-
brated in 20 mM sodium phosphate (pH 7.4), 500 mM NaCl
and 20 mM imidazole, in which the protein was eluted by a
20-500 mM linear gradient of imidazole. The second step
was ion exchange chromatography carried out in a DEAE
26/20 45 mL column (GE) previously equilibrated with 25
mM Tris-HCI (pH 7.5), 10 mM NaCl and 2 mM EDTA, in
which the protein was eluted by a 10-1000 mM linear gradi-
ent of NaCl. The third step was a HiLoad Superdex 200 pg
26/60 size exclusion column (GE) previously equilibrated in
25 mM Tris-HCI (pH 7.5), 200 mM NaCl and 2 mM EDTA.

© 2010 Bentham Science Publishers Ltd.
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Figure 1. Hop-D456G structural arrangement. Top: Hop-D456G is composed of three tetratricopeptide repeat (TPR) domains and two
other domains containing aspartic acid-proline (DP) repeats and has the following arrangement: TPR1-DP1-TPR2A-TPR2B-DP2. Bottom:
The amino acid sequence is shown and TPR domains are labeled as in the top. Residue G456 is labeled in bold.

Protein purification was analyzed by sodium dodecil sulfate-
poliacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE).

2.2. Spectroscopic Experiments

Protein concentration was 2.5 pg/ml for circular dichro-
ism (CD) and 3 pg/ml for emission fluorescence experi-
ments, in buffer 25 mM Tris-HCI (pH 7.5), 200 mM NaCl
and 2 mM EDTA. A JASCO model J-810 CD spectropo-
larimeter (Jasco, Japan) equipped with a thermoelectric sam-
ple temperature controller (Peltier system) was used to re-
cord CD spectra as previously described [19]. Measurements
were taken from 260 to 200 nm, unfolding was monitored at
222 nm, and the average of at least three independent ex-
periments is reported. Measurements were performed at a
temperature rate of 1°C/min using a 1 mm pathlength cell.
The prediction of secondary structure content was performed
as previously described [19]. Emission fluorescence was
measured using a Multifrequency Cross-Correlation and
Modulation Fluorometer K2™ - ISS (ISS, Champaign, IL,
USA) using quartz cuvettes of 1 cm x 1 cm optical path-
length with excitation at 295 nm and emission was from 300
to 450 nm. Fluorescence data were analyzed by their maxi-

mum wavelength (Ay.x) and center of spectral mass ( <A> ), as
described by the equation:

() = XME/XF 1

where )”i is each wavelength and F; s the fluorescence

intensity at )"i [19].

2.3. Hydrodynamic Experiments

Analytical ultracentrifugation (AUC) sedimentation equi-
librium (SE) experiments were performed using a Beckman
Optima XL-A analytical ultracentrifuge and analyzed as pre-
viously described [20,21]. Briefly, experiments were con-
ducted from 4,000 to 10,000 rpm at 20°C with scan data ac-
quisition at 279 nm and protein concentration of 800-1,200
pg/mL in 25 mM Tris-HCI (pH 7.5), 200 mM NacCl and 2

138

mM EDTA. SE analyses involved fitting a model of absor-
bance versus cell radius data using nonlinear regression. The
Self-Association method was used to analyze the experi-
ments using several models of association for Hop-D456G.
Distribution of the protein along the cell was fitted with the
following equation [21]:

c=c, |:M(1 Vbarp)af( -7 ):| 5

2RT

Dynamic light scattering (DLS) experiments were per-
formed on a DynaPro-MS800 instrument (Protein Solutions
Inc.) that monitors the scattered light at 90°, equipped with a
temperature controlled microsampler and used to obtain the
diffusion coefficient parameter, D, at 20°C. Hop-D456G
concentration was 0.5-1.6 pg/ml in 25 mM Tris-HC1 (pH
7.5), 200 mM NaCl and 2 mM EDTA.The software Sednterp
(www jphilo.mailway.com/download.htm) was used to esti-
mate protein partial specific volume at 20°C (Vbar), buffer
density (p) and buffer viscosity (1), and Dgppere for a globular
protein of 66.4 kDa.

2.4. Blue-Native Polyacrylamide Gel Electrophoresis
(BN-PAGE)

BN-PAGE is a “charge shift” method for assessing the
oligomeric form, molecular mass and homogeneity of native
proteins in which the electrophoretic mobility of the proteins
is mainly determined by the negative charges of the bound
Coomassie dye. The molecular sieving effect of the acryla-
mide gradient gel is the separation principle because the mi-
gration ceases when areas of appropriate pore size are
reached [22]. BN-PAGE was performed as previously de-
scribed [22-24]. Briefly, 5 to 16% linear gradient gels were
poured into a protean II minigel system (Bio-Rad) and 5 pg
of Hop-D456G (monomer 66.4 kDa; pl 6.9), Bovine Serum
Albumin (BSA, 66 and 132 kDa, monomer and dimer re-
spectively; pl 4.9), Conalbumin (Co, 78 kDa; pI 5.9), and
unfolded Hop-D456G (4 M urea, 90 °C, 15 min) were loaded
as monomer standards. Runs started with anode buffer (50
mM Bis-Tris, pH 7.0) and blue cathode buffer (15 mM Bis-
Tris (pH 7.0), 50 mM tricine, 0.02% Coomassie-Blue G250)
at 4°C and 80 V until the separating gel was reached, and
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then conditions were switched to 200 V and colorless cath-
ode buffer (15 mM Bis-Tris, pH 7.0, 50 mM tricine).

