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RESUMO

Estudo do ciclo celular e sua regulacado em plantas
Marcelo de Freitas Lima
Orientador: Paulo Cavalcanti Gomes Ferreira

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de PoOs-graduacéo
em Quimica Bioldgica, Instituto Bioquimica Médica, da Universidade Federal do Rio
de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencédo do titulo de
Doutor em Quimica Bioldgica.

A correta progressao durante a mitose é regulada pelo Complexo Promotor da
Anéafase (APC), uma grande Ej3 ubiquitina-ligase que marca reguladores importantes
do ciclo celular para destruigédo via proteassoma 26S. O APC é composto por pelo
menos 11 subunidades e associa-se com ativadores durante a mitose e a interfase.
Apesar de extensas pesquisas sobre o APC e seus ativadores durante o ciclo
celular, apenas alguns destes componentes foram caracterizados funcionalmente
em plantas. Neste trabalho, nés realizamos uma profunda pesquisa sobre os genes
das subunidades do APC e seus ativadores nos genomas de Arabidopsis, arroz e
poplar; além de sequéncias disponiveis de outras plantas. Analises filogenéticas
indicam que alguns genes das subunidades do APC e dos ativadores
experimentaram maiores eventos de duplicacdo génica em plantas do que em
animais. Padrbes de expressdo de paralogos de algumas subunidades e ativadores
de arroz sugerem que essas duplicacdes, ao invés de total redundancia, refletem a
especializacdo. A subunidade APC7 ndo estad presente em algumas espécies de
algas verdes e estes dados, juntamente com a sua auséncia em linhagens mais
antigas de metazoarios, poderia significar que o APC7 ndo é exigido para a funcéo
APC em organismos unicelulares e pode ser resultado da duplicacdo de outra
subunidade com dominio tetratricopeptideo (TPR). As analises de evolugcdo das
subunidades TPR sugerem que a duplicacdo de subunidades iniciou-se a partir dos
dominios centrais. A crescente complexidade génica/estrutural do APC, ligada a
diversificacdo dos padroes de expressdo sugere que as plantas terrestres
desenvolveram mecanismos sofisticados de regulagdo da APC para lidar com o

estilo de vida séssil associado a riscos ambientais. Plantas transgénicas de tabaco
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superexpressando a subunidade APC10 de Arabidopsis foram expostas a condigbes
de estresse hidrico e salino. Os resultados mostram que o gene AtAPC10 é um
potencial candidato para aumentar a tolerancia ao estresse salino em plantas
cultivadas. A superexpressao de trés amiRNAs, que possuem como alvos 0s genes
das subunidades do APC (AtAPC4 e AtAPCS5), resultou em fendtipos robustos, que
lembram os fenétipos das plantas com mutacfes nos respectivos genes alvo. Para
investigar a regulagdo da APC, o promotor do gene APC5 de Arabidopsis foi
fusionado ao gene repérter GUS. Estudo histoquimico das plantas transgénicas

revelou que o promotor de APCS5 esté ativo nas zonas meristematicas.

Palavras-chave: Ciclo celular, complexo promotor da anafase, Arabidopsis.

Rio de Janeiro
Fevereiro/2010



Vii

ABSTRACT

Study of the cell cycle and its regulation in plants
Marcelo de Freitas Lima
Orientador: Paulo Cavalcanti Gomes Ferreira

Abstract da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pés-graduacao
em Quimica Biologica, Instituto de Bioquimica Médica, da Universidade Federal do
Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessarios a obtencdo do titulo
de Doutor em Quimica Biolégica.

The orderly progression through mitosis is regulated by the Anaphase-
Promoting Complex (APC), a large multiprotein E3 ubiquitin ligase that targets key
cell-cycle regulators for destruction by the 26S proteasome. The APC is composed of
at least 11 subunits and associates with additional regulatory activators in mitosis
and during interphase. Despite extensive research on APC and activator functions in
the cell cycle, only a few these components have been characterized functionally in
plants. Here, we describe an in-depth search for APC subunits and activator genes in
the Arabidopsis, rice and poplar genomes, and among available sequences from
other plant genomes. Phylogenetic analyses indicate that some APC subunits and
activator genes have experienced more gene duplication events in plants than in
animals. Expression patterns of paralogs subunits and activators in rice suggest that
this duplication, rather than complete redundancy, reflects specialization. The subunit
APC7 is not present in some green algae species and these data, together with its
absence from early metazoan lineages, could mean that APC7 is not required for
APC function in unicellular organisms and it may be a result of duplication of another
tetratricopeptide (TPR) subunit. Analyses of TPR evolution suggest that duplications
of subunits started from the central domains. The increased complexity of the APC
genic structural, tied to the diversification of expression paths suggests that land
plants developed sophisticated mechanisms of APC regulation to cope with the
sedentary life style associated with environmental exposures. Transgenic tobacco
plants overexpressing APC10 subunit from Arabidopsis were exposed to drought and
salt conditions. The results show that AtAPC10 is a potentially useful candidate gene

for engineering salt tolerance in cultivated plants. Overexpression of three amiRNAs
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designed to target APC subunits genes (AtAPC4 and AtAPC5) resulted in robust and
strong phenotypes that resembled those of plants with mutations in the respective
target gene. To investigate the regulation of APC, the promoter of Arabidopsis APC5
gene was fused to a GUS reporter gene. Histochemic study of these transgenic
seedlings revealed that promoter of APC5 is active in meristem zones.

Key-words: Cell cycle, anaphase-promoting complex, Arabidopsis.

Rio de Janeiro
Fevereiro/2010
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1 INTRODUCAO

1.1Ciclo celular vegetal

As células eucaridticas em divisdo passam por uma seqiéncia regular e
repetida de eventos, conhecida como ciclo celular (Stillman, 1996). Este processo é
a base fundamental da hereditariedade, crescimento e desenvolvimento do ser vivo,
portanto, assegura a duplicacdo exata do material genético e posterior distribuicdo
das cromatides irmas para as ceélulas filhas (Mironov et al., 1999). O ciclo celular é
dividido em interfase e mitose. A interfase precede a mitose e pode ser dividida em
trés fases: G;, S e G,. A mitose (M) corresponde ao processo de separacdo dos
cromossomos duplicados para cada célula resultante e juntamente com a citocinese
- processo que divide a célula em duas novas células - compdem a fase M (Elledge,
1996). Além destas fases, existe a fase G, onde o ciclo sofre uma pausa e a célula
entra em repouso (figura 1) (Pardee, 1989). Para monitorar a progressao do ciclo
celular, existe um mecanismo bioquimico denominado ponto de checagem
(checkpoint) (Wassmann e Benezra, 2001). Este € um importante sistema regulatorio
gue controla a ordem e o tempo dos principais eventos ocorridos nas fases e
assegura que eventos criticos sejam efetuados corretamente. Caso isto ndo ocorra,
h& uma paralisacédo do ciclo. Os pontos de checagem identificados s&o: no final de
G, no final da fase S, na transicdo G,-M, na transicdo metafase-anafase e na saida

da fase M (figura 1).



Figura 1: Representacdo esquematica das fases do ciclo celular. O simbolo * representa os
pontos de checagem. No final de G; a célula opta por entrar numa nova rodada do ciclo; no final de S
a célula verifica se o DNA foi duplicado corretamente; na transicdo G,-M a célula verifica se o
ambiente esta favoravel para a divisdo celular com a completa duplicagdo dos cromossomos; na
transicdo metafase-anafase a célula inibe a separacdo das cromatides até que todos os cinetdécoros
estejam unidos aos microtubulos; na saida de M a célula decide retornar ao ciclo celular ou para e
fica num estado quiescente (Gy).

Durante a fase Gj, a célula monitora o seu tamanho e checa se o ambiente
esta favoravel para a duplicacdo do DNA. Em plantas, a célula dobra de tamanho, as
organelas aumentam em numero, aumenta a sintese protéica e o nucleo comeca a
migrar pra o centro da célula. A célula em G; pode entrar em um estado quiescente
por tempo indeterminado (fase Gp) ou progredir ao longo do ciclo. Na fase Gy, a
célula possui um tamanho menor, diminui a sintese de macromoléculas e ocorre a
reducdo da atividade metabdlica, quando comparadas as células em proliferacao
(Pardee, 1989)

Na fase S ocorre a replicacdo do material genético e a sintese de proteinas
associadas ao DNA, principalmente histonas. Todo o genoma deve ser duplicado

apenas uma vez durante cada fase S do ciclo celular e se houver algum erro durante



esse processo, ou seja, uma falha na replicagdo do DNA ou ocorrer reduplicacdo do
DNA, isso podera resultar numa mitose anormal ou numa amplificacdo do DNA.
Como esses eventos sdo raros, fica claro que os processos que coordenam o inicio
da replicacdo em milhares de sitios no genoma sédo precisamente regulados para
prevenir qualquer tipo de falha (Leno et al., 1992, Stillman, 1996).

A fase G, é uma fase de controle, permitindo a célula checar se todo o
material genético foi duplicado corretamente, antes de prosseguir para a proxima
etapa. Os cromossomos comecam a se condensar e ocorre a finalizacdo da
duplicacdo do par de centriolos. A fase M (figura 2) é dividida em cinco fases
distintas: Profase, Prometafase, Metafase, Anafase e Teldfase e culmina na divisdo
celular ou citocinese. Na Profase os cromossomos gradualmente condensam-se e
permanecem ainda difusos no citoplasma. Na Prometafase ocorre a maturacdo dos
cinetocoros e fixacdo dos microtubulos nos mesmos, proporcionando o
tensionamento dos cromossomos. Na Metafase ha o alinhamento dos cromossomos
na placa equatorial. Na Anafase, os cinetdcoros de cada cromossomo separam-se,
permitindo a movimentacdo das cromatides irmas para os poélos opostos. Na
Tel6fase os envoltérios nucleares sdo organizados ao redor de cada conjunto
cromossdmico e 0os mesmos tornam-se novamente filamentos finos (Pidoux e
Allshire, 2000; Alberts, 1994). Em plantas, durante a citocinese, 0s microtubulos
organizam-se formando o fragmoplasto entre os dois nucleos filhos. A placa celular é
formada na regido equatorial do proprio fragmoplasto e com o decorrer do tempo

atinge a parede celular da célula mae (Assaad, 2001).
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Figura 2: Representacdo da fase M em uma célula vegetal eucariética. A) Desenho esquematico
da mitose (Profase, Prometafase, Metafase, Anafase e Teldfase). B) Imagens por microscopia de
células vegetais em diferentes etapas da mitose (Retirado do dominio http://www.sep.alquds.edu).

1.2 Controle do ciclo celular vegetal

O ciclo celular esta relacionado com o modelo de formacdo de cada
organismo. Plantas possuem caracteristicas particulares no seu crescimento,
modelo de desenvolvimento e arquitetura do corpo. Em contraste com 0s animais, a
organogénese das plantas superiores se inicia no final da embriogénese, sendo
mantida durante todo o desenvolvimento pés-embrionario. A formacdo de novos
orgados, como raizes laterais, caule, folha ou flores, e a determinacdo da
especificidade do tecido € prolongada durante toda a vida da planta. Este
desenvolvimento continuo dos 0rgdos necessita de constante coordenacdo da
proliferacdo com os varios programas de diferenciagdo e devem estar perfeitamente
integrados com 0s mecanismos que regulam a atividade mitética diferencial dos
meristemas, para construir estruturas ordenadas (Lyndon, 1992; Hemerly, et al.,

1999; Meyerowitz, et al., 2002). Estudos de desenvolvimento vegetal sugerem que o



ciclo celular é adaptavel, e que estratégias distintas de controle podem ser usadas.
Devido ao seu estilo de vida séssil, plantas respondem as condi¢des ambientais do
meio pela mudanca na sua fisiologia e redirecionamento do seu crescimento. Sinais
do ambiente que influenciam o ciclo celular das plantas incluem: luz, ataque de
patdgenos, temperatura, agua, nutrientes, contato e gravidade. Além disso, nas
respostas celulares ao ambiente, alguns estimulos sdo transmitidos através da
planta pelos hormdnios, o0s quais possuem importante papel no controle do
crescimento e desenvolvimento da planta. (Doerner, et al., 1996; Hemerly, et al.,
1993; Ferreira, et al., 1994).

A transicdo de uma fase do ciclo celular para outra ocorre de maneira
ordenada e é regulada principalmente por duas familias de proteinas: as quinases
dependentes de ciclinas (Cyclin-Dependent Kinases - CDK) e as ciclinas (Cyclin -
CYC) (Murray, 1993; Nurse, 1990; Hemerly et al., 1999). As CDKs pertencem a uma
classe especial de serina-treonina quinases que fosforilam proteinas diretamente
relacionadas com a progressdo do ciclo. Esta atividade quinasica depende da
formacdo do complexo CDK-CYC, pois a CYC proporciona mudancas
conformacionais no sitio catalitico da CDK e determina a especificidade ao substrato

(figura 3) (Morgan, 1995).
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Figura 3: Atividade do complexo CDK-CYC durante as fases do ciclo celular. Uma vez ativa, as
CDKs permitem a ocorréncia de um determinado evento dentro do ciclo, por exemplo: duplicacdo do
DNA ou eventos da fase M. Uma vez finalizado o evento, a atividade da CDK é inibida com a
degradacéo da ciclina e em seguida, o ciclo celular passa para outra fase, onde um novo complexo
CDK-CYC é formado e outro evento ocorre. (Retirada de Alberts et al., 1994).

A atividade do complexo enzimatico CDK-CYC é dependente de fosforilacéo,
interacbes proteina-proteina, regulacdo transcricional e pds-transcricional,
localizacdo e protedlise (De Jager et al.,, 2005, Dewitte e Murray, 2003). Para o
complexo CDK-CYC se tornar ativo, a CDK precisa sofrer defosforilacdo dos
residuos Thr-14/Tyr-15 e fosforilacdo do residuo Thr-160. A fosforilacdo do residuo
Thr-160 é catalisada pelas quinases ativadoras de CDK (CDK-activating kinase —
CAK) e a defosforilacdo dos residuos Thr-14/Tyr-15 por membros da familia CDC25
(fosfatases) (Stals et al., 2000). A fosforilacdo dos residuos Thr-14/Tyr-15, ou seja, a
inibicdo do complexo CDK-CYC é catalisada pelas enzimas WEEL1 e MYT quinases.

Outro método para inibir diretamente a atividade do complexo CDK-CYC é a ligacao

das proteinas inibitérias de CDK (CDK-inhibitors — CKI) (Sherr et al., 1999). Estas



proteinas de baixo peso molecular dificultam a interacdo da CYC com a CDK
correspondente. Outra familia protéica, denominada subunidade da CDK (CDK-
subunit — CKS), pode atuar na ativagao ou inibicdo complexo CDK-CYC e auxilia no

reconhecimento ao substrato (Dewitte e Murray, 2003).

Os niveis das CDKs e CYCs sdo mantidos por sofisticados mecanismos
regulatérios (figura 4). A expressdo dos genes das CDKs é praticamente constante
ao longo do ciclo, s6 aumentando ligeiramente no periodo funcional da CDK (Joubés
et al., 2000). As CYCs apresentam comportamento diferente. Apresentam picos de
expressao e traducao em determinados periodos do ciclo e depois séo rapidamente
degradadas por proteodlise (Joubes et al., 2000). Este comportamento assegura que
a atividade quinasica do complexo CDK-CYC sera restrita aquele periodo

determinado do ciclo.
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Figura 4: Controle do ciclo celular em A. thaliana. A expressdo das CYCs (CIC), CDKs
(CDC2a/CDKA e CDC2b/CDKB) e as atividades das CDKs de A. thaliana ao longo do ciclo celular
(utilizando histona H1 como substrato para fosforilagdo). As &reas preenchidas refletem
gualitativamente o nivel de intensidade de RNAm, proteina ou atividade quinasica, conforme a
indicacdo. (Retirada de Mironov et al.,1999)



» CDKs em plantas

Baseado em estruturas priméarias, CDKs em plantas foram classificadas em
seis tipos: CDKA, CDKB, CDKC, CDKD, CDKE e CDKF (Joubés et al., 2000;
Vandepoele et al.,, 2002). Recentemente, uma nova classe de CDK, denominada
CDKG, foi encontrada (Menges et al., 2005). Esta nova CDK possui homologia com
a proteina quinase p58/GTA, membro da superfamilia p34 (Cdc2) quinase.

A CDKA desempenha uma funcdo importante nas transi¢coes das fases Gi1-S e
G,-M. A superexpressao de dominantes negativos de CDKA de Arabidopsis thaliana
em plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) acarretou numa reducdo da taxa de
divisdo celular, diminuicdo do numero de células e manutencdo do tamanho das
plantas. Entretanto, a razdo G;/G, continuou inalterada, corroborando com a
observacao da deteccao de atividade da CDKA em ambos os pontos de checagem
(Hemerly et al., 1995; Porceddu et al., 2001; Joubés et al., 2004).

A CDK do tipo B é dividida em dois subgrupos: CDKB1 e CDKB2. Estes
subgrupos foram encontrados tanto em monocotiledbneas quanto em
dicotiledéneas, sugerindo uma funcdo Unica conservada na regulacdo do ciclo
celular para cada um dos subgrupos (Corellou et al., 2005). Transcritos de CDKB1
acumulam durante S, G, e M, enquanto a expressado de CDKB2 ¢ especifica para G,
e M (Breyne et al., 2002). A necessidade da atividade da CDKB1 durante a mitose
foi demonstrada com um ensaio utilizando dominantes negativos. Este ensaio
revelou que a reducdo na atividade da CDKB1 acarreta hum aumento da razao
4C/2C, pois ocorre um blogueio da transicdo G2-M (Boudolf et al., 2004).

As CDKs do tipo C e E séo ortdlogos das CDKs 9 e 8 de vertebrados,

respectivamente. Suas fungdes no controle do ciclo celular ainda permanecem



obscuras. Entretanto, € sabido que as CDKCs interagem com a CYCT (Joubés et al.,
2001). Este complexo CDKC-CYCT atua na elongacédo da transcricdo por fosforilar
a RNA polimerase Il e também fosforila a proteina retinoblastoma RBR (Barroco et
al., 2003; Ful6p et al., 2005). Inibindo o RBR por fosforilacdo, as CDKCs podem
controlar a diferenciagdo celular sob o estimulo adequado. A CDKE atua na
expanséao das folhas e no desenvolvimento floral (Fulop et al., 2005).

As CDKs do tipo D e F sdo também chamadas de CAKs (quinases ativadoras
de CDK). As CDKDs séo funcionalmente semelhantes as CAKs de vertebrados, mas
a CDKF é especifica de plantas (Vandepoele et al., 2002; Umeda et al., 2005).
Somente as CDKDs sdo capazes de fosforilar a regido C-terminal da RNA
polimerase Il (Yamaguchi et al., 2003). Entretanto, a ativacdo do complexo CDKD-
CYCH pela CDKF nao é dependente de ciclina. Recentemente, foi demonstrado que
a CDKF ativa as CDKDs de Arabidopsis através de fosforilacdo direta (Shimotohno

et al., 2004).

* CYCs em plantas

Pouco se sabe sobre a natureza das interacdes entre as CYCs e as CDKs.
Esta falta de informacdo origina-se do fato de que plantas possuem muito mais
CYCs do que outros organismos conhecidos (Vandepoele et al., 2002). Apesar do
genoma reduzido, A. thaliana possui pelo menos 32 CYCs com provaveis funcbes
na progressao do ciclo celular. Em A. thaliana foram identificadas por anotacédo do
genoma: 10 do tipo A, 11 do tipo B, 10 do tipo D e 1 do tipo H (Wang et al., 2004).
Além dessas, pelo menos outros 17 genes foram encontrados e classificados como

CYCs dotipo C, P, L e T (Vandepoele et al., 2002; Wang et al., 2004). Um consenso
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da literatura converge para algumas propriedades de certos tipos de ciclinas. As
ciclinas do tipo D regulam a transicdo G;-S, as do tipo A transicdo S-M; e do tipo B
regulam tanto G,-M quanto a fase M internamente (Breyne e Zabeau, 2001).