2.5. Gel Filtration Chromatography

Gel filtration chromatography was used to estimate the
hydrodynamic or Stokes radius (Rgs) at different tempera-
tures. Gel filtration chromatography was performed on a
Superdex™ 200 10/300 molecular exclusion (GE) pre-
equilibrated with 25 mM Tris-HCI1 (pHS8.0), 2mM EDTA,
and 150 mM NaCl. Experiments were performed at a flow
rate of 0.5 ml.min™, at room temperature. Hop-D456G (30
uM) and a mixture of proteins with known Stokes radii
(standard: Ribonuclease A (16.4 A, 3.0 mg/mL), ovalbumin
(30.5 A, 3.5 mg/mL), aldolase (48.1 A, 3.5 mg/mL) and
apoferritin (61.0 A, 0.4 mg/mL) (Sigma)) were centrifuged at
12,000 g for 10 min and then loaded onto the column. Elu-
tion profiles were monitored by measuring absorbance at 280
nm. Hop-D456G Stokes radius was estimated by a linear fit
of the Stokes radii of the standard proteins versus the parti-
tion coefficient K,, as described by the following equation:

_ Ve - VO
N V[ _V()

where V. is the elution volume of the protein, V, is the void
volume and V, is the total volume of the column. All data
were analyzed with Origin software (Microcal).

3. RESULTS AND DISCUSSION

3.1. Hop-D456G: Purification and Initial Characteriza-
tion

Longshaw et al. [16] showed that two regions disrupted
the alignment of TPR1, TPR2A and TPR2B domains (Fig.
1A in their paper). These regions correspond to the first 3
residues of helix 3A and residue 12 of helix 3B. To answer
whether specific residues where involved in the role of
TPR2B in dimerization we studied Hop-D456G. Residue
D456 (residue 12 in helix 3B of TPR2B) mutated to Glycine
may disrupt any possible interaction in that particular posi-
tion (Fig. 1). Human Hop-D456G was produced pure (Fig. 2)
and analyzed in solution. Circular dichroism spectroscopy
showed that Hop-D456G was natively folded and predomi-
nantly o-helical (Fig. 3A), with an estimated a-helical con-
tent of 64 + 4% (Table 1). The CD spectrum had minima at
210 nm, with a signal of about -24,800 deg.cm®.dmol”, and
at 221 nm, with a signal of about -28,100 deg.cmz.dmol'1
(Table 1). These values were within the margin of error of
those reported for the wild-type (WT) protein [25]. Hop-
D456G has one tryptophan residue located in the TPR1 do-
main, and its emission fluorescence spectrum had a maxi-
mum intensity at 339 = 1 nm and a spectral center of mass at
345 = 1 nm (Fig. 3B). These results suggested that the single
tryptophan residue was well-buried into the protein structure.
Thermal-induced unfolding measurements showed that Hop-
D456G unfolded reversibly through a sigmoidal transition
curve with a T, of 53 + 1°C (Table 1). This value was within
the margin of error reported for the WT protein [25]. Alto-
gether, these results indicated that Hop-D456G had secon-
dary structure and thermal stability similar to that of WT.
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3.2. Hop-D456G is a Mixture of Monomeric and Dimeric
Species

Upon sedimentation equilibrium (SE) analytical ultracen-
trifugation (AUC), Hop-D456G was mainly a single species
with a molecular mass of 66 + 2 kDa (Fig. 4 and Table 2),
similar to that of 66.4 kDa predicted for a monomer from the
amino acid sequence. The random distribution of the residu-
als (top panel in Fig. 4) indicated that the fit had very good
quality and was in good agreement with a single species.

MLi MAf Mle GfFM

(kDa) | = ” (kDa)
-97.4
97.4+ | |& ||* -
< w $66.2
66.24 = | = o - |-
w+45.0
45.0+ e |[|®
—
= | !
-

Figure 2. Protein purification. SDS-poliacrylamide gel electropho-
resis was used to monitor protein purification. Hop-D456G (main
band in Li, Af, Ie and Gf) was produced pure. M, molecular stan-
dards (mass in kDa are shown); Li, soluble fraction after bacterial
lyses; Af, after Affinity chromatography; le, after Ion-exchange
chromatography; Gf, after Gel filtration chromatography.

Blue-native polyacrylamide gels electrophoresis (BN-
PAGE) is a “charge shift” method for assessing the oli-
gomeric form, molecular mass and homogeneity of native
proteins [22]. In this experiment, folded Hop-D456G mi-
grated mainly as a monomer as compared to the standards:
the unfolded Hop-D456G (by high urea concentration and
heat), a standard for monomer migration, BSA a monomer-
dimer protein with 66 and 132 kDa respectively, and Conal-
bumin with 78 kDa (Fig. 5). The folded Hop-D456G also
had some oligomeric species, probably dimer and higher
species. The participation of the TPR2B-domain in dimeriza-
tion has been suggested before. Onuhuoa et al. [15] showed
that Hop lacking the DP2 domain (1-477) is a dimer, Hop
lacking the TPR2B domain (1-352) is converted into a
monomer-dimer and additional deletion of the TPR2A-
domain (1-211) converts the protein into a monomer. In their
work [15] Hop lacking the TPR2B domain was a monomer
at 5 uM, a concentration similar to that used in our AUC
experiments, and a dimer at 50 pM, a concentration similar
to that used in our BN-PAGE experiments. Therefore, our
results indicate that Hop-D456G was converted into a
monomer-dimer, a result also verified with mutants deleted
for the TPR2B-domain [14]. Previous mutations within the
TPR2B-domain of full-length Hop (K429E, K429A, R433E,
R433A [10], K364A-N368A and K429A-R433A [16]) have
not showed any effect on dimerization.
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Table 1. Spectroscopy and Stability Parameters
Circular Dichroism at 210 nm Circular Dichroism at 221 nm Estimated a-Helical Content Tm of Unfolding
(deg.cm’.dmol™) (deg.cm*.dmol ™) (°O)
Hop -25,000 + 600" -29,000 + 600" 65 +6% 54 +2°
Hop-D456G -24,800 £ 400 -28,100 £ 300 64 +4% 53+1

* from reference [27];

3.3. Hydrodynamic Properties of the Monomer

We investigated the hydrodynamic characteristics of
Hop-D456G to gain insight about its overall shape. Analyti-
cal gel filtration chromatography experiments were used to
calculate the Stokes radius (Rg), also known as the hydrody-
namic radius (Ry). The results showed that Hop-D456G
eluted as a homogeneous species (Fig. 6, inset) with an Rg of
44 +2 A (Fig. 6 and Table 2). It is important to mention that
these results are not caused by Hop-D456G being misfolded,
as this hypothesis is ruled out by CD (Fig. 3A), tryptophan
emitted fluorescence (Fig. 3B) and thermal-induced unfold-
ing experiments (Table 1).

The value of Rg was used to calculate the so-called Perrin
or shape factor F [26], which is informative of the shape of
the molecule. The Perrin factor is a ratio of the measured
frictional coefficient f to the frictional coefficient fo of a
hypothetical sphere for which a hypothetical radius is calcu-
lated using its molecular mass. For the theoretical calcula-
tions, the subunits were treated as globular proteins (both
equatorial, a, and polar, b, radii are equal). In this way, the
Perrin factor (f/f, ratio) provides information about the
shape of the particle because the closer it is to 1, the more
spherical (globular) the shape is. Mutant Hop was an asym-
metric protein with an f/f, ratio (Perrin factor) of about 1.6.
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In addition, dynamic light scattering experiments were used
to measure the diffusion coefficient D of Hop-D456G at sev-
eral protein concentrations (Fig. 7). Then, the standard diffu-
sion coefficient (D,,) at each protein concentration was
calculated and plotted in order to estimate the Dy, at a O
mg/mL protein concentration (Dozo,w) by extrapolation (Fig.
7). The measurements revealed that DOZOYW =62x107+£02
cm’/s (Fig. 7 and Table 2). Otherwise, the Perrin factor can
be estimated by Dipper/ DOZOYW. A hard sphere with the mass
of a monomeric Hop-D456G will have a theoretical R, of 27
10\, a theoretical DOZOYW of 8.0x10"cm?*/s and thus a Perrin fac-
tor of about 1.3. The disagreement of Perrin factor values
estimated from the two independent experiments may be
explained by the effect of hydration, which can increase the
effective volume of the proteins and thus increase the Rg and
affect the results. In any case, our results indicate that Hop-
D456G is a monomeric protein that appears to be elongated
and hydrated. An elongated monomer is in good agreement
with the estimated conformation of Hop from the SAXS ex-
periments [15].