As CYCs contém uma regido conservada de = 250 aminoacidos chamada de
nucleo da CYC (CYC core), o qual apresenta dois dominios: ciclina_N (cyclin_N) e
ciclina_C (cyclin_C) (Wang et al., 2004). O dominio ciclina_N possui = 100
aminoacidos e contém o sitio de ligagdo a CDK (também chamado de “cyclin box” e
foi encontrada em todas as CYCs identificadas). O dominio ciclina_C é menos
conservado e algumas CYCs, como as de G; e G, de humano, possuem o dominio
ciclina_N, mas ndo o dominio ciclina_C. Além do nucleo central da CYC, existem
dois motivos responsaveis pelo curso temporal das CYCs: a sequéncia de
destruicdo (Destruction-box — D-box) e a regido PEST (regido rica em residuos de
Pro(P), GIu(E), Ser(S) e Thr(T)) (Glotzer et al., 1991; Nagakami et al., 2002). A
regido PEST é encontrada em CYCs do tipo-D enquanto o D-box é encontrado em
CYCs do tipo A e B. Estas sequéncias de aminoacidos direcionam as CYCs para a

protedlise via proteassomo 26S.

* Requlacao por CKI

Durante o desenvolvimento vegetal, a célula pode executar diferentes
programas do ciclo celular (Verkest et al., 2005). Quando permanece no estagio
proliferativo, o complexo CDKB-CYC fosforila a CKI denominada KRP (Kip-related
protein — KRP), promovendo assim o direcionamento da KRP para protedlise. Além
disso, esta fosforilagdo inibe a interacdo da KRP com a CDKA. A medida que as

células vegetais diferenciam, a taxa de proliferacdo diminui e as células podem
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trocar o ciclo celular completo por um ciclo de endoreduplicacdo (endociclo ou
endoreplicacdo). Durante a endoreduplicacdo, o DNA é replicado sem subsequente
mitose, elevando a poliploidia. Neste periodo, a atividade da CDKB diminui
resultando na estabilizacdo da proteina KRP. A KRP entdo se liga ao complexo
CDKA-CYC néo permitindo a entrada na mitose. Eventualmente, as células podem
sair completamente do ciclo celular. Neste estagio, os niveis de KRP estdo muito

altos e inibem a atividade do complexo CDKA-CYC no final de G; e no inicio de M.

1.3 Ubiquitinacdo

O ciclo celular pode ser compreendido como uma série de reacodes
bioquimicas reversiveis, 0os quais criam um problema fundamental: como se pode
assegurar que a célula ird passar da fase B para C ao invés de retornar para a fase
A? Como foi criada esta ordem? A solucdo encontrada foi a degradacdo de
proteinas que foram necessarias no estagio anterior, cuja rapida protedlise
proporciona um mecanismo irreversivel que bloqueia um possivel retorno,
direcionando o ciclo para a proxima fase. Dois grandes complexos enzimaticos
estdo envolvidos diretamente na via de degradacdo de proteinas em eucariotos
durante o ciclo celular: o complexo promotor da anafase ou ciclossomo (Anaphase-
Promoting Complex or Cyclosome — APC/C) e o Skpl/Culina/proteina com o sinal F
(Skpl1/Cullin/E-box protein — SCF) (Sudakin et al., 1995; King et al., 1995; Bai et al.,
1996). Ambos utilizam o sistema proteolitico ubiquitina-proteassomo 26S (Ubiquitin-
26S proteasome — Ub-26S) para degradarem proteinas alvo (figura 5) (Hershko e

Ciechanover, 1998).
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Figura 5: Ciclo ubiquitina 26S proteassoma (Ub-26S). E;, enzima ativadora; E, enzima
conjugadora; Es, ubquitina ligase; Ub, ubiquitina; T, proteina alvo; 26S, proteassomo 26S e DUB,
enzima deubiquitinadora. O processo comeca com a E;, que forma uma ligacdo tioéster com a
ubiquitina (1). Na etapa (2), a ubiquitina é transferida para a E, e novamente é formada uma ligacao
tioéster. A E, transfere a ubiquitina ativada para a Es , a qual facilita a transferéncia da ubiquitina da
E, para o residuo de lisina na proteina alvo (3 e 4). Subsequentes etapas de conjugacéo (5)
adicionam cadeias de poliubiquitina na proteina alvo. As proteinas alvo poliubiquitinadas séo
direcionadas para o 26S proteassoma (6), onde as proteinas sdo degradadas e os monémeros de
ubiquitina sdo recuperados pela acdo da DUB (7). Eventos alternativos de ubiquitinacdo podem levar
a uma regulacdo e ndo uma degradacdo. Neste processo, a acdo da DUB é novamente importante
para manter os niveis de ubiquitina livre constantes na célula (8). (Retirado de Sullivan et al., 2003).

O processo de ubiquitinacdo inicia-se quando a enzima ativadora de ubiquitina
(Ubiquitin-activating — E;) hidrolisa ATP e forma uma ligacao tioéster de alta energia
entre o residuo de cisteina e a regido C-terminal da ubiquitina (Pickart, 2001). A
ubiquitina “ativa” é transferida para a enzima conjugadora de ubiquitina (Ubiquitin-
conjugating — E,), formando a mesma ligacédo tioéster de alta energia com o residuo
de cisteina da E,. Com a ajuda de uma terceira enzima, chamada de ubiquitina

ligase (Ubiquitin-ligase — E3), a ubiquitina é transferida da E, para o residuo de lisina

da proteina-alvo. Esta ligacdo amida € estavel e permite que, ao longo do tempo,
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mais moléculas de ubiquitina sejam adicionadas a proteina-alvo. A poliubiquitinacéo
€ importante, pois permite o reconhecimento do substrato pelo proteassomo 26S. As
Ess sdo componentes importantes do processo, porque determinam a especificidade
ao substrato, recrutam a E, apropriada e contribuem para a atividade da E, (Ardley e
Robinson, 2005). As principais Ess que atuam no ciclo celular sdo os complexos
APC e SCF (Vodermaier, 2004).

A abundéancia de proteinas como homologia de seqiéncia para componentes
conhecidos da via ubiquitina-proteassoma em A. thaliana, ilustra o quanto é
importante este sistema de degradacao seletiva de proteinas nos vegetais. Tem-se
especulado que um pouco mais de 5% (>1300 genes) do genoma de A. thaliana
codifica para componentes com funcdes definidas nas vias Ub-26S. Isto inclui 16
genes para ubiquitina, dois genes da E;, pelo menos 45 genes para E;, e 54 para o
26S (23 para o nucleo 20S e 31 para a regido regulatéria 19S). Os genes restantes
(>1200 genes) codificam para Eszs ubiquitina ligases (Yee e Goring, 2009). Em
Saccharomyces cerevisiae existe uma unica E;, 13 E;s e 82 Ess (Hochstrasser,
1996). O grande numero de genes para Eszs em A. thaliana em comparacdo aos
outros componentes da via Ub-26S e até entre eucariotos, € um indicativo da
importancia da seletividade para a entrada na via de protedlise. Como é a enzima
gue interage com a proteina alvo, a diversidade das E3s em eucariotos confere
especificidade para o processo de ubiquitinacdo. As diversas Ezs podem ser
divididas em varias familias baseadas no mecanismo de acédo (complexos APC ou
SCF) e pela presenca dominios especificos (RING, HECT e U-box) (figura 6) (Yee e

Goring, 2009).
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Figura 6: Ubiquitina Ez ligase. (a) Consiste em uma Unica subunidade com peso tipico > 100kDa
com dominio HECT. A transferéncia da ubiquitina da E, para a proteina alvo passa pela Es. (b)
RING/U-box nao participam diretamente da transferéncia da ubiquitina da E, para a proteina alvo,
porém ajudam servindo como base para a correta interacdo entre a E, e a proteina. (c) SCF é
composto por Rbx, uma proteina contendo o dominio RING que fornece a interacdo com a E,. A
especificidade do SCF pela proteina alvo € dada pela familia F-box. O SCF ajuda no direcionamento
da ubiquitina da E, para a proteina alvo. (Retirado de Sullivan et al., 2003).

1.4 Complexo promotor da anafase (APC)

O APC foi identificado como uma Es; e um importante componente da
maquinaria de destruicdo de CYCs, por dois grupos de pesquisa (Sudakin et al.,
1995; King et al., 1995). Sudakin e colaboradores trabalharam com odcitos de
molusco e isolaram um complexo de =1500kDa com capacidade de poliubiquitinar as
CYCs do tipo A e B. O grupo o chamou de ciclossomo, pois sua propriedade de
poliubiquitinar as CYCs era ativa na fase M e inativa na interfase. King e
colaboradores trabalharam com extratos de ovos de Xenopus laevis e determinaram
o valor de sedimentacdo do complexo em 20S. Este complexo também
poliubiquitinava CYCs na presenca de E; e E,. Experimentos de imunoprecipitacao
indicaram a presenca das proteinas CDC27 e CDC16 no complexo 20S. Por se
tratarem de proteinas importantes para a mitose, tanto em humano quanto em
leveduras, os autores preferiram adotar um novo nome: complexo promotor da
anafase (APC).

Sabe-se atualmente, que o APC nao atua somente na degradacao de CYCs

(Peters, 2002). Além das CYCs do tipo A e B, proteinas quinases, inibidores da
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anafase, moléculas sinalizadoras, cofatores, proteinas do cinetécoro e proteinas
com fungdes desconhecidas foram identificados como substratos dessa Es.

E possivel que a complexidade do APC esteja relacionada com sua
intrigante regulacdo. Esta complexidade € surpreendente, porque muitas outras Ess
sdo compostas por uma ou por poucas subunidades, indicando que a atividade
ubiquitina ligase ndo €& necessariamente dependente do numero de proteinas
envolvidas (Peters, 2002). Isto sugere que o APC poderia ter outras funcdes fora do

ciclo celular, ndo se limitando apenas ao controle da transicdo G,-M e/ou que as

subunidades adicionais poderiam também exercer fungdes regulatorias.

1.5 Ativadores do APC

A ativacao do APC, em determinadas etapas do ciclo, assim como a selecao
e a ligacdo aos substratos sdo coordenadas por duas proteinas ricas em dominio
WD-40: CDC20 e CDH1 (CCS52 em plantas). A ligacao desses ativadores ao nucleo
do APC é regulada durante o ciclo e é mediada por dois motivos: C-box
(DR(F/Y)IPXR) localizado na regido N-terminal e o motivo IR localizado na regido C-
terminal. Em células animais e em leveduras, a regulacéo do ciclo celular por CDC20
e CDH1 é diferente (figura 7). Em ambos, os niveis de CDC20 s&o controlados
transcripcionalmente e por protedélise que resultam na sintese durante as fases S-G,
e sua degradacao no final da fase M. Por outro lado, os niveis de RNAmM e da
proteina CDH1 sdo constantes através do ciclo em leveduras. Em mamiferos, os
niveis de RNAmM de CDHL1 flutuam durante o ciclo e apresentam um pico na mitose.
Além disso, a proteina CDH1 medeia a prépria degradacdo em G;. Ambas as

proteinas, CDC20 e CDH1, contém muitos sitios para fosforilagdo dependente de
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CDK. O complexo CDK-CYCB possui funcdo antagonista na regulacdo do APC~P¢%°

e APC®P™ A fosforilacdo de subunidades do APC é necessaria para sua ativacdo
por CDC20, enquanto a fosforilagdo do CDH1 previne a formacdo do complexo
APCCPH! e leva a translocacdo deste complexo do nlcleo para o citoplasma. A
atividade quinasica do complexo CDK-CYCB é suprimida antes da mitose por
fosforilacdo dos residuos Thrl4 e Tyrl5 da CDK (Morgan, 1997). Estes residuos séo
fosforilados pelas WEE1 e MYT1 e defosforilados por membros da familia CDC25.
No final da fase G, o estoque de CDK-CYCB inativo é ativado abruptamente pela
CDC25, e CDC25 é ativada pela PLK1 assim como por CDK-CYCB numa
retroalimentacdo positiva. O complexo CDK-CYCB ativado também regula

negativamente a si proprio por estimular o APCC%2°

através de fosforilacdo das
subunidades CDC16, CDC23, CDC27 do APC (Shteinberg e Hershko, 1999; Kramer
et al., 2000). O APC também é fosforilado e ativado por PLK1 e inativado pela PKA
(Golan et al., 2002; Kotani et al., 1999). Entretanto, a fosforilacdo de CDC20 por
CDK-CYCB é necesséaria para a ativacdo de APC/C®P“?° (Kotani et al., 1999).
Portanto, CDK-CYCB viabiliza sua prépria destruicdo estimulando APC®“?° numa
retroalimentacdo negativa. Em contraste, fosforilacio do CDH1 por CDK-CYCB
altera sua conformacao e previne sua ligacao ao APC (Kotani et al., 1999; Zachariae
e Nasmyth, 1998). Esta inibicdo do APC“°™ por CDK-CYCB durante a mitose é

importante para a subsequente ativacdo de APC®PH!

apos a mitose.

Andlises do CDC20 em plantas permanecem ainda inexploradas. O ativador
CDH1, denominado CCS52 em plantas, ja apresenta alguns dados na literatura. Ja
foram encontrados e analisados em Medicago truncatula e em A. thaliana (Fulop et

al., 2005). MtCCS52A é um ortélogo do CDH1 de levedura. A superexpressdo do

MtCCS52A em leveduras resulta numa inibicdo do crescimento, elongacdo das
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células e ciclos de endoreduplicagéo, devido alteracdo no padréo de degradacéo da
CYC mitética. Andlises funcionais da proteina MtCCS52A levaram a descoberta de
outro motivo conservado (YXXLL(K/R)xXLFC) em ativadores do tipo CDHI,
denominado CSM (CDH1 specific motif — motivo especifico para CDH1). Este motivo
€ essencial para interacdo do ativador CCS52A com o APC. O genoma de A.
thaliana contém trés genes CCS52, AtCCS52A1, AtCCS52A2 e AtCCS52B; e seis
genes CDC20 (Fulop et al., 2005). Com base nesses dados oriundos da anotacéo
do genoma de A. thaliana, podemos notar um aumento no nimero de ativadores em
plantas em comparagdo com outros organismos. Estudos de expressao indicam que
os niveis de RNAm dos ativadores AtCCS52A1 e AtCCS52A2 aumentam durante a
transicdo G;-S e diminuem durante G,. O contrario € visto com AtCCS52B, onde

seus niveis aumentam em G, e diminuem em G;.

Atividade | APC/CCédero APC/CCent
SAC
G2 P PM M AT G1 s
Fase
Niveis de %
proteina
CycA\ CycB\Cdc20 UBCH10
Sec \Plk1 /
G2 P PM M AT G1 S
Fase

Figura 7: Ativacdo do APC por CDC20 ou CDH1 durante o ciclo celular. APC®°“?° ¢ montado na
profase (P) e inicia a degradacdo da CYCA ja na prometafase (PM). A g)roteélise da CYCB e do
inibidor da separase, securina (SEC), dependem do complexo APC*?“*°. Um possivel atraso na
metafase (M) é normal até que o ponto de checagem do fuso mitético (SACL forneca sinais de
regularidade na progressdo. Durante a anafase (A) e a teléfase (T), APCP"" esta ativo. Este
complexo contribui para a degradacéo da securina e da CYCB; e medeia a destrui¢cdo de substratos
adicionais como PLK1 e CDC20. Isto leva a inativacdo do APC°“®°. Em G, APC®®™ medeia a
destruicdo da E, (UBCH10) e ,portanto, permite que ocorra o acimulo de CYCA. Acumulo de CYCA
contribui para a inativacéo do APC“®™ na transicdo G;-S. (Retirado de Peters, 2006)
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1.6 Substratos do APC

 Protedlise de CYCs

O APC foi inicialmente descoberto com uma Ej ubiquitina ligase que é
essencial para destruicdo da CYCB na mitose. Este processo € iniciado na metafase
e € fundamental para inativacdo da CDK e subsequente saida da mitose. O inicio da
protedlise da CYCB depende da formacdo do complexo APCP“®. O APCCPc?°
adiciona ubiquitina em residuos de lisina da CYCB em uma aparente maneira nao
seletiva; CDK que néo sofre nenhuma modificacdo por ubiquitinacdo perde a
afinidade pela CYCB. A CYCB marcada, pela adicdo de ubiquitina, € encaminhada
para degradacéo via 26S proteassoma. Uma vez isolada de uma CYC, a CDK muda
de conformacdo e ndo consegue mais hidrolisar ATP, resultando na completa
inativacdo da mesma. Esta situacdo permite que proteinas fosfatases defosforilem
substratos anteriormente fosforilados pelo complexo CDK-CYCB sem que haja um
ciclo futil. A defosforilagdo é um pré-requisito para a desmontagem do fuso mitético,
a diminuicdo da condensacao dos cromossomos, formacéo do envelope nuclear e 0
inicio da citocinese.

A instabilidade das CYCs do tipo A e B é conferida por uma pequena
sequéncia na regido N-terminal denominada D-box (RXxXaLXpXXcXN, onde X,
frequentemente é A ou V, X, freqientemente € G e X frequentemente € | ou L)
(Glotzer et al., 1991) . A auséncia ou mutacdes do D-box inibem drasticamente a
protedlise dessas CYCs. Vale ressaltar que a proteina CDC20 ndo interage com o
D-box dos substratos e a falta de outros componentes da via Ub-26S proteassomo

inibe a degradagédo das CYCs (Yamano et al., 2004). Um mutante nulo para a E;
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nao apresenta degradacdo das CYCs do tipo A e B (Townley et al., 1997). Um
segundo motivo de degradagcdo é conhecido como KEN-box (Pfleger e Kirschener,
2000). Fica localizado predominantemente na regido N-terminal dos substratos e
apresenta a seguinte assinatura: KENxxx(E/N/D). A prépria proteina Cdc20 de
humanos possui KEN-box em sua sequéncia. Recentemente foi descrito um novo
motivo de degradacgéo via Ub-26AS, denominado A-box (PSxxxQRVxxQ) (Littlepage
et al., 2002). Foi encontrado na proteina Aurora-A durante estudos com o complexo

APCCDHl.

» Separacdo das cromatides

A mais conhecida e possivelmente a mais importante funcdo do APC é a
promocao da anafase (como esta descrito em seu préprio nome). Para permitir a
segregacao dos cromossomos e cumprir um de seus objetivos, a coesdo das
crométides irmas precisa ser removida (figura 8). Durante a metafase, APC*P%
inicia este processo por ubiquitinacdo da securina, uma pequena proteina que
funciona como um inibidor da protease separase.Uma vez ativada, a separase cliva
a coesina e isto resulta na separacdo das cromatides. Embora a destruicdo da
securina seja essencial para a ativacdo da separase, em leveduras, cultura de
células humanas e até camundongos podem viver sem a securina (Yamamoto et al.,
1996; Wang et al., 2001). Uma possivel explicacdo seria a existéncia de um
mecanismo independente da securina que controle a atividade da separase. Um
mecanismo pode ser a fosforilacdo da separase e subseqlente associacdo com o

complexo CDK-CYCB, no qual seria suficiente para a inibicdo da separase em

extratos de ovos de Xenopus laevis (Stemmann et al.,, 2001; Gorr et al.,, 2005).
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APCCP? node contribuir para a ativacdo da separase por ubiquitinar ambas as
proteinas securina e a CYCB. Durante o ponto de checagem do fuso mitético,
proteinas especificas atuam inibindo o prosseguimento da anafase caso haja algum
erro na separacao das cromatides. Esta inibicdo se da pela inativacdo do complexo
APCCP? 3té que o problema seja de alguma forma solucionado. Fazem parte
desde complexo inibidor do cinetécoro: Bubl, Bub3, Madl, Mad2, Mad3 e MPS1
(Chan et al., 2005). A ordem e a natureza das interagcbes durante o ponto de
checagem ainda nao foram totalmente elucidados (Hoyt, 2001). Foi demonstrado
que Mad2 se liga a Cdc20 e previne a formacéo do complexo APC/CC%?° (Chan et

al., 2003). Isto pode levar a paralisagéo do ciclo durante a anafase.

Mad2
BubR1

| APC/CCée20

Securin— |=>|Separase || Cyclin B- |=>|Cdk1

separase Cdk1

Kinetochore
Microtubules

Prometaphase Metaphase Anaphase Telophase

Figura 8: Regulacdo na mitose pelo APCCDC20. Durante a prometéfase, proteinas do ponto de
checagem do fuso, Mad2 e BubR1, estdo ativas nos cinetdécoros que ndo estao presos, firmemente,
aos microtlbulos (feixes verdes). MAD2 e BubR1 inibem a capacidade de APC"“*° de ubiquitinar a
securina e a CYCB e, portanto, previne a anafase e saida da mitose. Na metafase, quando os
cinetécoros estdo presos aos microttibulos, APC“°“?° ubiquitina a securina e a CYCB. Isto promove a
ativacdo da separase e inativa a CDK. A separase cliva a coesina e inicia-se a separagdo das
crométides. A inativacdo da CDK leva a defosforilagdo dos substratos por fosfatases e a saida da
mitose. (Retirado de Peters, 2006).
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» Retorno a G1 e progressao no ciclo

Semelhante ao APC*P“*°, APC®P™ & regulado e atua degradando substratos
especificos durante a mitose. Comecgando pelo CDC20 e PLK1; e terminando pela
marcacdo de Aurora-A e B no final da fase Gi. A destruicdo de proteinas via
APC®P"! & importante para finalizar a mitose, iniciar a fase G, e comprometer a

célula com a fase S. No inicio da fase S, APCCP?

esta inativo pela ligacdo do
inibidor Emil com CDH1, resultando na estabilizac&o da ciclina A. Esta ativacéo da
ciclina A - associada a CDK - acarreta numa progressao coordenada do ciclo celular
na transicdo Gi/S. Uma falta de coordenacao na transicdo G.1/S pode levar a uma
entrada prematura na fase de replicacdo do DNA (Ezhevsky et al., 2001).