34. Is Hop an Adaptor Capable of Switching from
Monomer to Dimer?

Hop is a versatile protein that is capable of binding to
Hsp70 and Hsp90 but also to other chaperones. Hop is in-
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Figure 3. Hop-D456G is folded. A) Circular dichroism spectrum. Residual molar elipticity [6] was measured from 200 to 260 nm with
protein in a solution of 25 mM Tris-HCI (pH 7.5), 200 mM NaCl and 2 mM EDTA. The spectrum profile is characteristic of a-helical pro-
tein. B) Emission fluorescence spectrum. Excitation was at 295 nm and emission was from 300 to 450 nm in 25 mM Tris-HCl (pH 7.5), 200
mM NaCl and 2 mM EDTA, in the absence or in the presence of 6M urea. Fluorescence spectra revealed that the tryptophan is well-buried in
the protein structure. Ay, was 339 £ 1 and spectral center of mass was 345 + Inm. In the presence of 6 M urea, Ay, was 354 £ 1 and spectral

center of mass was 361 = 1.
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Figure 4. Sedimentation equilibrium experiments. The data analy-
sis involved fitting a model of absorbance versus cell radius data
using nonlinear regression using the Origin software package (Mi-
crocal). The best fit was determined by the randomness of the dis-
tribution of the residuals and by minimization of variance (5x107),
and the random distribution of the residuals (top panel) indicated a
good quality fit in good agreement with a single species with mo-
lecular mass of 66 + 2 kDa. Experiments were conducted from
4,000 to 10,000 rpm at 20°C with scan data acquisition at 279 nm.
The best fits of the experimental data for 1200 pg/mL at 9,000 and
10,000 rpm are shown.

Unfolded
Co BSA Hop-D456G  Hop-D456G
“-wgn- e — - -

L
-

Figure 5. Blue native electrophoresis. BN-PAGE is a “charge
shift” method for assessing oligomeric form, molecular mass and
homogeneity of native proteins, and the electrophoretic mobility of
the proteins is mainly determined by the negative charge of the
bound coomassie dye. Hop-D456G (monomer 66.4 kDa; pl 6.9),
Bovine Serum Albumin (BSA, 66 and 132 kDa, monomer and di-
mer respectively; pl 4.9), Conalbumin (Co, 78 kDa; pl 5.9), and
unfolded Hop-D456G (as the standard for monomer migration; urea
4 M, 90 °C, 15 min).

volved in many cellular processes, acts in many cellular
compartments and may have other partners. To accomplish
all these functions, the protein may have to be promiscuous,
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a property facilitated by the large amount of TPR domains.
However, Hop's promiscuity may also be facilitated by an
ability to switch from monomer to dimer depending on the
partner or some other factor. In fact, it has been proposed
that full-length Hop associates with Hsp70 in a monomer-
monomer interaction [27,28]. Our results indicated that the
switch from monomer to dimer could be mediated by an in-
tervention in the TPR2B domain. However more experi-
ments will be necessary to show whether this residue is
really involved in a possible dimer to monomer mechanism.
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Figure 6. Analytical gel filtration. Analytical gel filtration chroma-
tography experiments were used to calculate the Stokes radius (Rg),
also known as the hydrodynamic radius (R;,). Standard proteins
with known Rg were loaded onto a gel filtration column (Inset;
dashed line) and their elution volume (— /log K,, ) was calculated to

create a plot of elution volume versus R;. The Hop-D456G elution
volume (inset; solid line) was inserted into the plot (white square)
and corresponded to a Stokes radius of 44224
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Figure 7. Plot of Dy, versus protein concentration. The diffu-
sion coefficient D, ,,, calculated by dynamic light scattering versus
protein concentration, was fit with linear regression to calculate
D" Hop-D456G had a D%~ 6.2x107 cm?/s.
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Table 2. Hydrodynamic Parameters of Hop-D456G
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Molecular mass by analytical

Stokes radius by gel filtration

Diffusion coefficient (D',,)

ultracentrifugation chromatography by dynamic light scattering
(kDa) A) (em’/s)
6622 44£2° 6.2x107+0.2°

a, Perrin factor=1.3; b, Perrin factor=1.6;

In conclusion, we have shown for the first time that Hop-
D456G, a mutation within the TPR2B-domain, is a mixture
of monomer and higher species. Although no structure for
full-length Hop exists previous works have characterized the
wild-type protein using biophysical tools, established the
role of the TPR2A-domain in dimerization and opened up
the possibility that the TPR2B-domain might also be in-
volved in dimerization. It may be possible that Hop is regu-
lated between monomeric and dimeric states to facilitate its
adaptor functions.

Additional indication that Hop-D456G is primarily
monomeric at low concentrations is shown on Fig. S1 (Sup-
plementary data) using SEC-MALS (size exclusion chroma-
tography- multi-angle light scattering).
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ABBREVIATIONS

Hsp = Heat shock protein

Hop = Hsp70-Hsp90 organizing protein

AUC = Analytical ultracentrifugation

CD = Circular Dichroism

DLS = Dynamic Light Scattering

SDS-PAGE = Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide
gel electrophoresis

BN-PAGE = Blue native polyacrylamide gel electropho-
resis

Rs = Stokes radius

TPR = Tetratricopeptide repeat

WT = Wild-type
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Anexo 2

Tabela 8: Categorias de processos biolégicos mais recorrentes.

GO: Processo Bioldgico Transcritos mais expressos Transcritos menos expressos

Resposta imune ERF11, ERF4, WRKY40, NHL3

Resposta de defesa ERF11, WRKY33, WRKY40, SZF, SYP122, HSP70, RCA
VSP1, NHL3, CCR2, TGG1

Estimulos quimicos ERF11, ERF4, WRKY40, STZ, SZF, PORB, LEA3, LHY, MYB59, GASA1, HSP70,
GDSL esterase/lipase, SYP122, VSP1, HSP90, CCA1, PDX1.1, PDX1.3, NIT1,
CCR2, OPR3, TGG1, SAM2 PIP2A

Estimulos abidticos STZ, GDSL esterase/lipase, VSP1, CCR2, LEA3, LHY, HSP70, HSP9O0, PIP1, PIP2A,

LHCB2.3, LHCB4.2, LHC1, LHCBS, SAM2 PIP1B CCA1, PDX1.1, PDX1.3, RCA

Regulagdo de processos bioldgicos ERF11, ERF4, WRKY40, SYP122, CCR2, LHY, MYB59, RCA

TGG1

Metabolismo de macromoléculas CCR2, SAM2, GDSL, PORB, Subtilase, QQS, Amido sintase, HSP70, HSP90,
LHCB2.3, LHC1, LHCA4, TGG1 DIN1, NIT1, Frutose bifosfato aldolase,
SAMDC, oxigenase 2-oxoglutarato
dependente, PDX1.1, PDX1.3, Pectina

acetilesterase, EXGT
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Anexo 3

Tabela 9: Descricao das proteinas contidas na Figura 27 (traduzido do banco de dados String 9.0).

HSP81-2

AT5G02490

PETC

PSAF

HSP83

LHCA3
AT1G51400

PSBB

CAB6

ATJ3

AT1G30070

J2

AT3G07090

SGT1A

3702.AT5G56030.1-P

3702.AT5G02490.1-P

3702.AT4G03280.1-P

3702.AT1G31330.1-P

3702.AT5G52640.1-P

3702.AT1G61520.1-P
3702.AT1G51400.1-P

3702.ATCG00680.1-P

3702.AT3G54890.1-P

3702.AT3G44110.1-P

3702.AT1G30070.1-P

3702.AT5G22060.1-P

3702.AT3G07090.1-P

3702.AT4G23570.3-P

HSP81-2 (HEAT SHOCK PROTEIN 81-2); ligagdo de ATP; membro da familia
HSP90. Expressa em todos os tecidos e abundante no meristema apical da raiz,
pdlen e tapetum. Expressdo ndo é induzida pelo calor, mas induzido pelo IAA e
NaCl ; Chaperona molecular. Devido a sua associagdo com determinadas
proteinas, tais como receptores hormonais e algumas classes de quinases, esta
implicada na transdugdo de sinal e desenvolvimento.

HSP70;HSC70 (HEAT SHOCK COGNATE 70 kDa protein 2); FUNGOES: ligagdo de
ATP; ENVOLVIDA: no enovelamento de proteinas, na resposta ao ion cadmio,
na resposta ao calor, resposta a bactérias; LOCALIZADA: no citosol, na parede
celular, membrana plasmatica; EXPRESSA EM: 19 estruturas da planta;
expressa durante: 9 fases de crescimento;

PETC (PHOTOSYNTHETIC ELECTRON TRANSFER C); transportador de elétrons,
transferéncia de elétrons do complexo citocromo b6/f do fotossistema Il;
Codifica o Rieske FeS, centro do complexo citocromo b6f. O gene é expresso
no caule, mas ndo na raiz. O mutante tem reduzido o transporte de elétrons
em intensidades saturantes de luz e a atividade ciclica do Q é hipersensivel a
acidificagdo do limen tilacdides; Proteina essencial para fotoautotropismo.
Confere resisténcia a danos foto-oxidativos, contribuindo para a dissipagdo
térmica de energia luminosa e para a acidificagdo lumenal (aumento de
gradiente de pH).

PSAF (photosystem | subunit F); Codifica a subunidade F do fotossistema I.;
Participa na eficiéncia de transferéncia de elétrons da plastocianina para P700
(ou citocromo c553 em algas e cianobactérias).

ATHSP90.1 (HEAT SHOCK PROTEIN 90.1); Ligagdo de ATP / ligagdo de proteinas
desenoveladas; Codifica uma proteina de choque térmico AtHSP90.1
citosolica. AtHSP90.1 interage com proteinas de resisténcia a doengas e
componentes de sinalizagdo SGT1b RAR1 e é necessaria para a resisténcia
mediada por RPS2; Chaperone molecular. Devido a sua associagdo com
determinadas proteinas, tais como receptores hormonais e algumas classes de
quinases, estd implicada na transdugdo de sinal e desenvolvimento.