A superexpressdao de PLK1 e Aurora-A levam a anormalidades no
centrossomo, indicando que a destruicdo dessas proteinas em G; é essencial para a
sincronizacdo do ciclo celular e para duplicacdo do centrossomo (Nguyen et al.,
2005). Durante a transicdo G;-S, a proteina retinoblastoma (RB) € um regulador
negativo da progresséo do ciclo e foi demonstrado, recentemente, interacdo do APC
com tal proteina (Binné et al., 2007). O ativador CDH1 n&do somente interage com

RB, mas também é necessario para a paralisacdo do ciclo induzida por RB. Estes

dados sugerem uma regulacdo mediada por uma E3 ligase no complexo RB/E2F.

» Qutros substratos

Existem, todavia, muitos outros substratos do APC. Estes outros alvos incluem
outras CYCs, subunidades regulatérias de quinases, quinases e proteinas

acessorias (tabela 1). Uma protedlise importante na fase M é a da geminina (Bell,
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2002). A degradacdo da geminina libera CDT1 do complexo Gemina-CDTL1 e isto
resulta no inicio da organizacdo do complexo pré-replicativo. O complexo pré-
replicativo atuara na fase S promovendo duplicacdo do genoma. Em plantas, até o

presente momento, ndo foi encontrado um ort6logo para a geminina.

Tabela 1. Substratos mitéticos do APC.

Substrato Inicio da degradacao APC ativo Referéncia

CYCA Préfase APC*™** (antes da Geley et al., 2001
mitose); APC°" (G,)

Nek2A Préfase APCPH0 Hames et al., 2001
CYCB Metafase APC“* e APCP™ King et al., 1995
Securina Metéfase APC"“C e ApC*Pt Jeganathan et al., 2005
Xkid Metéfase APCP“° e APCP™ Antonio et al., 2000
Prcl Metafase APC®P™ Juang et al., 1997
Kip1l Metéafase APCCPe0 Gordon e Roof, 2001
Cin8 Metafase APCPHt Hildebrandt e Hoyt, 2001
Tpx2 Anafase APCCPH! Stewart e Fang, 2005a
Plk1 Antes da saida da mitose APC*PHt Lindon e Pines, 2004
Aurora-A  Antes da saida da mitose APCCPH! Littlepage e Ruderman, 2002
Cdc20 Antes da saida da mitose APC*PHt Pfleger e Kirschener, 2000
Aurora-B  Antes da saida da mitose APC®P™ Stewart e Fang, 2005b
Anilina  Antes da saida da mitose APCP™ Zhao e Fang, 2005

(Adaptado de Peters, 2006)
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1.7 Subunidades do APC

O APC é uma E; que tem sido extensamente estudada, desde leveduras até
plantas (figura 9). Entretanto, pouco se sabe sobre o numero total de subunidades
por organismo e suas funcbes dentro ou fora do complexo APC. O numero de
subunidades identificadas em S. cerevisiaie e Homo sapiens é 13 e 12
respectivamente (tabela 2) (Yoon et al., 2002; Hall et al., 2003; Passmore et al.,
2005). Em S. cerevisiae existem duas subunidades, APC9 e Mnd2, que nao
apresentam ortélogos em humanos. A subunidade APC7 néo € encontrada em
levedura. Ja em A. thaliana, as subunidades APC9 e Mnd2 n&o foram identificadas
(tabela 2) (Capron et al., 2003a; Fll6p et al., 2005). Porém, foram identificados dois
genes homologos ao CDC27 de humano: AtCDC27A e AtCDC27B. Nosso grupo
isolou 0os genes ja descritos do complexo APC em A. thaliana e realizou
experimentos sobre niveis de expressdo em alguns tecidos, interacdo in vitro e
interacdo in vivo utilizando o sistema de duplo-hibrido em leveduras (Eloy et al.,
2006). Este trabalho serviu como base para os estudos de algumas subunidades do
APC e revelou a natureza conservada das interacdes entre as subunidades desde

levedura até plantas.
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Figura 9: Modelo de ubiquitinacdo via APC. O substrato se liga tanto ao ativador quanto ao APC
usando seqiiencias de degradacgdo (retangulos vermelhos). A posicdo do substrato no ndcleo do
APC possibilita que mudltiplas lisinas sejam alvo de ataque da E2-Ub. Residuos proximos a E2
promovem a catdlise, que é estimulada pela ligagdo ao APC. Algumas subunidades foram ocultadas
para possibilitar uma melhor visualiza¢do do complexo. (Retirado de Matyskiela et al., 2009)

Tabela 2. Subunidades do APC. NI, subunidade nédo identificada; -, motivo ndo encontrado.

H. sapiens S. cerevisiae A. thaliana Motivo estrutural

APC2 Apc2 APC2 Culina

NI NI CDC27A TPR

APC5 Apc5 APC5 TPR

APC7 NI APCY7 TPR

NI Apc9 NI -

APC11 Apcll APC11 RING-H2

APC13 Swm1/Apcl3 APC13 -
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Recentemente, dados relativos a estequiometria do APC mostraram que
algumas subunidades estdo presentes em mais de uma copia (Passmore et al.,
2005). O APC de Xenopus, levedura e humano apresentam variagdes no namero de
copias das subunidades e isto esta diretamente relacionado com as diferencas de
massa dos complexos purificados (1500 -1700KDa) (Dube et al., 2005; Passmore et
al., 2005).

A maior subunidade do APC, APC1, possui uma regido de alta homologia com
as proteinas Rpnl e Rpn2, que fazem parte da regido de reconhecimento de
substratos ubiquitinados do 26S proteassoma (Jorgensen et al., 2001). Em Xenopus,
mutantes da proteina XIAPC1 ficam paralisados na metafase, acarretando um
fendtipo semelhante aos mutantes XICDC27 (Peters et al., 1996). As subunidades
XICDC16, XICDC23 e XICDC27 interagem com a subunidade XIAPC1, sugerindo
gue esta subunidade seja um ancoradouro para os outros componentes do APC/C
(Peters et al.,, 1996). Em Drosophila melanogaster, mutacdes no gene DmAPCL1
afetam o desenvolvimento dos olhos por causar uma paralisacdo em G; (Tanaka-
Matakatsu et al., 2007).

A subunidade APC2 contém o dominio culina e interage fortemente com a
subunidade APC11, que contém o dominio RING-H2. Em combinacdo com as E;s
Ubc4 ou UbcH10, o heterodimero APC2-APC11 é suficiente para catalisar a
ubiquitinacdo das CYCs do tipo B e securinas humanas (Tang et al.,, 2001).
Entretanto, este pequeno nucleo APC2-APC11 nédo possui especificidade ao
substrato durante o processo de ubiquitinacdo. Muitas E3s, incluindo APC e SCF,
apresentam este modelo caracterizado pela presenca de proteinas contendo 0s
dominios RING e culina (Passmore, 2004). Em humanos, a proteina CDH1 interage

com a regido do APC onde o HSAPC2 esta localizado (Dube et al.,, 2005). Isto
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confirma a hipotese de que o dominio culina do HSAPC2 é necessério para a
atividade catalitca do APC. O wuso de anticorpo anti-HSAPC2 inibe a
poliubiquitinacdo de substratos especificos do APC (Dube et al., 2005). Em A.
thaliana, o gene AtAPC2 é capaz de complementar parcialmente leveduras mutantes
termo-sensiveis (apc2®) e a proteina AtAPC2 interage fortemente com as
subunidades AtAPC11 e AtAPC8/AtCDC23 (Capron et al., 2003b). As plantas com
gene AtAPC2 mutado (T-DNA) ndo apresentam paralisagcdo na metafase, porém
foram detectados problemas na gametogénese feminina (Capron et al., 2003b).

As subunidades CDC16, CDC23, CDC27, APC5 e APC7 contém o motivo
estrutural TPR (TetratricoPeptide Repeat) (Sikorski et al., 1991). O motivo é
caracterizado pela repeticdo de 34 aminoacidos em regides variaveis da proteina.
Apesar da sequéncia de 34 aminoacidos ser degenerada, o motivo estrutural gerado
€ conservado (D’Andrea et al., 2003). O motivo TPR é encontrado em proteinas com
funcdes diversas e aparentemente esta relacionado com a interagdo proteina-
proteina. Em levedura, ScCDC16, ScCDC23 e ScCDC27 formam um complexo, e
mutantes para cada subunidade ficam paralisados em metafase (Sikorski et al.,
1990; Lambe et al., 1994; Heichman e Roberts, 1996). Em A. thaliana, mutantes
para o gene AtCDC16/Nomega (T-DNA) possuem embrides incapazes de degradar
a CYCB. Ja em Medicago truncatula, MtCDC16 é um regulador importante na
formacédo de raizes laterais e nédulos (Kuppusamy et al., 2009). Reduc¢éo dos niveis
de CDC16 em A. thaliana, utilizando RNAI, leva a uma diminuicdo do tamanho das
células da epiderme foliar (Marrocco et al.,, 2009). Mutantes AtCDC27B/Hobbit
apresentam problemas no desenvolvimento das raizes laterais, expansao celular e
respostas a auxina (Blilou et al., 2002; Kwee e Sundaresan 2003; Serralbo et al.,

2006). Duplo mutantes para os genes AtCDC27A e AtCDC27B possuem gametas
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ndo viaveis, indicando um mecanismo redundante para ambas as subunidades
CDC27 durante a gametogénese (Pérez-Pérez et al., 2008). Nosso grupo estudou a
superexpressao do gene AtCDC27A em plantas de tabaco e constatou aumento de
biomassa, reorganizacdo do meristema, aumento no padrdo de ubiquitinagéo,
alteracbes dos niveis de expressdo das CYCs do tipo A, B, D e da CDKA (Rojas et
al., 2009 - APENDICE XIll). Esses dados comprovam que a subunidade AtCDC27A
atua na regulacéo do crescimento da planta e pode alterar o padréo de ubiquitinacao
dependendo da sua concentracdo. Em células humanas, a subunidade CDC23 atua
em conjunto com CDC27 para manter os niveis corretos e a instabilidade natural do
ativador CDC20 (Prinz et al., 1998). A regulacdo da transcricdo também é alvo desta
subunidade, visto que o inibidor de transcricdo SIN1 interage na sua regiao N-
terminal com o CDC23 e sua regidao C-terminal com proteinas envolvidas com a
transcricdo (Shpungin et al., 1996). Isto sugere a uma funcado regulatoria direta do
APC ou somente desempenhada por uma subunidade, sem passar pela maquinaria
de ubiquitinacdo. Em humanos, niveis baixos de APC7 estad relacionado com
tumores invasivos (Park et al.,, 2005). Plantas de tabaco superexpressando
AtCDC27A possuem niveis de RNAm aumentados de APC7, sugerindo uma
harmonia estequiométrica do complexo TPR (Rojas et al., 2009). Em tabaco, o
APC7 (chamado de IVR-like) inibe a replicacdo viral e aumenta a sobrevida das
plantas (Akad et al., 1999). Experimentos em nosso laboratorio corroboram com tal
dado e fortalecem a idéia da atuacdo do APC num possivel sistema de defesa da
planta, visto que algumas proteinas virais possuem subunidades do APC como alvo
inibitério ou até o complexo em si (Teodoro et al., 2004; Mo et al.,, 2009). A
subunidade APC5 de A. thaliana e humanos contém o dominio TPR com alta

degeneracao e baixa homologia quando comparado com outras subunidades TPR.
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Mutantes do APC5 de D. melanogaster diminuem a degradacéo da CYCB, mas néo
apresentam o fenotipo caracteristico de mutantes paralisados em metafase (Bentley
et al.,, 2001). Isto corrobora com os dados que sugerem que o APC5 esti
comprometido com outros processos regulatérios. Em S. cerevisiae a E; Rsp5p
interage com 0 SCAPC5 e ambos regulam o remodelamento da cromatina (Arnason
et al., 2005). Em humanos, HSAPC5 e HSAPC7 interagem diretamente com o0s
coativadores CBP (Calmodulin-Binding Protein - CBP) e p300 (Turnell et al., 2005).
A interacdo estimula a atividade acetiltransferase e potencializa a transcricdo
dependente de CBP/p300.

A subunidade APC4 apresenta repeticdes do dominio WD40. Este mesmo
dominio é encontrado nas proteinas ativadoras CDC20 e CDH1. Experimentos com
S. pombe revelam uma localizacdo celular da subunidade somente no APC,
diferente do ScCDC23 que se encontra tanto no APC quanto no ambiente nuclear
(Yamashita et al., 1999). Mutantes do APC4 em Caenorhabditis elegans néo
realizam a anéafase | e 0s cromossomos permanecem sem segregar (Furuta et al.,
2000).

A subunidade APC10/Docl possui o dominio DOC e foi identificada
primeiramente em S. cerevisiae (Hwang et al., 1997). Mutantes Docl (Destruction of
Cyclin), embora nao letais, apresentam um atraso no ciclo celular por degradarem
baixas taxas de CYCB (Kominami et al., 1998). Imunoprecipitacdo utilizando
anticorpo anti-ScCDC16 co-sedimenta ScCDC23, ScCDC27 e Docl em levedura
(Hwang et al., 1997). O APC sem a subunidade Doc1 (APC“P*!) se liga a CDC20 ou
CDH1 normalmente, porém enquanto o APC®® interage com CYCB o APC“P°*! n&o
reconhece o substrato (Passmore et al., 2003). Docl reconhece o substrato através

do D-box e auxilia no processo de ubiquitinagcédo estimulando a taxa de incorporagao
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de ubiquitina (Carroll et al., 2005). Provavelmente, reduzindo a velocidade de
dissociacdo do substrato (Carroll et al., 2002). A regidao C-terminal do APC10 de
eucariotos contém o motivo IR que esta relacionado diretamente com a interacéo
com a subunidade HsCDC27 (Vodermaier et al., 2003; Wendt et al., 2001).
Curiosamente, os ativadores CDC20 e CDH1l também possuem este motivo,
sugerindo que as subunidades contendo TPR auxiliam no contado entre o APC10,
proteinas ativadoras (CDC20 ou CDH1), E, e outras subunidades do APC
(Vodermaier et al., 2003). Em A. thaliana, a superexpressao de APC10 reduz o
namero de células com contetdo 8C, 16C e 32C comparado ao controle (Marrocco
et al.,, 2009). Nosso grupo vem estudando a subunidade AtAPC10 tanto em A.
thaliana quanto em tabaco. Dados experimentais indicam a que a superexpressao
de AtAPC10 propicia um aumento da area foliar e conseqiente aumento de
biomassa em tabaco.

A subunidade CDC26 foi identifica em S. cerevisiae, e 0 seu papel se
manteve pouco estudado até recentemente (Hall et al., 2003). Em C. elegans, uma
pequena inibicdo via RNAiI do gene CDC26 acarreta defeitos na polaridade celular
do embrido, e uma forte inibicdo leva a uma paralisacdo na metafase da meiose |
(Dong et al., 2007). Em S. pombe foi identifica interacdo entre CDC26 e CDC16 e
em S. cerevisiae foi verificada a perda da subunidade CDC16 quando retirada a
subunidade CDC26 (Yamada et al.; 1997; Thornton, et al.,, 2006). Estes dados
ajudaram a criar um modelo onde a subunidade CDC26 ajudaria na estabilizacdo do
complexo TPR (Wang et al., 2009).

A subunidade Swml/APC13 foi descrita em S. cerevisiae atuando na
estabilizacdo das subunidades CDC16 e CDC27 (Hall et al., 2003) Em A. thaliana,

BNS/APC13 esta relacionado com o fendtipo “bonsai” quando regulado
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epigeneticamente pelo alelo DDM1 através de modificacdes no padréo de metilagéo

do DNA (Saze e Kakutani; 2007).

1.8 Genbmica comparativa em plantas

O ciclo celular tem sido amplamente estudado em varios organismos e com o
acesso recente a uma enorme quantidade de dados gendmicos, deu-se origem a
uma nova abordagem integrada chamada genémica comparativa. NGs cogitamos a
possibilidade da analise comparativa de genomas para identificacdo de genes
ortdlogos em organismos importantes e estratégicos. Comparando o ciclo celular
através das espeécies, revelou-se que sua regulacao é conservada evolutivamente. O
melhor exemplo conhecido é o papel central das CYCs e quinases em todas as
linhagens eucaridticas até agora investigadas. Curiosamente, a rede molecular
diretamente relacionada com a atividade dos complexos CDK-CYC também é
evolutivamente conservada (Doonan e Kitsios, 2009).

Para melhor analisar a diversidade dos genes do ciclo celular, utilizamos os
genomas de plantas disponiveis, em especial das espécies que estao localizadas na
base evolutiva das plantas: as algas. Estes sdo organismos com um minimo de
organizacao celular e possuem, de forma intrigante, um conjunto completo de genes
do ciclo celular - CDKs, CYCs, CKS, RB, E2F, DP, DEL, CDC25 e Weel (Robbens
et al., 2005). Quando analisamos o APC e seus ativadores nas algas, encontramos
0 mesmo padrao de conservagao, porém com algumas peculiaridades.

O desenvolvimento vegetal possui caracteristicas particulares e tentar
compreender este processo é de grande importancia para a pesquisa biolégica. Uma

forma de desvendar como o desenvolvimento esta sendo regulado nas plantas é
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investigar como a maquinaria que controla o ciclo celular é regulada neste modelo.
Através do estudo da holoenzima APC ou de cada subunidade do APC ou de
subcomplexos do APC que atuam, principalmente, na transicdo G,-M nos

eucariotos, tentaremos compreender uma parte do desenvolvimento vegetal.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais do projeto

Nosso grupo de pesquisa visa estudar o complexo promotor da anéafase
(APC) em plantas, buscando entender os mecanismos envolvidos nas transigoes
das fases do ciclo celular que levam a célula a eventos de diferenciagdo celular. O
objetivo geral do meu trabalho consiste na caracterizagdo das subunidades APCA4,
APC5 e APC10 de A. thaliana, bem como determinar a funcdo dessas proteinas nos

processos bioldgicos.

2.2 Objetivos especificos do projeto

e Analise evolutiva do APC e seus ativadores em plantas;

e Caracterizacdo das plantas de tabaco AtAPC100E, AtCDC27a0E e
10/27a0E sob estresse salino;

e Caracterizacdo das plantas de tabaco AtAPC100E, AtCDC27a0E e
10/27a0E sob estresse hidrico;

e Analise de parametros fotossintéticos das plantas de tabaco AtAPC100E,
AtCDC27a0E e 10/27a0E sob estresse hidrico;

e Analise das plantas de A. thaliana superexpressando as construcdes de
microRNA artificial das subunidades AtAPC4 e AtAPC5 (amiRNA-AtAPC4 e
amiRNA-AtAPC5);

e Analise do promotor do gene AtAPCS5.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Hormonios e antibidticos

3.1.1 Hormonios para cultivo de N. tabacum

33

Concentracéo final de uso na

Hormaénio Solucéo estoque )
cultura de tecidos
AIA 10mg/mL 0,1pg/mL
6BA 10mg/mL 1pg/mL

3.1.2 Antibidticos para cultivo de N. tabacum

Antibiotico

Solucgéo estoque

Concentracéo final de uso na

cultura de tecidos

Kanamicina (Km)

Cefotaxima (Cf)

50mg/mL
250mg/mL

50ug/mL
250pug/mL

3.1.3 Antibioticos para selecéao de bactérias transformadas

Concentracgéo final

Concentracéo final

Antibidtico Solucéo estoque _ )
E. coli A. tumefaciens
Ampicilina (Ap) 100mg/mL 100pg/mL -
Cloranfenicol (Cm) 100mg/mL 34ug/mL -
Espectinomicina (Sp) 50mg/mL 50ug/mL 100pg/mL
Estreptomicina (Sm) 100mg/mL 20ug/mL 300ug/mL
Gentamicina (Gm) 40mg/mL 5ug/mL 40ug/mL
Kanamicina (Km) 50mg/mL 50ug/mL -
Rifamicina (Rf) 50mg/mL 100ug/mL 100pg/mL
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3.2 Cepas de bactérias

e Escherichia coli DH5a

« Agrobacterium tumefaciens C58C1 RfX pMP90 Gm"®

3.3 Plantas

¢ Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia (Col)
¢ Nicotiana tabacum variedade SR1

e Oryza sativa cultivar Nipponbare

e Populus trichocarpa

3.4 Meios de cultura

Todos os meios de cultura foram esterilizados por autoclavacdo durante 15

minutos a 120°C e 1 atmosfera.