LHCAS3; clorofila ligagdo; PSI tipo Ill; proteina de ligagdo a clorofila a-b.
Proteina de 5kDa do fotosistema Il; FUNCOES: desconhecida; ENVOLVIDA EM:
resposta a radiagdo UV-B, resposta a ferimento, resposta ao ozonio;
LOCALIZADA: membrana tilacdide do cloroplasto, cloroplasto fotossistema Il,
cloroplasto limen dos tilacdides; expressa: 22 estruturas da planta; expressa
durante: 13 estégios de crescimento; Melhor correspondéncia proteina
Arabidopsis thaliana é PSBTN (fotossistema Il subunidade T) (TAIR:
AT3G21055.1);

Proteina desconhecida; codifica a subunidade CP47, do centro de reagdo
fotossistema Il; um dos componentes do complexo de antena do fotossistema
I1. Ele se liga a clorofila e ajuda a catalisar processos fotoquimicos do
fotossistema Il

LHCA1; ligagdo de clorofila; Codifica um componente do complexo de de
captacgdo de luz associado fotossistema .

ATJ3; ligacdo de proteinas; homdloga a proteina co-chaperona DNAJ de E coli;
tém um papel continuo no desenvolvimento de plantas, provavelmente na
organizagdo estrutural dos compartimentos.

Proteina com dominio SGS; fungdo desconhecida; processo bioldgico
desconhecido; LOCALIZADA EM: membrana plasmatica, expressa em: 24
estruturas da planta; expressas durante: 13 estagios de crescimento;
Chaperona semelhante a HSP20.

ATJ2; ligagdo as proteinas; semelhante a co-chaperona Dnal de E. coli; tém um
papel continuo no desenvolvimento das plantas, provavelmente, na
organizagao estrutural dos compartimentos.

Proteina desconhecida; expressa em 24 estruturas e 15 estagios de
crescimento.

SGT1A; ligagdo de proteinas; estreitamente relacionada com a SGT1B, pode
atuar na degracgdo proteica mediada por SCF(TiR1). AtSGT1a e AtSGT1b sdo
funcionalmente redundantes na resisténcia a patégenos. AtSGT1b é mais
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TPR2

SGT1B

AT3G12050

TPR1

HSP81-3

PKS5

CR88

ROF1

HSC70-5

ROF2

ATHSFA1D

PSAK

PSAD1

OEE2

PSBO

PSAG

PSAL

ATHSFA2

3702.AT3G16830.1-P

3702.AT4G11260.1-P

3702.AT3G12050.1-P

3702.AT1G80490.2-P

3702.AT5G56010.1-P

3702.AT2G30360.1-P

3702.AT2G04030.1-P

3702.AT3G25230.2-P

3702.AT5G09590.1-P

3702.AT5G48570.1-P

3702.AT1G32330.1-P

3702.AT1G30380.1-P

3702.AT4G02770.1-P

3702.AT1G06680.1-P

3702.AT5G66570.1-P

3702.AT1G55670.1-P

3702.AT4G12800.1-P

3702.AT2G26150.1-P

expressa do que AtSGT1. AtSGT1a é induzida ap6s infecgdo por patdgenos e
pode na resisténcia mediada por proteinas R.

TPR2 (TOPLESS-RELATED 2); envolvida no desenvolvimento do caule, no
meristema apical. LOCALIZADO EM: sistema endomembrane; expressa: 24
estruturas da planta; expressa durante: 13 estdgios de crescimento;

SGT1B; ligagdo de proteinas; sinalizagdo na resisténcia a doengas, degradagdo
de proteinas Aux/IAA mediada por SCF (TiR1), e degradagdo de proteinas de
resisténcia R mediada por HSP90. AtSGT1a e AtSGT1b sdo funcionalmente
redundantes na resisténcia a patégenos. AtSGT1b é mais expressa que
AtSGT1.

Proteina com dominio Ahal; FUNCOES: ativadora da atividade ATPase da
Hsp90; ENVOLVIDA EM: resposta ao estresse; LOCALIZADA EM: citoplasma;
expressa: 24 estruturas da planta; expressas durante: 15 estagios de
crescimento;

TPR1 (TOPLESS-RELATED 1); envolvida no desenvolvimento do caule, pelo
meristema apical

HSP81-3; Ligacdo de ATP / ligagdo de proteinas desenoveladas, um membro da
familia HSP90. Expressa em todos os tecidos e abundante no meristema apical
da raiz, pélen e tapetum. Expressdo ndo é induzida pelo calor, mas por IAA e
NaCl; Chaperona molecular. Devido a sua associagdo com determinadas
proteinas, tais como receptores hormonais e algumas classes de quinases, esta
implicada na transdugdo de sinal e desenvolvimento.

SIP4 (SOS3-INTERACTING PROTEIN 4); proteina quinase; codifica uma proteina
quinase SOS2-like que é um membro da familia quinase que interage com CBL.
Mutantes de perda de fungdo mostram uma diminuigdo da sensibilidade ao
pH elevado. Fosforila AHA2, uma H + ATPase de membrana plasmatica. Esta
fosforilagdo parece regular a atividade do transportador de prétons;

CR88; Ligagcdo de ATP; codifica uma Hsp90 de cloroplasto, envolvida na
resposta a estiolagdo mediada por luz vermelha. Mutantes resistentes a
clorato, tém hipocétilo alongado na luz, e afeta a expressdo de NR2, CAB, e
RBCS mas ndo de NR1 e NIR.