3.4.1 Composicao do meio LB (Luria-Bertani) para crescimento de E. coli

e Triptona 10g/L

e Extrato de levedura 5g/L

e NaCl 10g/L

e Ajustar para o pH 7,0 com NaOH 1M

e Para meio sélido, acrescentar agar 1,5%
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3.4.2 Composicao do meio YEB (Yeast Extract Broth) para crescimento de

A. tumefaciens

e Extrato de carne - 5g/L

e Extrato de levedura - 1g/L

e Peptona - 5g/L

e Sacarose - 5g/L

e MgS0,.7H,0 - 2x103M

e Ajustar para o pH 7,4 com NaOH 1M

e Para 0 meio solido, acrescentar agar 1,5%

3.4.3 Composicao do meio MS (Murashige-Skoog) para cultivo de N. tabacum

e Sais de MS - 4,03g/L
e Sacarose - 30g/L
e Ajustar para o pH 5,7 com KOH 1M

e Para meio solido, acrescentar agar 0,8%
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3.4.4 Composicdo do meio GM (Germination Medium) para cultivo de

A. thaliana

e Sais de MS - 4,03g/L

e Sacarose - 30g/L

e MES - 0,5g/L

e Ajustar para o pH 5,7 com KOH 1M

e Para meio solido, acrescentar agar 0,8%

3.4.5 Composicao da solucdo de Hoagland para cultivo de O. sativa

e KNO3; - 202g/L

e Ca(NO3),.4H,0 - 472g/L
e FeEDTA - 15¢g/L

e MgS04.7H,0 - 493g/L

e NHsNO3 - 80g/L

e KH,PO, - 136g/L
Micronutrientes

e H3BO; - 2.86g/L

e MnCl,.4H,0O -1.81g/L

e ZnS0O4.7H,0 - 0.22g/L

e CuSO, - 0.051g/L

e NaM00,4.2H,0 - 0.12g/L

¢ Ajustar para o pH 6,0 com KOH 3M



37

3.5 Material vegetal e condicbes de crescimento

3.5.1 A. thaliana

Plantas de A. thaliana ecotipo Columbia foram crescidas em potes contendo
terra autoclavada e vermiculita (2:1) ou em meio GM. Para a esterilizacdo, as
sementes de Arabidopsis, mantidas a 4°C, foram colocadas em tubos de
microcentrifuga contendo 1mL de etanol a 70% por dois minutos. ApGs a retirada do
etanol, as sementes foram colocadas em uma solucdo de hipoclorito de sodio 5% e
Tween a 0,01% por 15 minutos. As mesmas foram lavadas cinco vezes em agua
destilada autoclavada. As sementes esterilizadas foram dispostas em meio de
cultura solido com o auxilio de palitos de madeira autoclavados. A quebra da
dorméncia foi feita a 4°C por pelo menos dois dias. As plantas foram cultivadas em
casa de vegetacdo a 21 °C com fotoperiodo de 16 horas de luz sob intensidade

luminosa entre 3.500-6.000 lux.

3.5.2 N. tabacum

Plantas de N. tabacum variedade SR1 foram crescidas em vasos contendo
terra autoclavada e vermiculita (2:1) ou em placas e potes contendo meio MS. Para
a esterilizacéo, as sementes de tabaco, mantidas a 4°C, foram colocadas em tubos
de microcentrifuga contendo 1mL de etanol a 70% por dois minutos. Apés a retirada
do etanol, as sementes foram colocadas em uma solucao de hipoclorito de sédio 5%
e Tween a 0,01% por 15 minutos. As mesmas foram lavadas cinco vezes em agua

destilada autoclavada. As sementes esterilizadas foram dispostas em meio de
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cultura sélido com o auxilio de palitos de madeira autoclavados. As plantas foram
cultivadas em casa de vegetacdo a 28°C com fotoperiodo de 12 horas de luz sob

intensidade luminosa entre 3.500-6.000 lux.

3.5.3 O. sativa

Sementes de arroz foram esterilizadas com hipoclorito de sodio 5% por 20
minutos e, posteriormente, lavadas com agua destilada. Para o tratamento no
escuro, as plantas foram cultivadas em hidroponia (0.5X solucdo de Hoagland) em
estufa a 25-28 °C durante 2 semanas. O grupo controle foi cultivado com fotoperiodo
de 12h claro/12h escuro, sob intensidade luminosa entre 3.500-6.000 lux, e 0 grupo
etiolado foi cultivado na escuriddo (plantas de 10 dias). Para a coleta de tecidos
(parte aérea e raiz - 5 dias), as plantas foram cultivadas em hidroponia (0.5X solucéo
de Hoagland) em estufa a 25-28 °C durante 2 semanas. Posteriormente, as plantas
foram transferidas para potes contendo terra e vermiculita (1:1) para coleta dos
tecidos (bainha e lamina - 120 dias). As plantas e tecidos coletados foram

congelados em nitrogénio liquido e armazenadas a -80°C até a extracdo do RNA.

3.6 Material biolégico para andlise da expressdo génica

3.6.1 Arroz

Para o tratamento no escuro, as plantas foram cultivadas em hidroponia (0.5X
solucao de Hoagland) em estufa a 25-28 °C durante 2 semanas. O grupo controle foi

cultivado com fotoperiodo de 12h claro/12h escuro e o grupo etiolado foi cultivado na
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escuridao (plantas de 10 dias). Para a coleta de tecidos (parte aérea e raiz - 5 dias),
as plantas foram cultivadas em hidroponia (0.5X solu¢céo de Hoagland) em estufa a
25-28 °C durante 2 semanas. Posteriormente, as plantas foram transferidas para
potes contendo terra e vermiculita (1:1) para coleta dos tecidos (bainha e lamina -
120 dias). As plantas e tecidos coletados foram congelados em nitrogénio liquido e

armazenadas a -80°C até a extracdo do RNA.

3.6.2 Arabidopsis

Plantas de A. thaliana - controle e transformadas com as construcdes
amiRNA-AtAPC4 e 5 - foram crescidas em potes contendo terra autoclavada e
vermiculita (2:1) ou em meio GM. As plantas foram cultivadas em casa de
vegetacdo a 21°C com fotoperiodo de 16 horas de luz sob intensidade luminosa
entre 3.500-6.000 lux. Para analise de expressao génica, foram coletadas folhas de

plantas de 20 dias.

3.6.3 Poplar

O RNA total de folhas de poplar foi fornecido por Rodrigo T. Lourenco (grupo

de biotecnologia de florestas, Universidade Estadual da Carolina do Norte).



40

3.7 Andlise da expressao génica

3.7.1 Extracdo de RNA total e tratamento com DNAse |

O RNA total foi extraido seguindo o método descrito por Logemann e
colaboradores (1987). O material foi macerado em nitrogénio liquido e transferido
para tubos de 1,5mL contendo 500uL de um tampéo de extracdo (200mM Tris-Cl
pH7,5; 100mM LiCl; 5mM EDTA; SDS a 1%), 250uL de fenol pH 8,0 e 250uL de
cloroformio. A mistura foi agitada por 1 minuto e centrifugada a 20.000g por 15
minutos. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo contendo 250uL de fenol e
250uL de cloroférmio. A nova mistura foi agitada por 1 minuto e centrifugada a
20.000g por 15 minutos. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo, ao qual foi
adicionado 1 volume de LiCl 6M DEPC*, e deixada a 4°C por aproximadamente 16
horas. O sobrenadante foi descartado, e o precipitado foi ressuspenso com 1mL de
LiCl 3M DEPC e centrifugado a 20.000g por 15 minutos. O sobrenadante foi
novamente descartado, e o precipitado ressuspenso em 250uL de agua destilada
DEPC, ao qual foram adicionados 25uL de NaOAc 3M DEPC e 550uL de etanol
absoluto. A mistura foi incubada a -70°C por 30 minutos ou durante a noite a —20°C,
e posteriormente centrifugada a 20.000g por 15 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado lavado com uma solucdo etanol 70% DEPC, sendo
posteriormente centrifugado a 20.000g por 5 minutos. A solucdo de etanol foi
descartada e o excesso do mesmo foi retirado com auxilio de uma pipeta. O RNA

precipitado foi finalmente ressuspenso em 50uL de H,O milli-Q DEPC.

“ Todas as solugbes usadas para extracdo de RNA e sintese de 1° fita foram tratadas com 0.1% de
dietilpirocarbonato (DEPC), um potente inibidor de RNAse, durante 16 horas e foram depois
autoclavadas.
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Antes da sintese do cDNA, os RNAs totais foram tratados com DNAse |, para
eliminar qualquer contaminagéo por DNA genémico. Os RNAs foram incubados com
0,5U de DNAse | (Amersham biosciences - GE healthcare) para cada 1ug de RNA
total, no tampédo da enzima (200mM Tris-Cl pH 8,3, 500mM KCI, 25mM MgCl.,
DEPC 0,1%), a 37°C por 10 minutos. O volume de reacéo final foi determinado pela
guantidade da enzima usada, sendo 10uL de reacdo para cada microlitro de enzima.

Ao tubo de microcentrifuga de 1,5mL, contendo o RNA tratado, foram
adicionados um volume de fenol. As fases foram misturadas por agitagdo por 2
minutos e o material foi centrifugado a 20.000g por 5 minutos. A fase aquosa foi
transferida para um novo tubo, ao qual foi adicionado 1 volume de cloroformio. O
material foi misturado por agitacdo durante 1 minuto e centrifugado a 20.000g por 2
minutos. ApGs a centrifugacéo, a fase aquosa foi transferida para um novo tubo. O
RNA foi precipitado pela adicdo de 1/10 do volume de NaOAc 3M DEPC e 2
volumes de etanol absoluto, seguido de incubacdo a -70°C por 30 minutos ou
durante a noite a -20°C. Depois foi centrifugado a 20.000g por 20 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o RNA precipitado foi lavado com uma solucédo de
etanol a 70% em agua DEPC. A amostra foi centrifugada a 20.000g por 5 minutos a
4°C. A solucdo de etanol foi descartada e o excesso de etanol foi retirado com uma
breve centrifugacdo. O RNA precipitado foi ressuspenso em 30ul de H,O milli-Q

DEPC.
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3.7.2 Sintese de primeira fita de cDNA

O RNA total foi tratado com DNAse | e depois foi feita uma reacdo de
transcricao reversa para a obtencéo da primeira fita de cDNA a partir do RNAmM. As
sinteses de primeira fita foram realizadas utilizando 2 kits: “First-Strand cDNA
Synthesis Pharmacia Kit” (GE healthcare) e “Tagman First strand cDNA synthesis

kit” (Applied Biosystems).

¢ Primeira fita para clonagens em vetores Gateway (Invitrogen ®)

A primeira fita de cDNA sintetizada usando o “First-Strand cDNA Synthesis
Pharmacia Kit” foi feita em reagdes com volume final de 15uL, de acordo com o
fabricante. 2,5ug de RNA total foram desnaturados a 65°C por 10 minutos num
volume de 8uL. Apds este periodo de desnaturacao foram adicionados ao RNA: 1uL
(0,2ug) do oligonucleotideos Not-dT, 1uL de 200mM DTT e 5uL do “Bulk Mix”
(cloned, FPLCpure® Murine Reverse Transcriptase, RNAguard, RNAse/DNAse-Free

BSA, dATP, dCTP, dGTP e dTTP). A mistura foi incubada por 1 hora a 37°C. Os

cDNAs sintetizados foram tratados com 1U de RNase H por reacao.

Oligonucleotideo utilizado:

Not-dT: 5'-AACTGGAAGAATTCGCGGCCGCAGGAAT 15-3'
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¢ Primeira fita para analise de RT-PCR em tempo real

A primeira fita de cDNA sintetizada usando o “Tagman First strand cDNA
synthesis kit”, foi feita em reagdes com volume final de 25uL, de acordo com o
fabricante. Para cada 500ng de RNA total foram adicionados 2,5uL de TaqMan RT
Buffer 10X, 5,5uL de 25mM MgCl,, 5 puL de dNTPs Mix, 1,25uL de Hexa&mero
randémico, 0,5uL de RNase Inhibitor, 0,625uL de MultiScribe™ Reverse
Transcriptase (50U/uL). As amostras foram incubadas a 25°C por 10 minutos,
seguidos por 48°C por 30 minutos e um Ultimo passo de 95°C por 5 minutos. As
amostras foram diluidas quatro vezes com 10mM de Tris-Cl pH 8,0 e armazenadas a

-20°C ou prontamente utilizadas.

Oligonucleotideo utilizado:

Hexamero randdémico (Applied Biosystems)

3.7.3 RT-PCR em tempo real

O PCR em tempo real foi realizado utilizando o reagente “SYBR Green RT-
PCR Master Mix kit” (Applied Biosystems), conforme as recomendacdes do
fabricante.

A reacao foi feita em uma placa de 96 pocos (MicroAmp Optical 96 - Well
Reaction Plate - Applied Biosystems). Em cada poco foram colocados 6,25uL da
reagdo de primeira fita diluida 4 vezes, 12,5uL da solugédo “Mix RT-PCR” e 6,25uL de
uma mistura dos dois oligonucleotideos especificos para cada gene (APENDICE |) a

3,6uM cada um. Para cada reacdo, que utilizava os oligonucleotideos especificos
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para cada gene, foi feita outra com oligonucleotideos especificos para o0 gene RNAr
28S (28S), gene constitutivo em todas as células da planta. Esta reacéo foi utilizada
como controle positivo e como normalizador da quantidade de primeira-fita de cDNA
utilizada nos experimentos.

Como controle negativo, foi feita uma reagcdo nas mesmas condi¢cdes do
controle positivo sem o molde de primeira fita.

O resultado bruto do programa do RT-PCR em tempo real € uma curva
logaritmica da intensidade de fluorescéncia na fase inicial, que se transforma,
gradativamente, num platd de saturacédo. Para determinarmos a quantidade precisa
do produto de PCR, é imprescindivel que o ponto de medicdo seja bem
determinado. E preciso desconsiderar o sinal inicial, que pode conter fluorescéncia
basal. Esta € muito evidente nos ciclos iniciais, antes de haver uma quantidade
significativa do DNA amplificado. E baseado nestes ciclos que se determina a linha
de fluorescéncia basica das amostras. O ponto de medicdo escolhido foi acima da
linha de base, ainda na fase logaritmica da curva.

O ponto de medicdo determina o numero de ciclos necessarios para gerar a
fluorescéncia no ponto escolhido. Os valores obtidos foram transformados para uma
escala linear, utilizando-se a base 2 por serem duas fitas moldes de DNA. O
resultado obtido é a quantidade de fluorescéncia encontrada naquele determinado
namero de ciclos, em unidade arbitraria. O valor da fluorescéncia de cada amostra
com os oligonucleotideos especificos dos genes em questédo foi, entédo, subtraido
pelo valor de fluorescéncia da amostra correspondente ao oligonucleotideo 28S. A
planta SR1 de cada tempo foi escolhida o “calibrador’. Assim, as amostras foram
normalizadas pela quantidade de primeira-fita. Depois deste célculo feito, os valores

de cada amostra foram utilizados como expoentes na base 2. Deste modo obtemos
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o valor de quantas vezes mais a amostra expressa 0 gene em guestao em relagao

ao controle do experimento.

FI. Rel. = (CT gene - CT 28S) = ACT — CT SR1 = AACT = 284¢T

Onde, Fl. Rel. é a fluorescéncia relativa.

CT 28S € a média de numero de ciclos no ponto escolhido do controle com 28S.
CT gene é a média de numero de ciclos no ponto escolhido da curva em questéo.
Para expressao relativa dos experimentos com o0s controles experimentais, entao:

FI Rel exp / Fl Rel cont

3.8 Clonagem

3.8.1 Clonagem utilizando o sistema Gateway (Invitrogen ®)

Este sistema baseia-se na transferéncia de uma ou mais sequéncias de DNA
para multiplos vetores em reagdes paralelas, enquanto mantém a mesma orientacéo
e codigo de leitura. Para isto, a técnica utiliza sitios especificos de recombinacéo
(att) do fago A e um conjunto de enzimas denominadas recombinases. O sistema de

clonagem é constituido por duas etapas: a reacédo LR e a reacdo BP.

e Reacado BP

E uma reacdo de recombinacdo, catalisada pela “BP Clonase Enzyme Mix’,

entre um produto de PCR ou um clone de expressdo e o vetor doador (neste

trabalho pDONR221 - APENDICE Il). Esta reacdo serve para criar um vetor de



46

entrada (“entry-clone” a partir de um vetor doador. A partir do clone de entrada
pode-se transferir o DNA para qualquer vetor Gateway. Para que haja a inserg¢éo do
gene de interesse no vetor doador, € necessario acrescentar regides de
recombinacao nos oligonucleotideos especificos. Assim, o produto final da reacéo
de PCR estara flanqueado pelas sequéncias de recombinacao attB; e attB,. Quando
ocorrer a reacdo BP, o vetor doador (que possui regides attP; e attP2) ira
recombinar com o produto do PCR (que possui regides attB; e attB,) e formar4d um
vetor de entrada contendo as regibes attL; e attL, (Figura 10). Isto garante a
orientacdo correta da ORF apds a reacéo.

As condi¢cbes usadas na amplificacdo dos cDNAs das subunidades do APC

escolhidas foram (quadro 1) (1°PCR):

Componentes Volume
cDNA 100ng/mL lulL
Oligonucleotideo attB1 10uM 2,5uL
Oligonucleotideo attB2 10uM 2,5uL
dNTP 10mM 1,5uL
Enhancer 10X 5ulL
Tampdao da enzima 10X 5ulL
Enzima Pfx 5U/uL 0,5uL
MgSO. 50mM 1pL
Agua Milli-Q 31uL
Volume Final 50uL

Quadro 1: Protocolo da reacdo do 1° PCR para clonagem em vetores Gateway. Tampdo da
enzima Pfx (50mM Tris-Cl pH 8.0, 50mM KCI, 1mM DTT, 0.1mM EDTA, estabilizadores e glicerol a
50%).
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A reacdo ocorreu em um termociclador Mastercycler® (Eppendorf),

utilizando as seguintes condi¢des (quadro 2):

Etapas Temperatura Tempos
1 94°C 5 minutos
2 94°C 1 minuto
3 50°C 30 segundos
4 68°C 1 minuto/kb
5 30 repeticdes a partir do passo 2
6 68°C 10 minutos

Quadro 2: Programa da primeira reacdo da PCR para clonagem em vetores Gateway.

As amplificacbes por PCR de algumas ORFs deste trabalho foram realizadas
utilizando apenas um par de oligonucleotideos especificos, contendo toda a
sequéncia adaptadora da regido de recombinacédo attB (figura 10). Com a incluséo
da regido de recombinacao nos oligonucleotideos especificos, somente uma reacao
de PCR € necessaria (oligonucleotideos com 60 nucleotideos).

Entretanto, para a amplificacdo de algumas ORFs, uma segunda reacdo de
PCR foi realizada utlizando o produto do primeiro PCR como molde.
Oligonucleotideos contendo a regido adaptadora, inclusive parte da regido existente
no primeiro par de oligonucleotideos especificos, foram utilizados para gerar um
produto final contendo a regido de recombinacéo attB (figura 10).

Na segunda amplificacdo (quadro 3) (2° PCR), os seguintes parametros foram

usados:
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Etapas Temperatura Tempos
1 94°C 2 minutos
2 94°C 15 segundos
3 40°C 30 segundos
4 68°C 3 minutos
5 5 repeticdes a partir do passo 2
6 94°C 15 segundos
7 55°C 30 segundos
8 68°C 3 minutos
9 25 repeticdes a partir do passo 6
10 68°C 5 minutos

Quadro 3: Programa da segunda reacao da PCR para clonagem em vetores Gateway.
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2° PCR - oligonucleotideo ADAPT

I 1° PCR - O“gOﬂUC'eOtl,deO especifico + ADAPT*

Fragmento a ser amplificado
a partir do cDNA

Produto do 1° ou 2° PCR

l Vetor doador

Reacéo BP

11159 bp

Vetor de destino Vetor de entrada

Reacao LR

Figura 10: Esquema da metodologia GATEWAY de clonagem dos cDNAs das subunidades do
Complexo Promotor da Ané&fase. Os genes de interesse sdo amplificados com oligonucleotideos
especificos, porém com adaptadores que possuem uma parte da seqiiéncia de recombinacdo (1°
PCR). Uma vez amplificado, uma segunda rodada de PCR é realizada com oligonucleotideos
adaptadores (ADAPT) que reconhecem a sequéncia de recombinagcdo. Este segundo produto
amplificado é clonado através de uma reacdo BP em um vetor doador. A partir deste vetor (vetor de
entrada), € possivel clonar o gene de interesse na fase de leitura correta em qualquer vetor Gateway
(reacdo LR), desde que o vetor de destino possua a sequéncia de recombinagdo (attR, circulos
vermelhos). Ver APENDICE Il para os clones de destinos construidos para a realizacdo deste
trabalho.



50

O fragmento de DNA de interesse, ap0s a purificacdo, foi clonado no vetor
pDONR221 (Invitrogen) em uma reacao denominada BP (quadro 4). A reagao BP foi
incubada a 25°C por 12 horas e posteriormente dialisada durante 3 horas em
membrana 0,025um (Millipore). ApGs a dialise, a reacdo foi utilizada para
transformar E. coli DH5a por eletroporacdo. As colonias resistentes a 50ug/mL de
kanamicina foram inoculadas em meio LB liquido acrescido deste antibiético. A
extragdo do DNA plasmidial foi feita utilizando o kit “GFX Plasmid Minipreparation”
(GE Healthcare) seguindo as instru¢cdes do fabricante. Uma vez confirmado por
digestéo e por sequienciamento, este novo plasmideo passa a ser chamado de clone

de entrada.

Componentes Quantidade
Vetor doador (pDONR 221) 40fmol
Produto de PCR 100fmol
Tampéo da enzima 5X luL
Enzima BP Clonase 5X luL
Agua Milli-Q Completar até o volume final
de 5uL

Quadro 4: Componentes da reacdo BP. Reac¢des com volume final de 5uL.
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e Reacao LR

A partir do clone de entrada pode-se transferir o DNA para qualquer vetor de
expressdo Gateway. A reacdo LR é justamente a recombinacdo entre o vetor de
entrada do sistema e o vetor de destino (figura 10). Esta reacdo € catalisada pela
‘LR Clonase Enzyme Mix”. As regides attL; e attL, presentes no vetor de entrada
(formado pela reacdo BP) e as regides attR; e attR, presentes nos vetores de
destino serdo recombinadas e surgird o clone de expressao. O clone de expressao
resultante possui os sitios attB; e attB, idénticos aos presentes nos produtos de
PCR. Neste trabalho, os vetores de destino utilizados foram pK7WG2 e pKGWFS7
(APENDICE 1l). Os clones destino gerados neste trabalho estdo descritos no
APENDICE III.

A reacdo LR deve ser incubada a 25°C por 12 horas e posteriormente
dialisada durante 3 horas em membrana 0,025um (Millipore). Apos a dialise, a
reacao foi utilizada para transformar E. coli DH5a por eletroporacdo. As colbnias
resistentes aos antibidticos exigidos pela selecdo do vetor foram inoculadas em meio
LB liquido acrescido dos antibidticos especificos. A extracdo do DNA plasmidial foi
feita utilizando o kit “GFX Plasmid Minipreparation” (GE Healthcare) seguindo as
instrucdes do fabricante. Uma vez confirmado por digestdo, este novo plasmideo

passa a ser chamado de clone de destino.
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Componentes Quantidade
Vetor de destino 75 fmol
Vetor de entrada com o 0,5uL (250ng) da extragao de
gene de interesse DNA plasmidial
Tampé&o da enzima 5X lul
Enzima LR Clonase 5X lulL
Agua Milli-Q Completar até o volume final
de 5uL

Quadro 5: Componentes da reacdo LR. Reacdes com volume final de 5ulL.

Os vetores doadores e os vetores de destino contém o gene ccdB flanqueado
pelas regides de recombinacdo. Por codificar uma proteina letal para as bactérias
utilizadas nos experimentos, funciona como um agente inibidor de falsos positivos.
Caso nao ocorra a recombinacdo, as bactérias transformadas com estes vetores
falhardo no momento da replicacdo do DNA. Assim, qualquer falha na recombinacao

entre os vetores nao resultara em clones viaveis.

e Clonagem em vetor amiRNA

O microRNA artificial (amiRNA) oferece 4 sequéncias de oligonucleotideos
(I até 1V), que sdo usados para projetar seu microRNA artificial no precursor
miR319a por mutagénese sitio dirigida (Schwab et al., 2006). Para o molde das
PCRs, é utilizado o vetor pRS300, que contém o precursor miR319a no vetor pBSK
(clonado através do sitio para Smal) (APENDICE Il). Vetor fornecido pelo grupo do

Detlef Weigel (weigel@weigelworld.org).
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O precursor contendo amiRNA € gerado por reacdes sobrepostas. A
primeira rodada amplifica os fragmentos (a) até (c) (quadros 6, 7 e 8). Estes sao,
posteriormente, unidos na reacao (d) (quadros 9 e 10). Oligonucleotideos A e B séo
baseados na sequéncia do plasmideo. Eles estdo situados fora do local de
clonagem do pBSK para gerar maior nimero de produtos de PCR. Para clonagem
no sistema Gateway (reacdo BP), foram utilizados oligonucleotideos GWA e GWB
para insercao das sequéncias de recombinacao (reacao (e), quadros 11 e 12). Uma
vez realizada a insercdo das sequéncias de recombinagdo, os produtos foram
clonados, via reacdo BP, no vetor pDONR221 e, posteriormente, via reacdo LR, no
vetor pPK7WG2. Apés cada reacédo, os produtos eram verificados em gel de agarose

1-2%, as bandas cortadas e o DNA eluido.

]|

I: microRNA sense
II: microRNA anti sense
[11: microRNA* sense

IV: microRNA* anti sense

Figura 11: Representagdo esquematica da metodologia de produgcao de amiRNA utilizando
como molde o0 miR319a clonado no vetor pBSK. As dire¢des de leitura dos miRNA e dos miRNA*
estdo representados na figura por setas.
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Oligonucleotideo sense  Oligonucleotideo anti sense Molde
(@) A \Y, pRS300
(b) I Il pRS300
(©) I B pRS300
(d) A B (a) + (b) +(c)
(e) GWA GWB (d)

Quadro 6: Conjunto de reagcBes necessdarias para producdao do amiRNA. Cada reagdo é
dependente de um molde especifico.

Para as reac0es (a), (b) e (c).

Componentes Volume
DNA plasmidial (1:100) 2,0uL
Oligonucleotideo 10uM 2,0uL
Oligonucleotideo 10uM 2,0uL

dNTP 2mM 5,0uL
Tampéao da enzima 10X 5,0uL
Enzima Pfu 5U/uL 0,5uL
Agua Milli-Q 33,5uL
Volume Final 50uL

Quadro 7: Protocolo da reagdo da PCR para producéo dos fragmentos (a), (b) e (c). Tampé&o da
enzima Pfu (50mM Tris-Cl pH8.0, 50mM KCI, 1mM MgSO, e glicerol a 50%).
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Etapas Temperatura Tempos
1 95°C 2 minutos
2 95°C 30 segundos
3 55°C 30 segundos
4 72°C 45 segundos
5 24 repeticdes a partir do passo 2
6 72°C 7 minutos

Quadro 8: Programa das reacdes (a), (b) e (c) para producdo do amiRNA.

Para a reacao (d).

Componentes Volume
PCR (a) 0,5uL
PCR (b) 0,5uL
PCR (c) 0,5uL
Oligonucleotideo A 10uM 2,0uL
Oligonucleotideo B 10uM 2,0uL
dNTP 2mM 5,0uL
Tampao da enzima 10X 5,0uL
Enzima Pfu 5U/uL 0,5uL
Agua Milli-Q 34,5uL
Volume Final 50uL

Quadro 9: Protocolo da reagcédo da PCR para producédo do fragmento (d). Tampé&o da enzima Pfu
(50mM Tris-Cl pH8.0, 50mM KCI, 1ImM MgSO, e glicerol a 50%).
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Etapas Temperatura Tempos
1 95°C 2 minutos
2 95°C 30 segundos
3 55°C 30 segundos
4 72°C 1307
5 24 repeticdes a partir do passo 2
6 72°C 7 minutos

Quadro 10: Programa das reacdes (d) para producédo do amiRNA.

Para a reacao (e).

Componentes Volume
PCR (d) 2,0uL
Oligonucleotideo 10uM 2,0uL
Oligonucleotideo 10uM 2,0uL
dNTP 2mM 5,0uL
Tampao da enzima 10X 5,0uL
Enzima Pfu 5U/uL 0,5uL
Agua Milli-Q 33,5uL
Volume Final 50uL

Quadro 11: Protocolo da reacdo da PCR para producédo do fragmento (e). Tampé&o da enzima Pfu
(50mM Tris-Cl pH8.0, 50mM KCI, 1mM MgSO, e glicerol a 50%).
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Etapas Temperatura Tempos
1 95°C 2 minutos
2 95°C 30 segundos
3 55°C 30 segundos
4 72°C 1307
5 24 repeticdes a partir do passo 2
6 72°C 7 minutos

Quadro 12: Programa das reacdes (e) para producdo do amiRNA.

3.8.2 Verificacédo do produto de PCR em gel de agarose e eluicdo do DNA

Os produtos das reacfes de PCR foram eletroforeticamente separados em gel
de agarose 1% (USB), preparado com tampéao TAE 0,5X (80mM Tris; 80mM &acido
acético; 2mM EDTA pH 8,0) e brometo de etideo (0.5ug/mL). O gel foi colocado na
cuba de eletroforese i-Mupid®, imerso em TAE 0,5X e submetido a 100V por 30
minutos.

Para purificar o fragmento de DNA do gel, foi utilizado o Kit “GFX PCR DNA
and Gel Band Purification” (GE Healthcare) de acordo com as instru¢bes do
fabricante.

As bandas desejadas foram cortadas do gel com o auxilio de uma lamina de
bisturi. Estas bandas foram colocadas em um tubo de microcentrifuga de 1,5mL.
Para cada 10mg de gel foram adicionados 10uL de tampédo de captura e os tubos
incubados a 60°C (até que a agarose fosse completamente dissolvida). A amostra
foi transferida para a coluna GFX acoplada a um tubo de microcentrifuga de 1,5mL e

incubada por 1 minuto a temperatura ambiente. O sistema tubo/coluna foi entéo
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centrifugado por 30 segundos a 20.000g e o liquido descartado. Foram adicionados
500uL de tampédo de lavagem a coluna de purificacdo e posteriormente esta foi
centrifugada por 30 segundos a 20.000g. A coluna foi transferida para um novo tubo
de microcentrifuga de 1,5mL. Foram adicionados 30uL de agua Milli-Q a coluna.
ApoOs centrifugacao, a solucdo contendo o DNA eluido do gel foi estimada através de

eletroforese em gel de agarose 1%.

3.8.3 Preparacédo de bactérias eletrocompetentes e eletroporacao

Bactérias E. coli DH5a eletrocompetentes foram preparadas de acordo com
protocolo descrito por Ausubel et al. (1992).

Para a eletroporacéo, foram utilizadas aliquotas de 40uL de E. coli DH5a
eletrocompetentes e 20-100ng de DNA. As eletroporacdes foram realizadas em
cubetas (Bio-Rad) de 1,8kV a 200Q2 e 25uF em um eletroporador (Eppendorf) como

descrito por Ausubel et al., (1992).

3.8.4 Preparacao de A. tumefaciens competente

Uma coldnia isolada de A. tumefaciens C58C1 pMP90 foi inoculada em 5mL
de YEB liquido contendo 100ug/mL de Rf e 40ug/mL de Gm. Este pré-inéculo foi
incubado a 28°C, sob agitacdo, por aproximadamente 16 horas e depois diluido em
100mL de meio YEB contendo os mesmos antibiéticos ja citados. A cultura de
100mL cresceu a 28°C, sob agitacéo, até a D.O.s00nm de 0.5. Atingida a D.O., cultura

foi centrifugada a 4°C por 8 minutos a 10.000g. O sobrenadante foi descartado e o
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precipitado ressuspenso em 2mL de glicerol a 10% contendo 20mM de CacCl,.

Aliquotas de 100uL foram feitas e estocadas a —70°C.

3.8.5 Transformagéao de A. tumefaciens e selegéo

A transformacdo de A. tumefaciens consiste numa brusca alternancia de
temperatura (caracterizando o choque térmico). Adicionou-se 1ug de DNA na
aliquota de células competentes. O tubo de microcentrifuga foi colocado em
nitrogénio liquido por 2 minutos. Posteriormente, o tubo foi incubado a 37°C por 5
minutos. As células foram transferidas para um tubo de 15mL contendo 1mL de YEB
e incubado por 1 hora a 30°C sem agitacdo. Posteriormente, o tubo de 15mL foi
incubado a 30°C por 2 horas sob agitacdo. Ao final do periodo, a suspensao celular

foi plaqueada em YEB solido contendo os antibioticos adequados.

3.8.6 Minipreparacao de DNA plasmidial e digestdo com enzimas de restricao

Para a confirmacdo da clonagem do inserto no vetor desejado, foram feitas

minipreparagdes de DNA plasmidial usando o kit “GFX Plasmid Minipreparation” (GE

Healthcare) e o protocolo utilizando lisozima.

e Kit “GFX Plasmid Minipreparation”

Uma coldnia isolada da bactéria E. coli DH5a com o plasmideo de interesse

foi inoculada em 3mL de meio LB liquido, contendo os antibiéticos especificos para

cada clone.
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O inéculo foi incubado a 37°C, sob agitacdo, por aproximadamente 16 horas
para o crescimento da mesma. A cultura foi transferida para tubos de
microcentrifuga de 1,5mL e centrifugada a 20.000g por 3 minutos. O meio LB foi
descartado e as bactérias precipitadas foram ressuspensas, sob agitacdo, em 300uL
da Solucdo | (100mM Tris-Cl pH 7.5, 10mM EDTA pH 8.0, 400ng/mL RNase ).
Posteriormente, foram acrescentados 300uL da Solucao Il (NaOH 1M, SDS a 5,3%).
Depois da lise bacteriana, 600uL da Solucéo Il (Acetato de potassio 5M) foram
adicionados para completa neutralizacdo. O lisado foi centrifugado a 20.000g por 5
minutos e o sobrenadante transferido para uma coluna de purificacdo GFX acoplada
a um tubo coletor de 2mL. A coluna foi centrifugada a 20.000g por 30 segundos e 0
liguido armazenado no tubo coletor descartado. Foram adicionados 400uL de “Wash
Buffer” (50mM Tris-EDTA pH 8.0, etanol a 80%) na coluna e esta, juntamente com o
tubo coletor, foram centrifugados a 20.000g por 1 minuto. A coluna foi transferida
para um novo tubo de microcentrifuga e 50uL de agua Milli-Q foram adicionados. A
coluna acoplada ao tubo de 1.5mL foi centrifugada a 20.000g por 1 minuto. A coluna
foi descartada e o plasmideo purificado permaneceu diluido em 50 uL de agua Milli-
Q.

O plasmideo extraido foi digerido com enzimas de restricdo para verificar a
ligacdo do fragmento desejado no vetor (seguindo protocolos descritos por
Sambrook e Colaboradores, 1989). Enzimas de restricdo foram escolhidas e 1-2ug
de DNA plasmidial foram digeridos com 3U de cada enzima para cada 1ug de DNA.
Os tampdes utilizados na digestdo foram os recomendados para cada enzima pelo
fabricante. A reacéo de digestdo ocorreu durante 3-4 horas a 37°C e foi analisada

posteriormente em gel de agarose 1%.
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e Lisozima

Uma colbnia isolada da bactéria E. coli DH5a com o plasmideo de interesse
foi inoculada em 5mL de meio LB liquido contendo os antibidticos especificos para
cada clone.

O inéculo foi incubado a 37°C, sob agitacdo, por aproximadamente 16 horas
para o crescimento da mesma. A cultura foi transferida para tubos de
microcentrifuga de 1,5mL e centrifugada a 20.000g por 3 minutos. O meio LB foi
descartado e as bactérias precipitadas foram ressuspensas, sob agitacdo, em 175uL
de tampdo TEZ (50mM Tris-Cl pH 8.0, sacarose a 15%, 50mM EDTA pH 8.0).
Posteriormente, adicionou-se 25ulL de lisozima (10mg/mL) e incubou-se por 15
minutos a temperatura ambiente. Apos a adicdo de 400uL de agua destilada gelada,
a cultura foi imediatamente submetida a um choque térmico a 72°C por 15 minutos.
O lisado foi centrifugado a 20.000g por 8 minutos e o precipitado retirado com um
palito de madeira. Ao sobrenadante foram adicionados 1/10 Volume Acetato de
sédio 3M e 1 Volume de isopropanol. A mistura foi centrifugada a 20.000g por 20
minutos. O sobrenadante foi descartado e o plasmideo precipitado foi lavado com
uma solucédo de etanol a 70 %. Uma nova centrifugacéo foi realizada a 20.000g por
5 minutos. A solucdo de etanol foi descartada e o precipitado foi ressuspenso em

50uL de H,O Milli-Q.
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3.9 Plantas transgénicas

3.9.1 Obtencéao de plantas AtAPC100E

ApGs a obtencédo das linhagens transformadas in vitro (geracéo Ty), as plantas
superexpressando a subunidade AtAPC10 foi transferida para a terra até gerarem
sementes por autofecundacdo (geracdo T;). As sementes foram coletadas,
esterilizadas e guardadas a 4°C. A partir da semeadura de 100 sementes de cada
linhagem AtAPC100E em MS/Km, foi possivel determinar a segregacao mendeliana
(figura 12). Para verificar se 0 agente seletor estaria ou nao influenciando no
fendtipo, 50 sementes foram semeadas em MS sem antibidtico. A partir da placa
MS/Km, 5 plantas de cada linhagem foram transferidas para o vaso contendo terra e
vermiculita na casa in vivo. A autofecundacéo dessas plantas resultou em sementes
correspondentes a geracao T,, Estas sementes foram esterilizadas, guardadas a 4°C
e semeadas em meio MS/Km para determinar sua segregacdo (homozigotas ou

hemizigotas). As sementes T, foram objetos de estudo deste trabalho.
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Figura 12: Esquema para obtencdo de uma geracdo T,. As plantas T, geraram sementes por
autofecundacdo. A segregacdo dessas sementes foi determinada (3:1) e as plantas passadas para a
terra (geracdo T,). As plantas da geracdo T, geraram sementes por autofecundacdo (geracéo T,).
Plantas homozigotas e hemizigotas de cada linhagem foram objetos das analises.

3.9.2 Estresses salino e hidrico das plantas AtAPC100E, AtCDC27aOE,

10/27a0E e SR1

As plantas AtAPC100E, AtCDC27a0E, 10/27aOE e SR1foram germinadas em
meio MS, MS+NaCl 0,3% e MS+NaCl 0,7%. Ap6s 10 dias de periodo in vitro, as
plantas foram analisadas. Para acompanhar o crescimento radicular, as plantas
AtAPC100E, AtCDC27a0OE, 10/27aOE e SR1 foram germinadas em meio MS,
MS+NaCl 0,3% e MS+NaCl 0,7% em placas quadradas e, estas, posicionadas nas
prateleiras da casa de vegetacdo na posicao vertical (sob condi¢cdes anteriormente

mencionadas). Apds 20 dias de periodo in vitro, as placas foram analisadas.

Para realizar o estresse hidrico, 10 plantas das linhagens transformadas

AtAPC100E, AtCDC27a0E, 10/27a0E e do controle SR1 foram separadas em dois
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grupos. Um foi submetido ao tratamento de restricdo hidrica e outro ndo teve seu
regime hidrico alterado. O tratamento iniciou-se com a primeira medi¢éo do aparelho

fotossintético.

3.9.3 Verificacdo de massa fresca e seca das plantas de tabaco

As folhas e o caule de cada tabaco foram coletados e imediatamente pesados
em balanca de precisédo. Os resultados obtidos representavam os valores de massa
fresca. Posteriormente, o material vegetal era incubado em estufa de secagem a
70°C por 3 dias. O material seco era pesado e os valores correspondiam a massa

Seca.