ROF1 (ROTAMASE FKBP 1); ligagdo de FK506 / ligagdo de calmodulina /
peptidil-prolil cis-trans isomerase; codifica um membro de alta massa
molecular da familia de proteinas de ligagdo a FK506 (FKBP). Tem trés
dominios semelhantes a FKBP12, repeti¢Ges de tetratricopeptideos, e um
dominio hipotético de ligagdo a calmodulina; Acelera o enovelamento de
proteinas durante a sintese.

MTHSC70-2 (MITOCHONDRIAL HSP70 2); ligagdo de ATP, chaperona da familia
Hsp70 mitocondrial.

peptidil-prolil cis-trans isomerase, hipotética/proteina ligadora de FK506,
hipotética/ligagdo de calmodulina; envolvida no enovelamento de proteinas,
localizada no vacuolo, expressa durante 14 estagios de desenvolvimento em
25 estruturas; contém dominios TPR

ATHSFA1D; ligagdo de DNA / fator de transcri¢io; membro da familia de
fatores de transcrigdo responsivos a choque térmico (HSF); regulador de
transcrigdo que se liga especificamente sequiéncia de DNA 5'-AGAANnTTCT-3’
conhecidos como elementos de choque térmico (HSE).

PSAK (photosystem | subunit K); subunidade K do centro de reagdo do
fotossistema I.

PSAD-1 (photosystem | subunit D-1); centro de reagdo do fotossistema I,
subunidade II; Pode formar complexos com a ferredoxina oxidorredutase no
fotossistema I.

PSBP-1 (PHOTOSYSTEM Il SUBUNIT P-1); ligagdo de poli(U); codifica uma
proteina parte do fotossistema I, que participa na regulagdo do
desprendimento de oxigénio.

PSBO1 (PS Il OXYGEN-EVOLVING COMPLEX 1); ligagdo de poli(U); codifica uma
proteina parte do fotossistema I, que possivelmente possui um papel central
na estabilizagdo do centro catalitico de manganés.

PSAG (PHOTOSYSTEM | SUBUNIT G); Codifica a subunidade G do fotossistema
1, uma proteina da membrana 11 kDa, que desempenha um papel importante
no transporte de elétrons entre plastocianina e PSI e estd envolvida na
estabilidade do complexo PSI.

PSAL (photosystem | subunit L); subunidade L do centro de reagdo do
fotossistema |

ATHSFA2; ligagdo de DNA / fator de transcrigdo; membro da familia de fatores
de transcri¢do responsivos a choque térmico (HSF). Envolvida na resposta ao
acumulo de proteinas denaturadas no citosol. Ativador de transcri¢do que se
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AT5G53400

HSC70-3

PSAE1

HSP70

RPM1

HSP91

PBS2

ART1

PSAD2

3702.AT5G53400.1-P

3702.AT3G09440.1-P

3702.AT4G28750.1-P

3702.AT3G12580.1-P

3702.AT3G07040.1-P

3702.AT1G79930.1-P

3702.AT5G51700.1-P

3702.AT1G79040.1-P

3702.AT1G03130.1-P

liga especificamente seqtiéncia de DNA 5'-AGAAnnTTCT-3’ conhecidos como
elementos de choque térmico (HSE). Envolvidos na resposta ao estresse de
calor. Parece estar envolvido em outras respostas a estresse ambiental. Ativa
ascorbato peroxidase 2 (APX2), além de proteinas diversas de choque térmico
(HSPs).

Proteina semelhante a Hsp20; expressa em 24 estruturas, durante 15 estagios
de desenvolvimento.

HSC70-3; HSP70-3 (Heat shock cognate 70 kDa protein 3); ligacdo de ATP,
enovelamento protéico, resposta ao calor.

PSAE-1 (PSA E1 KNOCKOUT); catalise; mutantes tem diminuigdo do
rendimento das reagdes do fotossistema Il.

HSP70 (heat shock protein 70); ligagdo de ATP; localizada em: cytosol,
mitocondria, parede celular, membrana plasmatica.

RPM1 (RESISTANCE TO P. SYRINGAE PV MACULICOLA 1); ligagdo de
nucleotideos / ligagdo de proteinas; confere resisténcia a Pseudomonas
syringae.

HSP91; ligagdo de ATP; expressa constitutivamente mas transientemente
induzida por choque térmico.

PBS2 (PPHB SUSCEPTIBLE 2); ligagdo de proteinas / ligagdo de ion
zinco;codifica uma proteina sinalizadora de resisténcia com dois dominios de
ligagdo a zinco (CHORD), altamente conservado entre eucariotos.

PSBR (photosystem Il subunit R); codifica uma subunidade do fotossistema II.
Participa da montagem do fotossistema Il, particularmente do complexo de
desprendimento de oxigénio.

PSAD-2 (photosystem | subunit D-2); centro de reagdo do fotossistema I.
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Anexo 4

Tabela 10: Descricao das proteinas contidas na Figura 28 (traduzido do banco de dados String 9.0).

ERF11

AT5G18470

SYP122

WRKY40

CMPG2

GUN5

ERF2

SYR1

STZ

DIC2

AT2G22880

RHL41

AT3G56880

GATL10

WRKY18

AT5G35735
WRKY60

AT5G22250

SNAP33

NHL3

WRKY46

3702.AT1G28370.1-P

3702.AT5G18470.1-P

3702.AT3G52400.1-P

3702.AT1G80840.1-P

3702.AT5G64660.1-P

3702.AT5G13630.1-P

3702.AT5G47220.1-P

3702.AT3G11820.1-P

3702.AT1G27730.1-P

3702.AT4G24570.1-P

3702.AT2G22880.1-P

3702.AT5G59820.1-P

3702.AT3G56880.1-P

3702.AT3G28340.1-P

3702.AT4G31800.1-P

3702.AT5G35735.1-P
3702.AT2G25000.1-P

3702.AT5G22250.1-P

3702.AT5G61210.1-P

3702.AT5G06320.1-P

3702.AT2G46400.1-P

ERF11 (ERF DOMAIN PROTEIN 11); ligagdo de DNA/fator de
transcrigdo/repressdo da transcri¢do; codifica um membro da familia ERF
(fator de transcrigdo responsivo a etileno) subfamilia B-1. Possui dominio
AP2. Involvida na regulagdo da expressdo génica por fatores de estresse e
vias de transdugdo de sinal de estresse.

Proteina de ligagdo a lectina; atua na ligagdo de agticares; localizada na
parede celular.

SYP122 (SYNTAXIN OF PLANTS 122); proteina sintaxina, involvida na
regulagdo negativa de vias de defesa, como morte celular, via do acido
salicilico e acido jasmonico.

WRKY40; fator de transcri¢do induzido por patégeno. A co-expressdo de
WRKY18 ou WRKY60 faz com que as plantas figuem mais suscetiveis a
infecgdo por P. syringae e B. cinerea.

Proteina com dominio U-box; proteina ubiquitina, atividade ligase. Possui
dominios zinc finger (dedos de zinco) e armadillo-like helical.

GUNS5 (GENOMES UNCOUPLED 5); envolvida na transdugdo de sinal
cloroplasto-nucleo.

ERF2 (ETHYLENE RESPONSIVE ELEMENT BINDING FACTOR 2); ligagdo de
DNA/ativador da transcrigdo/fator de transcri¢do. Atua na regulagdo da
expressdo génica por fatores de estresse e componentes de vias de
transdugdo de sinal de estresse. Envolvida em vias de resisténcia a doengas.
SYP121 (SYNTAXIN OF PLANTS 121); sintaxina de plantas; codifica uma
sintaxina localizada na membrane plasmatica. Envolvida na sinalizagdo
cellular, trafego de vesicular, crescimento e desenvolvimento.

STZ (salt tolerance zinc finger); ligagdo de acidos nucleicos/fator de
transcrigdo/repressor de transcri¢do/ligacdo de ion zinco. Localizada no
nucleo, age como repressor transcricional e também responde a estresse
foto-oxidativo.

Proteina da familia de carreadores de substrates mitocondriais; localizado na
membrane interna da mitocondria.

Proteina com motivo VQ; localizada no cloroplasto.

RHL41 (RESPONSIVE TO HIGH LIGHT 41); ligagdo de acidos nucleicos/fator de
transcri¢do/ligacdo de ion zinco. Envolvida na aclimatagdo ao frio e luz
intense.

Proteina com motivo VQ; proteina ligadora de calmodulina.

GATL10 (Galacturonosyltransferase-like 10); proteina semelhante a
galacturanosil transferase 10.

WRKY18; fator de transcri¢do induzido por patégeno. A co-expressdo de
WRKY18 ou WRKY60 faz com que as plantas fiqguem mais suscetiveis a
infecgdo por P. syringae e B. cinerea.

Proteina responsive a auxina; localizada na membrane plasmatica.
WRKY60; fator de transcrigdo induzido por patégeno. A co-expressdo de
WRKY18 ou WRKY60 faz com que as plantas fiqguem mais suscetiveis a
infecgdo por P. syringae e B. cinerea.

CCR4-NOT; fator de transcri¢do/ atividade ribonuclease/ligagdo de acido
nucleico/modificacdo de RNA.

SNAP33 (SOLUBLE N-ETHYLMALEIMIDE-SENSITIVE FACTOR ADAPTOR
PROTEIN 33); proteina envolvida na citocinese, trafego de vesiculas e
processos de fusdo de membrana.

NHL3; semelhante a proteina HIN1 de tabaco e NDR1 de Arabidopsis. A
expressao deste gene é induzida por Pseudomonas syringae e virus do
mosaico da cebola.

WRKY46; fator de transcrigao.
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