3.9.4 Analise estatistica das plantas de tabaco

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad
Prism versdo 3 (GraphPad Software Incorporated). Cada analise estatistica foi
realizada com um nimero de amostras igual a 12 (plantas) por construcao/linhagem.
Os valores extremos obtidos (valor maximo e minimo) foram descartados. Os
experimentos foram realizados em duplicata. Os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia e feito o teste Turkey para comparacdo de médias. O teste
Turkey permite estabelecer a diferenca minima significante, ou seja, a menor
diferenca de médias de amostras que deve ser tomada como estatisticamente

significante, em determinado nivel.
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3.9.5 Conteudo relativo de agua

Discos foliares (2 cm de didametro) das plantas submetidas ao estresse hidrico
e controle foram excisados; e pesados em balanca de precisdo com 5 algarismos
significativos. Apos 3 dias em estufa a 50°C, os discos foliares foram novamente
pesados. A diferenca entre as medi¢Bes indicaram a perda de agua dos discos e
manutengdo do peso do material organico. Cada excisao foi realizada durante as

medi¢Bes do aparelho fotossintético.

3.10 Andlise fotossintética

Os valores do rendimento quéantico do fotossistema Il (Fv/Fm), foram
determinados em duas folhas de cada uma das quatro plantas (controle e
transformadas), adaptadas ao escuro durante 1 h, utilizando um medidor de
fluorescéncia modulada (MINI-PAM, Walz). O desempenho fotossintético em funcéo
de niveis crescentes de luz foi determinado utilizando a programacdo do mesmo
equipamento, com niveis crescentes de luz durante 4 minutos, em oito estagios de
30 segundos cada. Ao final de cada nivel de luz foi aplicado um pulso saturante
(cerca de 6000 umol.m™?s™) para a determinacdo de parametros de fluorescéncia. O
rendimento quantico efetivo do fotossistema Il foi determinado conforme Genty et al.
(1989) através da férmula: ¢ = AF/F'm = (F'm - F)/F‘'m, onde F é a fluorescéncia da
clorofila na amostra adaptada a luz e F'm a maxima fluorescéncia da amostra
adaptada a luz, com o pulso saturante. A taxa aparente de transporte de elétrons
(ETR) foi determinada da mesma forma utilizada por Luttge et al (1998): ETR =

0,5.(AF/F‘'m).DFF. Segundo Littge et al. (1998), é de se esperar que a fotossintese
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nao atinja o “estado estacionario” devido ao tempo muito pequeno de exposi¢cédo a
cada nivel de luz mas o método permite rapidas medidas comparativas entre
diferentes tratamentos. O excesso relativo de radiacdo fotossinteticamente ativa foi

obtido como (Fv/Fm-AF/F‘m)/(Fv/Fm), segundo Bilger et al. (1995).

3.11 Identificacdo dos genes e localizacdo cromossdmica

Pesquisas em varias bases de dados foram realizadas para encontrar as
subunidades do APC, CDC20 e CCS52 em Arabidopsis, arroz e poplar. A estratégia
para a obtencdo de cada gene nos genomas foi o seguinte: sequéncias de
Arabidopsis, anteriormente publicadas (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000),
foram obtidas no banco de dados TAIR8 (http://www.arabidopsis.org). As sequéncias
foram utilizadas para pesquisar nas bases de dados: Oryza sativa L. cv. Nipponbare
- The Institute for Genomic Research (TIGR) (http://rice.plantbiology.msu.edu),
Populus trichocarpa Nisqually-1 - DOE Join Genome Institute (http://genome.jgi-
psf.org/Poptrl_1/Poptrl 1 . home.html), Sorghum bicolor BTx623 - DOE Join
Genome Institute (http://genome.jgi-psf.org/Sorbil/Sorbil.home.html), Vitis Vinifera
PN40024 - Genoscope (http://www.genoscope. cns.fr / cgi-bin blast_server /
projet ML / blast.pl), Ostreococcus sp RCC809 - DOE Join Genome Institute
(http://genome.jgi-psf.org/OstRCC809 1/OstRCC809_1.home.html), Volvox carteri --
DOE Join Genome Institute (http://genome.jgi-psf.org/Volcal/Volcal.home.html),
Chlorella sp. NC64A - DOE Join Genome Institute (http://genome.jgi-
psf.org/ChINC64A_1/ChINC64A 1.home.html) Micromonas sp NOUM17 (RCC299) -
DOE Join Genome Institute (http://genome.jgi-psf.org /

MicpuN3/MicpuN3.home.html), Physcomitrella patens - DOE Join Genome Institute
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(http://genome.jgi-psf.org/Phypal_1/Phypal_1.home.html), Selaginella
moellendorffi - DOE Join Genome Institute (http:/ / genome.jgi-
psf.org/Selmol/Selmol.home.html) e Cyanidioschyzon merolae

(http://merolae.biol.su-tokyo.ac.jp). A busca por sequiéncias foi realizada através das
ferramentas blastp e tblastn. Além disso, Arabidopsis os genes do APC e dos
ativadores foram usados para pesquisa contra milho, Medicago truncatula e bases
de dados de EST Saccharum officmarum no Gene Index DFCI
(http://lcompbio.dfci.harvard.edu/tgi/cgi-bin/tgi/Blast/index.cgi). Localizagdes
cromossomicas das subunidades do APC e dos genes CDC20/CCS52 foram obtidas

utilizando BLAST e outras ferramentas de localizagdo gendémica.

3.12 Identificacdo dos dominios de proteina

O banco de dados SMART (http://smart.embl-heidelberg.de) foi usado para
confirmar se cada sequéncia de proteinas possui dominios e motivos conservados.
O programa de pesquisa TPRpred (http://toolkit.tuebingen.mpg.de/tprpred) foi
utilizado para confirmar a presenca do dominio TPR em sequéncias especificas

(Karpenahalli et al., 2007).

3.13 Analise filogenética

As analises filogenéticas das subunidades TPR e ativadores CDC20 e CCS52
foram realizadas utilizando o método de Neighbor-Joining, presente no programa de
analise genética e evolugdo molecular - MEGA4 (Tamura et al.,, 2007). O

alinhamento para a construcéo da arvore foi realizada usando ClustalWw com o matriz



68

Gonnet de pontuacdo. A confiabilidade das &rvores obtidas foi testada utilizando

“bootstrap” com 2000 repeticdes.

3.14 Exon-intron e dominio TPR

A informacéo sobre exon-intron foi obtida a partir dos dominios TAIR, TIGR e
bases de dados JGI. As sequiéncias dos dominios de repeticdo foram extraidas e
alinhadas entre si usando o Smith-Waterman, uma ferramenta de alinhamento no
pacote EMBOSS (Rice et al., 2000; Bjorklund et al., 2006). Isso gerou pontuacoes

dos alinhamentos entre todos os dominios individuais.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ldentificacdo das subunidades do APC e dos ativadores

Embora todas as previsbes do numero de genes estejam sujeitas a
alteracoes, A. thaliana possui um genoma consideravelmente menor do que Oryza
sativa (arroz) e Populus tricocharpa (poplar) (125Mb A. thaliana, 420Mb O. sativa e
485Mb P. tricocharpa) (Arabidopsis genome initiative, 2000; Goff et al., 2002; Tuskan
et al., 2006; Sterck et al., 2007). A duplicacéo e a fixacdo de genes em plantas sao
extensas e o numero de familias génicas sédo geralmente maiores em plantas do que
em animais (Cui et al.,, 2006). As informacfes disponiveis sobre sequéncias de
genes relacionados com o ciclo celular vegetal levantam uma série de questdes. Os
genomas das plantas codificam todas as subunidades do APC e todos os tipos de
ativadores? Sera que 0S genes possuem uma estreita relacdo filogenética? O
guanto sdo comparaveis os padrbes de expressdo dos genes do ciclo celular de
diferentes espécies? Os genomas de Arabidopsis, arroz e poplar proporcionam uma
excelente combinacdo para uma amplo estudo dos genes do APC e dos ativadores
em planta.

A fim de realizar uma comparacdo do APC e ativadores entre as espécies,
sequencias de Arabidopsis foram usadas para identificar possiveis ortélogos nos
bancos de dados de genomas de arroz e poplar (The Institute for Genomic Research
(TIGR) para arroz e Join Genome |Institute (JGI) para poplar). As seqguencias das
subunidades do APC em Arabidopsis ja foram publicadas e serviram de base para a
busca por ortdlogos (Capron et al., 2003a, Ful6p et al., 2005; Eloy et al., 2006). Apds

exaustiva procura nos bancos de dados, alguns genes foram encontrados somente
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em bancos de sequencias expressas (Expressed Sequence Tag - EST)
armazenadas no Gene Index DFCI. Posteriormente, a ferramenta SMART, para
identificacdo de motivos, foi usada para identificar possiveis dominios em todas as
proteinas candidatas (Schultz et al., 2000). Usando esta estratégia, foi feita uma
relacdo das sequéncias de subunidades do APC e ativadores em dicotiledonea
(poplar) e em monocotiledénea (arroz) (tabela 3). Todas as fases de leitura aberta
(Open Reading Frame — ORF) das subunidades do APC e ativadores foram
identificadas, e as respectivas proteinas traduzidas conttm os dominios
conservados. Isto € um dos muitos exemplos para a conservagdo evolutiva da
maquinaria do ciclo celular eucariotico (apenas o APC9 parece ser unico em S.

cerevisiae) (Passmore et al., 2003; Page et al., 2005).
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Tabela 3.

Descri¢céo do gene

Arabidopsis thaliana

Oryza sativa

Populus trichocarpa

Motivo das proteinas

Subunidades do

APC
APC1
APC2

APC3/CDC27a

APC3/CDC27b

APC4
APC5
APC6/CDC16
APC7

APCB8/CDC23

APC10

APC11

CDC26

APC13

Ativadores
CcDC20_1
CDC20_2
CcDC20_3
CDC20 4
CDC20_5
CDC20_6

CCS52A1
CCS52A1_2
CCS52A2
CCS52B

CCS52B_2

NUmeros de acesso

At5g05560
At2g04660
At3g16320

At2g20000

At4g21530
At1g06590
At1g78770
At2g39090

At3g48150

At2918290

At3g05870

TC308166%

Atlg73177

At4g33260
At4g33270
At5g26900
At527080
At5g27570
At527945

At4g22910

At4g11920

At5g13840

TC286185%

LOC_0s04g40830

LOC_0s06g41750

LOC_0s029g54490
LOC_0s12g43120
LOC_0s03g13370
LOC_0s05g05720
LOC_0s02g43920
LOC_0s06g46540
LOC_0s05g50360
LOC_0s03g19059
LOC_0s07g22840
TC356501°

TC311476%

LOC_0s09g06680
LOC_0s04g51110

LOC_0s02g47180

LOC_0s03g03150

LOC_0s01g74146

Pt765590

Pt832637

Pt835890
Pt278795
Pt817758
Pt592813
Pt585761
Pt828004

Pt834319

Pt796785

Pt292476

TC118342%
Pt647861

Pt660762

Pt571123
Pt272847
Pt738273
Pt256238

Pt257786

Pt415429

Pt180625

Pt820353

Pt833809

Repeticdo de Rpn1/2
Dominio Culina
Repeticdo de TPR
Repeticdo de TPR
Repeticdo de TPR
Repeticdo de WD-40
Repeticdo de TPR
Repeticdo de TPR
Repeticdo de TPR
Repeticdo de TPR
Repeticdo de TPR
Dominio Doc
Dominio RING-H2

Dominio RING-H2

Repeticdo de WD-40
Repeticdo de WD-40
Repeticao de WD-40
Repeticao de WD-40
Repeticao de WD-40
Repeticao de WD-40
Repeticao de WD-40
Repeticao de WD-40
Repeticao de WD-40
Repeticao de WD-40

Repeticao de WD-40

#Numeros de acesso do projeto Gene index (http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/)
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Dois homdlogos de CDC27 foram identificados em Arabidopsis AtCDC27a e
AtCDC27b (Blilou et al., 2002). Em poplar, dois homologos do CDC27 foram também
identificados: PtCDC27_1 e PtCDC27_2. Entretanto, uma andlise cuidadosa da
sequéncia depositada revelou um cddon de terminacdo na posicao 1471-1473. Este
fragmento foi amplificado, seqlienciado e a presenca do cédon de terminacéo foi
descartada (figura 13A). A expressdo de ambos os genes em folha foi confirmado
através de RT-PCR em tempo real (figura 13B). N6s também encontramos dois
homoélogos do CDC27 no genoma da bridfita Physcomitrella patens (Rensing et al.,
2008). Entretanto, uma Unica copia de CDC27 foi encontrada no genoma de arroz e
em outras monocotiledéneas também. Por outro lado, o genoma de arroz possui
duas copias das subunidades OsCDC23 e OsAPC11. Examinamos outros genomas
completos e encontramos dois genes CDC23 (VvCDC23_1 e VvCDC23_2) e APC11
(VWAPC11 1 e WAPC11_2) em uva. Dois homologos de APC13 foram encontrados

em uva e poplar.
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A

Sequéncia do banco de dados do PtCDC27_2

TTGAAGGAAGACATGAAGTTAAGTTACCTGGCTCAAGAACTGATATCAACTGATCGTTTAGC
TCCTCAATCTTGRBMGTGTGCCATGGGAAATT

Sequiéncia gendmica do PtCDC27_2 oriunda do sequienciamento

TTGAAGGAAGAAATGAAGTTAAGTTACCTGGCTCAGGAACTGATATCAACTGATCGTTTAGC
TCCTCAATCTTGEMGTGTGCCATGGGAAATT

1,80 -

1,60 -

1,40 -

1,20 -

1,00 -

0,80 -

0,60 - m Planta inteira

0,40 -

0,20 -

0,00
N 1 N N
/ / s/ 4

Figura 13: Confirmacgéo da funcionalidade do PtCDC27_2. A, seqUéncia gendmica correspondente
ao locus do PtCDC27_2. Em vermelho esta evidenciada a real trinca. B, RT-PCR em tempo real para
deteccao dos niveis de RNAm do PtCDC27_2, assim como dos PtCDC27_1, PtCDC20_1, PtAPC10,
PtCCS52A1_1 e PtCCS52B
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As estruturas de muitos genes possuem erros de anotacdo em seus
respectivos bancos de dados. Comparando com bancos de EST de diversas plantas
e usando ferramentas de bioinformética, foi possivel identificar uma correta
arquitetura para cada gene. A sequéncia genémica do OsAPC1 nao foi encontrada
no banco de dados TIGR, mas a sequéncia condificante (Coding Sequence - CDS)
foi identificada no banco Gene Index (APENDICE IV). E possivel que a maior
subunidade do APC tenha sido alvo de uma quebra durante a anotagdo do genoma.
Diversas sequUéncias gendmicas precisaram de correcdo nas estruturas de exon-
intron. OSAPC4 contém um intron na ORF gendmica (APENDICE V). A regio 3" do
PtAPC4 e as regifes 5- 3 de PtAPC5 estavam incompletas. Entretanto,
encontramos no banco de EST, fragmentos das regifes 3° de ambos 0s genes e
fragmentos da regido 5 de PtAPC5 (APENDICE V). Interessante, OsAPCS5,
OsCDC16 e OsAPC11_2 possuem uma divergente regido 5 quando comparado
com os ortélogos em Arabidopsis e poplar (APENDICES V e VI). A primeira
metionina de OsCDC16 e OsAPC11_2 estdo acima do codon consenso de iniciacao
dos genes CDC16 e APC11, mas somente OsCDC16 apresenta suporte por EST. O
oposto ocorre com o OsAPC5, onde a primeira metionina esta abaixo do codon
consenso de iniciacdo. Os genes AtCDC26, OsCDC26, PtCDC26 e OsAPC13 foram
identificados através do banco de EST.

Arabidopsis contém trés genes CCS52 (CDH1 em plantas), AtCCS52A1,
AtCCS52A2 e AtCCS52B; e cinco genes CDC20 (Fulop et al., 2005). Além desses,
encontramos um homologo do CDC20 (AtCDC20_6) no genoma de Arabidopsis.
Este AtCDC20_6 (At5g27945) apresenta diferencas em comparagao a estrutura de
outros CDC20. O CDS ndo possui a sequéncia C-box (elemento consenso

DR(F/Y)IPxR) que foi identificado na regido N-terminal do CDC20 e é conservado
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em todos os ativadores, conhecidos, do APC (APENDICE VII). Talvez o AtCDC20 6
possa ser um pseudogene. O genoma de arroz possui trés genes CDC20 e dois
genes CCS52 comparado com os cinco CDC20 e quatro CCS52 em poplar; e cinco
CDC20 e trés CCS52 em Arabidopsis (tabela 3). A organizacdo dos exons-introns
dos ativadores foi analisada e encontramos alguns erros de anotagdo. AtCDC20_5,
PtCDC20 5, PtCCS52A1 e PtCCS52A1 2 possuiam erros na regido 5. Usando
ferramentas de bioinformatica, ndés detectamos que apenas o PtCDC20_5 ndéo
possui C-box. OsCDC20_1, AtCDC20_4, PtCDC20_2, PtCDC20_4 e PtCDC20_5
possuiam erros na regidao 3°. Esta regido contém a sequéncia IR (elemento
consenso - Isoleucina e Arginina) que esta presente na regido C-terminal dos
ativadores do APC e na subunidade APC10. Comparando com o banco de EST,
todas as sequéncias foram corrigidas e o elemento IR identificado (APENDICE VIII).
Nos genes PtCCS52A1 2 e OsCDC20 2, alguns introns foram incorretamente
incluidos. O oposto aconteceu com o gene OSCDC20_1, onde um exon estava
ausente. Foram encontrados em Arabidopsis, arroz e poplar variantes de splicing
alternativo dos genes dos ativadores, e isto pode representar em outra vertente de
complexidade na organizacéo e funcdo do APC. Selecionamos uma unica variante
para futuras analises.

Duplicacdo de componentes da maquinaria de ciclo celular é raro em
metazoarios, mas isto € um fendbmeno comum em plantas (Masuda et al., 2004;
Wang et al., 2004; Mori et al.,, 2005; Shultz et al.,, 2007). Foi proposto que
duplicacédo, seguido por uma divergéncia de promotor e/ou regides codificantes, leva
a novas funcdes e especializacfes Unicas no reino vegetal (Pérez-Pérez et al., 2007;
Lammens et al., 2008). Além disso, a tabela 4 sugere que duplica¢fes individuais

das subunidades do APC nao estdo presentes em todas as plantas, pelo contrério,
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elas podem ser restritas a espécies ou a um pequeno grupo de plantas relacionado

filogeneticamente; e podem estar envolvidos na organizagdao dos eventos de

desenvolvimento restritos a este grupo.

Tabela 4.
Subunidades do APC
Plantas APCl1 APC2 CDC27 APC4 APC5 CDC16 APC7 CDC23 APC10 APCll CDC26 APC13
Cr 1 1 1 1 1 1 NI 1 1 1 1 1
\Y/e 1 1 1 1 1 1 NI 1 1 1 NI NI
Csp 1 1 1 1 1 1 NI 1 1 1 NI NI
Msp 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 NI NI
Osp 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 NI NI
Cm 1 1 1 1 NI 1 NI 1 1 1 NI NI
Pp 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Sm 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Bd 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1
Sb 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Mt 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Vv 1 1 1 1 1 1 1 2 1 2 1 2
Cp 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
At 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Os 1 1 1 1 1 1 1 2 1 2 1 1
Pt 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 2

Cr, Chlamydomonas reinhardtii; Vc, Volvox carteri; Csp, Chlorella sp; Msp, Micromonas sp; Osp,
Ostreococcus sp; Cm, Cyanidioschyzon merolae; Pp, Physcomitrella patens; Sm, Selaginella
moellendorffii; Bd, Brachypodium distachyon; Sb, Sorghum bicolor; Mt, Medicago truncatula; Vv, Vitis
vinifera; Cp, Carica papaya; At, Arabidopsis thaliana; Os, Oryza sativa; Pt, Populus trichocarpa;
Abbreviations: NI, n&o identificado.
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4.2 Localizacdo dos genes das subunidades do APC e dos ativadores

A estreita semelhanca, e a presenca de subunidades putativas e paralogas,
alertou-nos para investigar a distribuicdo das subunidades e ativadores do APC nos
genomas. Os genes do APC foram encontrados nos cinco cromossomos de
Arabidopsis, em 10 dos 12 cromossomos de arroz e em 10 dos 19 cromossomos de
poplar (e sete estdo presentes em contigs ainda ndo montados em cromossomos -

scaffolds) (figura 14).
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Figura 14: Localizagdo cromossdmica das subunidades do APC e ativadores em arroz e poplar.
O numero de cada cromossomo esté indicado na base de cada cromossomo. Genes paralogos estédo

ligados por linhas tracejadas. A, posicdo cromossdémica dos genes em arroz.

B, posicao

cromossOmica dos genes em poplar. Sete genes de poplar foram anotados em “scaffolds”.
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Somente uma subunidade do APC esta duplicada no genoma de
Arabidopsis, AtCDC27a e AtCDC27b, e estdo localizadas em cromossomos
diferentes (trés e dois respectivamente). Compartilham 47% de identidade e 64% de
similaridade em aminoacidos. Um evento de duplicacdo antigo pode ter ocorrido em
Arabidopsis neste caso, de acordo com a ferramenta Paralogons (Blanc et al.,
2003).0s genes CDC20 e CCS52 de Arabidopsis estdo localizados nos
cromossomos 4 e 5. AtCCS52A1 e AtCCS52A2 aparentam ser resultado de uma
recente duplicacdo e AtCDC20_1 e AtCDC20 2 estdo presentes no cromossomo
guatro no arranjo em tandem (FUl6p et al., 2005).

Os 19 genes das subunidades do APC e ativadores em arroz estédo
distribuidos entre todos os cromossomos, exceto nos cromossomos 10 e 11.
Baseado em sequéncias consenso, do genoma de arroz, informacdes de
duplicacdes de segmentos foram usadas para identificar genes paralogos (utilizando
0 banco de dados TIGR). Cada par de paralogos localizados em regides duplicadas
possuem alta similaridade de sequéncia. Duas subunidades, CDC23 e APCL11, estédo
duplicadas. OsCDC23 1 e OsCDC23_2 estao localizadas nos cromossomos 2 e 6
respectivamente. As sequéncias de aminoacidos compartilham similaridade, mas
apenas 57% de identidade. Isto sugere que ocorreu um evento de duplicacdo no
ancestral ou o0s dois genes estdo evoluindo rapidamente. OsAPC1ll1 1 e
OsAPC11 2 estdo localizados nos cromossomos 3 e 7 e compartiiham 97% de
identidade. Nenhuma evidencia foi encontrada de eventos de duplicacdo recente
para ativadores em arroz.

Andlise in silico do mapa cromossdmico revelou que subunidades do APC e
ativadores em poplar estdo dispersos através do genoma. Paralogos estao

localizados em cromossomos diferentes ou em “scaffolds”. Pode ser, entretanto, que
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0s genes aparentemente relacionados sejam de fato alelos derivados de haplotipos
nao montados. Isto pode ter sido gerado por potenciais artefatos da montagem do
genoma heterozigoto de poplar por “shotgun”. Porém, os aparentes co-ortélogos séo
divergentes em sequéncia nucleotidica, assim como em genes que flanqueiam e
foram identificados em blocos sinténicos, o que corrobora com a classificacdo de um
“scaffold” em haplétipo. Duplicagdes de duas subunidades do APC foram
identificadas; CDC27 e APC13. PtCDC27_1 estad localizada no grupo VIl e
PCDC27_2 no scaffold_211. Ambos sdo muito similares — 88% de identidade e 85%
de similaridade em seqUéncias de aminoéacidos. PtAPC13_1 €& 95% idéntico ao
PtAPC13 2 e estdo localizados nos grupos IV e Xl respectivamente. Os genes
CCS52 de poplar sdo muito semelhantes, sugerindo um evento recente de
duplicacdo. Os grupos lll, I, VIII e X compartiiham grandes blocos em completa
colinearidade. PtCDC20 1 e PtCDC20 3 estdo localizados em regides
cromossOmicas que podem representar segmentos paralogos — grupos Xl e XIX.
Outros genes CDC20 estéo localizados no grupo XVI e scaffold_1538. A distribuicéo
dispersa dos ativadores e das subunidades do APC esta em conformidade com
estudos prévios que descrevem eventos de duplicacdo em larga escala em poplar

(Tuskan et al., 2006).
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4.3 Andlise filogenética das subunidades do APC contendo o dominio TPR e dos

ativadores

Uma questdo importante € porque o APC €& composto por diferentes
subunidades, enquanto a maioria das Ej3 ligases é composta por uma ou por poucas
subunidades. Muitas das subunidades do APC s&o conservadas em todos os
eucariotos e se mantém associadas através do ciclo celular (van Leuken et al., 2008;
Peters, 2006). Parece provavel, que a complexidade de dominios das subunidades
esta relacionada com a intrigante topologia do APC (Jin et al., 2008, Herzog et al.,
2009). Um importante dominio encontrado em subunidades do APC é o TPR. O
dominio TPR consiste de 3-16 repeticbes em tandem de 34 residuos de
aminoacidos, embora um dominio TPR individual possa estar disperso na sequéncia
da proteina (Blatch e Laslle, 1999). O dominio TPR parece agir como um dominio
versatil de interacdo proteina-proteina e tem sido especulado que subunidades do
APC contendo TPR formam um scaffold, onde as outras subunidades se aproximam
para completar a montagem do complexo (DAndrea et al., 2003). Cinco
subunidades possuem o dominio TPR: CDC27, APC5, CDC16, APC7 e CDC23.
Sequéncias de proteinas contendo TPR da alga vermelha primitiva Cyanidioschyzon
merolae; algas verdes Volvox carteri, Chlorella sp., Micromonas sp e Ostreococcus
sp; a bridfita Physcomitrella patens; a licofita Selaginella moellendorfii; as plantas
terrestres Vitis vinifera e Sorghum bicolor; assim como, poplar arroz e Arabidopsis
foram usadas para aumentar o conhecimento sobre os aspectos evolutivos do ciclo
celular entre plantas terrestres e algas. Arvore filogenética foi construida utilizando o
programa MEGA4 (optando pelo método neighbor-joining), empregando mudltiplos

alinhamentos contendo as sequéncias dos genes: 15 CDC27, 11 APC5, 12 CDC16,
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9 APC7 e 14 CDC23. Foram feitas as andlises com 2 mil réplicas para assegurar a
confiabilidade estatistica (figura 15). Posteriormente, as 61 subunidades do APC
foram divididas em 5 grupos de ortélogos. O cladograma obtido revela os genes
OsCDC23 no mesmo ramo, localizado no mesmo grupo de S. bicolor. Os genes
CDC23 de uva estao no mesmo grupo de poplar. O cladograma também mostra que
0s genes de uva e poplar estdo presentes nos mesmos ramos em todos 0s grupos e
isto pode revelar baixas taxas evolutivas em plantas lenhosas quando comparadas
com plantas herbaceas. Por outro lado, o0 CDC27a de Arabidopsis estda no mesmo
grupo do CDC27b, mas eles se encontram em ramos separados. Esta divergéncia
de sequéncia e evolucdo podem refletir o ciclo de vida acelerado dessa planta.
Interessante, os clados do APC5 e CDC16 nao possuem genes duplicados. Nao
identificamos a sequéncia do APC5 na alga vermelha C. merolae, porém esta
subunidade ndo € muito conservada entre os diferentes organismos e é bem
possivel que a similaridade seja muito baixa para identificar por comparagcéao via

BLAST.
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Figura 15: Analise filogenética das proteinas do APC contendo o dominio TPR em diversas
espécies. As seqliéncias de proteinas foram alinhadas utilizando o programa MEGA4 (utilizando o
programa ClustalW e a matriz de pontuagdo Gonnet). A arvore ndo enraizada foi gerada pelo
programa MEGA4 utilizando o método Neighbor-Joining. Ramos com menos de 50% de suporte no
bootstrapp foram condensados. As abreviagdes dos nomes das espécies sdo: At, Arabidopsis
thaliana; Pt, Populus trichocarpa; Os, Oryza sativa; Vv, Vitis vinifera; Sb, Sorghum bicolor; Pp,
Physcomitrella patens; Sm, Selaginella moellendorffii; Msp, Micromonas sp; Osp, Ostreococcus sp;
Csp, Chlorella sp; Vc, Volvox carteri; Cm, Cyanidioschyzon merolae
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O gene APCY7 esta ausente nas algas verdes Chlorella sp e V. carteri, assim
como na alga vermelha C. merolae, mas est4d presente nas algas verdes
Ostreococcus sp e Micromonas sp. Chlorophytes (ex: V. carteri) e Trebouxiophytes
(ex: Chlorella sp), aparentemente, perderam o gene APC7, mas os Prasinophytes
(ex: Ostreococcus sp, Micromonas sp) e as plantas terrestres mantiveram esta
subunidade. Este dado sugere que um ancestral primitivo das classes Chlorophytes
e Trebouxiophytes perderam o gene APC7 durante a evolugédo das algas verdes
(figura 16). O gene APC7 também néo é encontrado em leveduras e esta informagéo
pode significar que a subunidade ndo é exigida para a funcdo do APC em
organismos unicelulares. E possivel que o gene APC7 seja ser uma duplicacéo

recente de outra subunidade TPR.

Prasinophytes
Chlorophyceae
Plantas ve:d-e.s . Trebouxiophyceae
ﬂ:ﬂophvta Ulvophyceae
Chlorokybales
Klebsormidiales

Algas vermelhas

Zygnematales
Charales
Coleochaetales

Embryophytes  (Plantas
terrestres)

Figura 16: Relacao filogenética entre plantas e algas. Evidéncia de um ancestral comum para 0s
ramos compostos pelas Prasinophytes, Chlorophyceae e plantas terrestres. Representacdo da
divergéncia inicial entre plantas verdes e algas vermelhas.
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O genoma de Arabidopsis codifica seis genes CDC20 e trés CCS52. Além
disso, 0s genes CCS52 sao divididos em tipos A e B com base na fungéo e andlise
de sequéncias (Fulop et al., 2005). Para obter maior conhecimento da evolugao
entre os ativadores de plantas terrestres e algas, andlises filogenéticas foram feitas
(figura 17). Usamos as sequéncias de EST de Zea mays, Medicago truncatula e
Saccharum officinarum para melhor estimar a divergéncia entre as sequéncias de
monocotiledéneas e dicotiledbneas. A arvore filogenética retratou trés grandes
grupos. Trés genes, CmCDC20, CmCCS52 e SmCDC20_3 estédo isolados dos
outros e, deste modo, precisam ser tratadas como sequéncias ndo conservadas. Um
grande clado agrupou todos as sequéncias CDC20 (exceto CmCDC20 e
SmCDC20_3), enquanto outros dois clados incluem as sequéncias de CCS52A e
CCS52B (exceto CmCCS52). O clado CDC20 esta dividido em duas subfamilias:
uma com S. moellendorfi e P. patens; e outra com algas e plantas terrestres. O
namero de copias de CDC20 varia de acordo com a espécie. Arabidopsis possui 6
copias, arroz 3, poplar 5, uva 4, sorgo 3, S. moellendorfi 3 e P. patens 4. O clado
CCS52A contém mais duplicacbes do que o clado CCS52B. Naquele clado estéao
todas os genes CCS52 de algas, duas coOpias de PtCCS52A, AtCCS52A e

SmCCS52; e trés copias de genes PpCCS52.
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Figura 17: Analise filogenética das proteinas das proteinas CDC20 e CCS52 em diversas
espécies. As seqliéncias de proteinas foram alinhadas utilizando o programa MEGA4 (utilizando o
programa ClustalW e a matriz de pontuagdo Gonnet). A arvore ndo enraizada foi gerada pelo
programa MEGA4 utilizando o método Neighbor-Joining. Ramos com menos de 50% de suporte no
bootstrapp foram condensados. As abreviacdes dos nomes das espécies sdo: At, Arabidopsis
thaliana; Pt, Populus trichocarpa; Os, Oryza sativa; Vv, Vitis vinifera; Zm, Zea mays; So, Saccharum
officinarum; Sb, Sorghum bicolor; Mt, Medicago truncatula; Pp, Physcomitrella patens; Sm, Selaginella
moellendorffii; Msp, Micromonas sp; Osp, Ostreococcus sp; Csp, Chlorella sp; Vc, Volvox carteri; Cm,

Cyanidioschyzon merolae.
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Curiosamente, somente uma copia dos genes CDC20 e CCS52
(possivelmente um primitivo do tipo A) foi encontrada nos genomas das algas. A
auséncia de genes CCS52 do tipo B em alga, P. patens e S. moellendorfi é
interessante porque estas espécies estdo na base da evolucdo das plantas, onde a
divergéncia entre tipo A e tipo B ainda n&o ocorreu ainda. Semelhante a Arabidopsis,
poplar possui duas cépias de CCS52A, porém poplar possui uma copia adicional do
CCS52B. Andlises da evolucdo génica em poplar devem levar em conta o mais
significante evento na recente evolucdo do género: uma ampla duplicacdo do
genoma que ocorreu, aproximadamente, a 65 milhdes de anos atras e permanece
detectavel em 92% do genoma (Tuskan et al., 2006). Baseado em estimativas
temporais de duplicacdo génica e analise de microssintenia por homologia, o par
CDC20 e CCS52 estao representados dentro de regides que sofreram duplicacéo de

segmentos e associados com um recente evento de duplicacdo em salicoide.

4.4 Comparacdo das proteinas contendo o dominio TPR em A. thaliana, P.

tricocharpa e O. sativa e determinacdo da relacdo de ortologia

Progressos em gendmica comparativa permitiram avaliar o impacto da
evolucdo dos genomas e a evolucdo de genes sobre o aparecimento de novas
funcdes biologicas e seus efeitos sobre a complexidade dos organismos (Patthy,
2003). A importancia da duplicacdo de genes no fornecimento de um recente
material genético para a evolucdo biolégica tem sido reconhecida ha décadas e
ainda € amplamente estudada. A duplicacdo de genes gera redundancia funcional,
gque permite que dois genes idénticos, resultantes da duplicagdo, a acumular

mutacées com a pressédo seletiva menos severa (Zhang, 2003; Babushok et al.,
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2007). Funcbes diferenciadas ou novas fun¢gbes podem ser alcancadas apds um
periodo de evolugdo. Duplicacdo de segmentos (duplicagdo em “tandem” de um
segmento genémico) € a forma predominante para gerar genes redundantes (Lynch
e Conery, 2000). Duplicacdo segmentar também pode acontecer em uma escala
menor, resultando em duplica¢cdes de exons, ao invés de um gene inteiro (Moore et
al., 2008). Estes blocos de duplicacdo segmentar podem criar fragmentos de
proteinas (referidos como dominio) que possuem estrutura e funcéo (Vogel et al.,
2005).

O dominio TPR consiste de uma repeticdo de 34 residuos que adotam uma
conformacdo hélice-alca-hélice, que estd associado com interacbes proteina-
proteina (Wilson et al, 2005). As subunidades CDC27, APC5, CDC16, APC7 e
CDC23 possuem dominios TPR, mas o numero total de repeticbes TPR e as
posicbes de cada seqUéncia sdo variaveis. Embaralhamento de exons pode ser
responsavel por duplicacdes internas nas repeticbes e por este motivo decidimos
investigar a organizacdo exon-intron dos genes TPR em Arabidopsis, arroz e poplar
(figura 18A) (Schmidt et al., 2007). O numero e as posi¢cdes dos exons e introns nas
sequéncias gendmicas sdo muito conservadas em algumas subunidades do APC. O
gene CDC27 possui dois homologos em Arabidopsis e poplar, e apenas uma copia
em arroz. Curiosamente, o gene CDC27 mantém 16 exons em monocotiledéneas e
dicotiledbneas. Os genes APC5 e APC7 possuem uma cépia em todos os genomas
e também mantém 20 e 18 exons, respectivamente, nos trés genomas. Por outro
lado, o gene CDC23 possui dois homdélogos em arroz e apenas um em Arabidopsis
e poplar, mas a informacdo mais importante € o menor nimero de exons, quando
comparado com outros genes contendo TPR. O OsCDC23 2 possui 6 exons e

AtCDC23, PtCDC23 e OsCDC23 1 possuem 4 exons. Examinando o gene CDC16,
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identificamos 15 exons em poplar, 16 exons em Arabidopsis e 17 exons em arroz.
Posteriormente, utilizando a previsdo de dominio, comparamos a organizacdo dos
exons em todos os genes contendo TPR de Arabidopsis. Nove sequéncias com
repeticdes de TPR foram identificados em AtCDC27a e AtCDC16; duas em AtAPCS5;
e dez em AtAPC7 e AtCDC23 (figura 18B). AtCDC27b possui 0 mesmo numero de
dominios do AtCDC27a. O arranjo em “tandem” de dominios TPR ocorre,
predominantemente, na regido C-terminal das sequencias do AtCDC27a,
AtCDC27b, AtCDC16, AtAPC7 e AtCDC23. AtAPC5 possui apenas dois dominios
TPR, um no meio da sequiéncia e outro no C-terminal. Os resultados revelam que a
topologia das repeticbes em “tandem” do dominio TPR em sequéncias de proteinas
estaq, pelo menos, parcialmente relacionada com a organizacdo dos exons nos

genes das subunidades contendo TPR.
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Figura 18: A, diagrama da estrutura de exon-intron dos genes das subunidades do APC contendo o
dominio TPR em Arabidopsis e arroz. Exons e introns estéo representados com caixas pretas e linhas
cinza, respectivamente. As linhas cinza mais grossas correspondem a regides néo traduzidas. B,
representacdo esquemaética dos dominios TPR nas sequéncias de proteinas das subunidades do
APC. Dominios TPR e as sequiéncias completas das proteinas estéo representados por caixas pretas
e linhas cinza, respectivamente. C, padrdo interno de duplicacdo dos dominios TPR das subunidades
do APC. A intensidade das sombras reflete a pontuacdo do alinhamento, com as sombras mais
escuras correspondendo a alta pontuagdo. Os numeros representados em cada eixo indicam os
dominios na orientagao N — C-terminal dentro da repeti¢éo.
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Nas subunidades do APC, o arranjo em “tandem” de dominios TPR sugere
gue os elementos envolvidos numa duplicacdo foram seguidos por divergéncia da
sequéncia primaria. Pelo fato das TPR possuirem elementos conservados nas
estruturas de repeticdo que muitas vezes sao divergentes ao nivel das sequéncias
primarias, grupos de dominio TPR podem ter divergido por muito tempo e possuirem
motivos consenso “fracos ou pobres”. Uma abordagem para investigar a evolugao
dos dominios TPR nas subunidades ¢é a identificacdo dos padrdes de duplicacédo de
TPRs através de alinhamentos. Padrdes distintos de repeticdo muitas vezes podem
ser identificados, e por este motivo verificamos se as proteinas TPR de Arabidopsis
reproduzem blocos de repeticdo interna. As sequéncias de proteinas TPR foram
alinhadas entre si ou em pares usando a metodologia descrita por Bjorklund et al.,
(2006). As semelhancas entre todos os dominios contendo repeticbes em uma
proteina foram analisados utilizando o algoritmo de Smith-Waterman para identificar
padrées de duplicacdo dos alinhamentos (Rice et al., 2000). A pontuacdo dos
alinhamentos entre os dominios foram exibidos em uma matriz (figura 18C e
APENDICE [X). Comparando-se as proteinas entre si, ha semelhancas entre os
dominios 4-6 do AtCDC27 e entre os dominios 5-9 do AtCDC16. AtAPC7 possui um
padrdo para os dominios 1-2, AtCDC23 possui padrées de similaridade para os
dominios 6-8; e nenhum padréo foi encontrado para a AtAPC5. Comparando-se as
proteinas em pares, podemos observar, na diagonal da matriz, uma correspondéncia
entre os dominios 2-6 do AtCDC27 e 3-7 do AtCDC23. H& também indicios de
similaridades nos pares AtCDC27 e AtCDC16; AtCDC16 e AtCDC23. Embora nao
existam padrdes de duplicacdo inequivoca para qualquer uma das proteinas, os

resultados sugerem que os dominios TPR nos genes do APC evoluiram pela
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duplicacdo dos elementos centrais, ou que Sao maiores as restricées impostas para

a mudanca da sequéncia principal dessas repeticoes.

4.5 Analise de expressdo das subunidades do APC e dos ativadores

A duplicacdo de genes pode ser uma fonte de inovacdo para aumentar a
complexidade do desenvolvimento das plantas. Padroes de expressdo podem
fornecer pistas importantes para a funcdo do gene em condi¢cbes especificas. NOs
examinamos a expressao das subunidades do APC e genes ativadores em arroz,
utilizando raiz e parte aérea de plantas jovens (5 dias); e bainha e lamina de tecidos
maduros (figura 19A). Como esperado, ha elevados niveis de expressao génica em
tecidos com alta proliferacdo, embora haja mais RNAmM na parte aérea do que nas
raizes. No entanto, um padrdo complexo é observado quando a sua expressao é
examinada em lamina madura. Em geral, hd uma diminuicdo global na expresséo de
varios genes, como esperado. No entanto, o grau de reducdo é variavel e pode
refletir a especializacdo de subunidades e/ou ativadores. Niveis de RNAmM de APC1,
APC2, APC4, APC5, CDC16, CDC23_2, APC10, APC11_2, CDC26, e APC13 estdo
reduzidos em bainha e lamina em relacao a parte aérea. Por outro lado, os niveis de
RNAmM de APC11l 2 e CDC27 estdo reduzidos apenas na bainha, mas ndo na
lamina. Finalmente, ndo ha reducado dos niveis de RNAmM do APC7 tanto em bainha
guanto em lamina. Em contraste, os niveis de expressao dos ativadores estao,
marcadamente, reduzidos em folhas maduras. No entanto, embora 0s niveis de
RNAmM de CCS52A sejam mais baixos em bainha e lamina, a diminuicdo é menos
pronunciada. Em Medicago, o gene CCS52A tem sido implicado com o controle da

endoreduplicacdo em nodulos (Vinardell et al., 2003). Recentemente, foi descrito
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gue o gene CCS52A é importante para a manutencdo da atividade do meristema de
raizes de Arabidopsis (Vanstraelen et al., 2009). Portanto, é possivel que o CCS52A
possa formar um complexo especializado com algumas das subunidades do APC e

assumir uma funcao exclusiva em folhas maduras.
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Figura 19: Perfil de expresséo relativa das subunidades do APC e ativadores em arroz. O nivel
de transcritos esta representado como a razdo do valor absoluto do gene a ser estudado pelo valor
do gene Os28S. As cores das barras estédo indicadas no lado direito da figura. A. perfil de expressao
dos genes das subunidades do APC e ativadores em diferentes tecidos. Niveis de expressao obtidos
estdo normalizados pelos dados de raiz. B, padrdo de expressdo das subunidades do APC e
ativadores crescidos no escuro. Raiz e parte aérea crescidas no escuro e no claro foram
normalizadas pelos respectivos controles. Abreviagao: PA, parte aérea,
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As respostas durante o crescimento vegetal no escuro fazem parte de uma
mudanca integrada no desenvolvimento de todos os 6rgéos da planta (Desnos et al.,
1996). Em Arabidopsis, células do hipocétilo sofrem até dois ciclos de
endoreduplicacdo quando crescidas no claro, enquanto que um ciclo adicional pode
ser observada, especificamente, durante o crescimento no escuro (Galbraith et al.,
1991; Gendreau et al., 1997). O mecanismo de regulacdo da endoreduplicacdo é
similar ao periodo de transicdo G;-S do ciclo celular mitético (Edgar e Orr-Weaver,
2001). A transicdo G;-S é importante para a inativacdo da CDK, via protedlise da
CYC mediada por APC“P" que entdo mantém a instabilidade da CYC em G; e
permite um novo ciclo de replicagcdo do DNA, permitindo a montagem do complexo
pré-replicativo (Diffley, 2004). Quase todas as subunidades do APC em arroz
possuem padrdes similares de expressao, tanto em raizes quanto em parte aérea
(figura 19B). No entanto, os niveis de RNAm de OsAPCl1l1l 1 e OsCDC26
aumentaram no escuro. Curiosamente, os dois genes OsCDC23 séao
diferencialmente expressos nas raizes das plantas etioladas. Embora, os niveis de
OsCDC23_1 nao tenham mudado em raizes crescidas no escuro ou no claro, os
niveis de OsCDC23 2 nas raizes € muito menor quando as plantas de arroz séo
crescidas no escuro. Da mesma forma, em raizes etioladas, os niveis de RNAm de
OsAPC11 1 aumentaram, enquanto o0s niveis OsAPC11 2 diminuiram. Estes
resultados sugerem que, apés a duplicacdo dos genes, os genes APC11 e CDC23

estdo assumindo funcdes especializadas em arroz.

Os ativadores OsCCS52A e OsCCS52B apresentaram altos niveis de RNAm

no escuro e OsCDC20_3 mostrou um nivel menor. Uma das hipéteses para os altos

cCs52
C

niveis de RNAm dos genes CCS52 é que o AP atua como um regulador

negativo do complexo CYCA2;3/CDKA;1 em Arabidopsis (Imai et al, 2006). O
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complexo CYCAZ2;3/CDKA;1 age como um regulador negativo da endoreduplicagéo
e a ativacdo da APC por CCS52 pode aumentar a degradacdo da CYCAZ2;3 e,

consequentemente, a progressao da endoreduplicacéo no escuro (Imai et al., 2006).

Analisamos a expressdo, em folhas, dos genes PtAPC10, PtCDC27_1,
PtCDC20_1, PtCCS52A1 1 e PtCCS52B por real-time RT-PCR (figura 13B).
Curiosamente, PtCCS52B apresentou menores niveis de RNAmM em comparacao
com PtCCS52A1 1. Dados recentes sugerem que a MtCCS52B podem possuir
funcdes especificas na progressdo da fase M, alternativas ou complementares aos
do MtCCS52A (Tarayre et al.,, 2004). Assim, CCS52A poderia possuir papel
importante nas fases posteriores a mitose, células em diferenciacéo (nas quais as
degradacOes de alvos especificos do APC podem contribuir para a diferenciacéo

celular), tecidos ou 6rgaos (Kondorosi e Kondorosi, 2004).

Esta analise evolutiva do APC culminou na elaboracdo de um manuscrito que

ja foi submetido a um periodico indexado (APENDICE XI)



CAPITULO II

Superexpressao da subunidade AtAPC10 em tabaco.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Dados obtidos durante o doutorado que complementaram as analises realizadas

no mestrado.

Durante o mestrado (defesa de dissertacdo de mestrado no periodo 2006/1
no Instituto de Bioquimica Médica — Universidade Federal do Rio de Janeiro) foram
realizados experimentos de superexpressao utilizando o sistema heterélogo de
tabaco. O gene APC10 de Arabidopsis foi isolado, clonado num vetor de
superexpressao e este utilizado para transformar plantas de tabaco (Lima, 2006). Os
resultados obtidos foram muito interessantes. Plantas de tabaco superexpressando
a subunidade AtAPC10 (APC100E) sédo maiores que as plantas controle SR1. Estes
dados foram congruentes com os resultados experimentais obtidos por outra
dissertacdo de mestrado do grupo, onde plantas de tabaco foram transformadas
com um vetor de superexpressao contendo a subunidade CDC27a (CDC27a0E) de
Arabidopsis (Rodrigues, 2003). Ambas as plantas de tabaco transformadas com as
construcfes de superexpressao sdo maiores que o controle e a possibilidade do
cruzamento entre tais plantas foi testada. As plantas heterozigotas, oriundas deste
cruzamento, apresentaram um efeito sinérgico no crescimento, culminando num
aumento na altura das plantas quando comparadas aos seus parentais (10/27a0OE).
Diversas analises de biomassa, expressao relativa e interacdo foram realizadas
nessas plantas (APC100E, CDC27a0E e 10/27a0E), porém alguns experimentos,
sugeridos para complementacdo dos dados para formalizar uma publicacéo, ficaram
pendentes. Durante o doutorado, foram realizados experimentos de estresse salino,

aumento de eficiéncia fotossintética. As figuras que representam os dados
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experimentais gerados no mestrado estdo disponiveis no APENDICE X (figuras do

manuscrito para submissao)

e Estresse salino

Sementes de tabaco das construcbes APC100E, CDC27a0E e 10/27aOE
foram germinadas em meio MS (controle) e em MS contendo as concentracdes 0,3%
e 0,7% de NaCl. Dez dias ap6ds a germinacdo, as placas de cultura foram retiradas
da sala de crescimento controlado e fotografadas (figura 20). Comparando os
fendtipos das plantas crescidas em MS com as crescidas em MS+0.7% de NacCl,
podemos identificar uma maior tolerancia das plantas 10/27aOE ao estresse salino.
As plantas APC100E, aparentemente, possuem um fendtipo intermediario. Com
base nestes dados, outra abordagem foi organizada para testar tal estresse, uma
vez que a variacado na tolerancia poderia ser resultado de um crescimento inicial
diferenciado dos transformantes. Ao invés das plantas serem germinadas
diretamente em meio contendo NaCl, elas foram germinadas em meio MS e
posteriormente transferidas para meio MS contendo NaCl nas concentracdes
anteriormente mencionadas. Os dados obtidos foram semelhantes aos realizados no

experimento de germinacéo direta.
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Figura 20: Plantas SR1, APC100E e 10/27A0E germinadas em diferentes concentracfes de
NaCl. A, plantas germinadas em meio MS. B, plantas germinadas em meio MS com NaCl 0,3%. C,
plantas germinadas em meio MS com NaCl 0,7%.

O crescimento radicular também foi alvo dos ensaios de germinagdo em meio
salino. As plantas foram germinadas em placas, na posicdo vertical, e o
comprimento das raizes medido (figuras 21 e 22). As plantas transformadas
apresentaram o comprimento radicular maior que o controle, tanto em MS quanto
em NaCl 0,7%, porém n&o houve uma diferenca significativa entre o0s

transformantes.
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SR1 APC100E CDC27a0E 10/27a0E
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Figura 21: Plantas SR1, APC100E, CDC27aOE e 10/27A0E germinadas, na posic¢édo vertical, em
diferentes concentracdes de NaCl . A, plantas germinadas em meio MS. B, plantas germinadas em
meio MS com 0,3% de NaCl. C, plantas germinadas em meio MS com 0,7% de NacCl.
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Figura 22: Comprimento radicular das plantas SR1, APC100E, CDC27aOE e 10/27A0E
submetidas ao estresse salino com NaCl.

e Analise fotossintética

A fotossintese € a fonte primaria dos carboidratos utilizados no crescimento e
na manutencdo da planta, e uma alteracdo na sua atividade pode levar a
modificacbes no desenvolvimento vegetal. Para verificar se as plantas
transformadas possuem alguma alteracdo na atividade fotossintética que garantam
alguma vantagem sobre as plantas controle, analisamos as taxas de transferéncia
de elétrons e o rendimento quantico. Além das analises fotoquimicas em plantas
crescidas em condi¢cdes normais, fizemos medicdes em plantas submetidas a
estresse hidrico. Para validar o estresse hidrico, o conteudo relativo de agua de
todas as plantas foi calculado. Para facilitar a leitura e interpretacdo dos dados,

guando for mencionada a comparacéo entre planta com regime hidrico regular com
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planta submetida ao estresse hidrico, usaremos a nomenclatura controle X
tratamento. Para comparar as analises fotoquimicas, utilizaremos plantas
transformadas x SR1.

Os perfis do transporte aparente de elétrons (ETR) foram semelhantes nas
plantas analisadas (figura 23). No periodo final do experimento, as plantas controle
apresentaram taxas superiores as plantas submetidas ao tratamento. Isto é
justificavel, pois de acordo com Baker (1993), tem sido demonstrado que plantas
sujeitas a estresse hidrico moderado ndo apresentam decréscimo na atividade
potencial do fotossistema Il. Entretanto, sob estresse hidrico severo, as plantas
freqientemente apresentam um marcante efeito fotoinibitério, caracterizado por um
decréscimo significativo no rendimento quantico. Nesse caso, o déficit hidrico, em
combinacdo com altos niveis de irradiancia, pode causar uma significativa reducao
na eficiéncia da fotossintese. As plantas transformadas APC100E e CDC27aOE
apresentaram resultados similares (valores aproximados de 60 para controles e 40
para tratamento) e inferiores aos das plantas SR1, que apresentaram valores
proximos de 80 para o controle e 40 para o tratamento. As plantas controle
10/27a0E apresentaram resultados semelhantes as plantas transformadas (x60) e o
pior resultado no tratamento, onde registraram valores proximos de 20.
Curiosamente, as plantas transformadas possuem maior biomassa, porém este

efeito ndo esta diretamente atrelado ao aparelho fotossintético.
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Figura 23: Efeito do estresse hidrico sobre o transporte aparente de elétrons nas plantas de
tabaco. (ETR em pmolm™s™). Plantas SR1, APC100E (10), CDC27a0E (27) e 10/27a0E (10/27)
foram submetidas ao tratamento de seca por 15 dias. Cada ponto representa a média de trés
repeticbes + desvio padréo.
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O rendimento quéantico das plantas SR1, submetidas ao tratamento, foi realizado e
seus resultados utilizados para a construgcdo do gréfico de perda de rendimento ao
longo do tempo (figura 24). Validada a perda de rendimento, as plantas foram
submetidas as medi¢cbes (figura 25). A construcdo dos gréficos de rendimento
guantico por radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR) revela a perda de rendimento
das plantas 10/27aOE submetidas ao tratamento (valor proximo de 0,004) em

comparacao as outras plantas, corroborando com os dados de ETR.
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Figura 24: Rendimento quantico da planta controle ao longo do tratamento de estresse hidrico.
Gréfico utilizando os valores de eficiéncia quantica fotoquimica maxima do fotossistema Il (AF/Fm”)
pela radiacao fotossinteticamente ativa (PAR) durante o tratamento.
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Figura 25: Efeito do estresse hidrico sobre a eficiéncia quéantica fotoquimica maxima do
fotossistema Il (AF/Fm’) pela radiagao fotossinteticamente ativa (PAR). Plantas SR1, APC100E
(10), CDC27a0E (27) e 10/27a0OE (10/27) foram submetidas ao tratamento de seca pelo periodo de
15 dias. Cada ponto representa a média de trés repeticdes + desvio padréo.
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O conteudo relativo de 4gua (CRA) nas plantas tratadas diminuiu durante o
procedimento experimental, validando toda a analise (figuras 26 e 27). Nao foram
encontradas diferengas no CRA das plantas submetidas ao tratamento de estresse

hidrico e que foram, posteriormente, irrigadas (figura 27E).
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Figura 26: Verificagdo do conteldo relativo de agua durante o estresse hidrico. Plantas SR1,
APC100E (10), CDC27a0E (27) e 10/27a0E (10/27) foram submetidas ao tratamento de seca por 12
dias. Cada ponto representa a média de trés repeticdes + desvio padrdo. Abreviacdo: CRA, conteldo
relativo de agua.
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Figura 27: Estresse hidrico em plantas de tabaco. A, vista superior das plantas SR1, APC100E,
CDC27a0E e 10/27a0E no inicio do tratamento (acima) e ao término do tratamento (abaixo). B, vista
lateral das plantas SR1, APC100E, CDC27a0E e 10/27a0OE antes do tratamento. C e D, vista lateral
(C) e superior (D) das plantas SR1, APC100E, CDC27a0E e 10/27a0OE apoés o tratamento. E, vista
lateral das plantas SR1, APC100E, CDC27a0E e 10/27aOE submetidas ao tratamento e que foram,
posteriormente, irrigadas.
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CAPITULO Il

Superexpressdo do amiRNA-APC4 e amiRNA-APC5 em Arabidopsis
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Anélise de plantas amiRNA-AtAPC4 e amiRNA-AtAPC5

Os microRNAs (miRNA) sdo uma nova classe de pequenas moléculas de
RNA, que possuem aproximadamente 22 nucleotideos no seu estado maduro e
estdo envolvidos no processo de regulacdo da expressdo génica na célula. Os
MIiRNAs s&o capazes de inibir a producao de proteinas e esta caracteristica foi alvo
para o desenvolvimento de uma técnica onde fossem produzidos miRNAs
especificos para genes alvo. Este miRNA produzido por reacbes de PCR
sequenciais e clonado em vetor de superexpressdo da origem ao miRNA artificial
(@amiRNA). Foram idealizadas duas construcdes de amiRNA para o gene AtAPC5 (5a
e 5b) e uma para o gene AtAPC4 (4a), a fim de proporcionar reducdes nos niveis de
RNAm de ambos os genes em plantas de Arabidopsis. Como as duas construcdes
do amiRNA-AtAPC5 reconhecem regides diferentes do RNAmM alvo, € possivel e
factivel a reproducdo de fendtipos distintos. Além deste fato, a ocorréncia de
gradientes de reducdo dos niveis de expressdo do gene alvo em diferentes
transformantes sdo normais, visto que a insercao do cassete em regides aleatorias
do genoma pode proporcionar um menor acesso por fatores de transcricao.

Plantas de Arabidopsis foram transformadas com as construces amiRNA-
AtAPC4 e amiRNA-AtAPC5; e as geracdes T; apresentaram fenotipos muito
interessantes (figuras 28 e 29).

Algumas plantas amiRNA-AtAPC4 (4a) apresentaram uma area de roseta
inferior ao controle e o mais intrigante, aparentaram alteragcdes na mudanca da fase

vegetativa para reprodutiva. Durante esta mudanca de fase, o eixo de inflorescéncia
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nao se desenvolveu corretamente (encurtamento) e surgiram sucessivas zonas
geradoras de eixo de inflorescéncia (figura 28 (1), (4), (5) e (6)). A formacao das
flores era proxima da roseta, indicando que o encurtamento do eixo ndo afetou o
desenvolvimento floral. Porém, o nimero de inflorescéncias foi reduzido, gerando
poucas siliqguas e sementes. Outros transformantes possuiram fenétipos mais
drasticos ou com baixo grau de severidade. Plantas com fendétipo mais drastico ndo
desenvolveram eixo de inflorescéncia, nédo floresceram e conseqientemente nao
geraram sementes (figura 28 (5) e (6)). As plantas transformantes com baixo grau de
severidade desenvolveram o eixo de inflorescéncia, mas o namero de siliquas foi

menor em comparagao ao controle (figura 28 (2)).

Figura 28: Diferentes linhagens da construcdo amiRNA-AtAPC4. Plantas transformadas foram
germinadas in vitro em meio MS+Km e posteriormente transferidas para o solo. 1, 3 e 4,
transformantes com o fenétipo mais redundante nas andlises. 2, transformante com fend6tipo menos
severo. 5 e 6, transformantes com fenétipos mais drasticos.
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Figura 29: Diferentes linhagens da construgdo amiRNA-AtAPC5. A, Columbia germinada in vitro
em meio MS e posteriormente transferida para o solo. B, plantas amiRNA-AtAPC5 (5a) da geracéo T,
germinadas in vitro em meio MS+Km. C e D, plantas amiRNA-AtAPCS5 (5b) da geracédo T, germinadas
in vitro em meio MS+Km e posteriormente transferidas para o solo.

Nenhuma diferenca de fenétipo foi encontrada dentro de cada populacdo de
transformantes amiRNA-AtAPC5 (5a) e (5b), porém plantas transformadas com a
construcdo 5a apresentaram fenotipos distintos das plantas 5b.

Plantas amiRNA-AtAPC5 (5a) ndo conseguiram se desenvolver quando
germinadas tanto in vitro quanto in vivo. Ha germinacdo com abertura dos dois
cotilédones e formacédo das folhas 1 e 2, mas as plantas permaneceram estagnadas
em tal etapa do desenvolvimento (Figura 29). Plantas amiRNA-AtAPC5 5b possuem
area de roseta inferior ao controle, formam eixo de inflorescéncia e numero de

siliquas préximo a Columbia.
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As sementes T, das plantas amiRNA-AtAPC4 (4a) e amiRNA-AtAPC5 (5b)
sdo viaveis. Foram germinadas em placas seletivas e a busca por algum mutante
homozigoto iniciada. Os fendtipos drasticos das plantas amiRNA-AtAPC4 (4a)
sugerem que um potencial homozigoto seja letal, mas a utilizacdo de fenotipos

menos drasticos podem ser de grande valia para estudo com homozigotos.

6.2 Anélise de expressédo das plantas amiRNA-AtAPC4 e amiRNA-AtAPC5

Para verificar se as plantas amiRNA-AtAPC4 (4a) e amiRNA-AtAPCS5 (5b)
estavam com o0s niveis de expressdo dos genes AtAPC4 e AtAPC5 reduzidos,
respectivamente, foi realizado uma analise por RT-PCR em tempo real (figura 30).
Correlacionando os dados de expressdo com os fenétipos das plantas, podemos
afirmar que o aumento da severidade do fendtipo esta ligado a reducéo dos niveis
de RNAm dos genes das subunidades do APC. Este fato fica mais evidente quando
analisamos as plantas amiRNA-AtAPC4 (4a). Os transformantes 4a_1, 4a 2 e 4a_6
apresentaram niveis alterados de RNAmM de AtAPC4, nos quais o numero de
inflorescéncias ficou dentro da normalidade no mutante 4a_2, reduzido no 4a_1 e
ausente no 4a_6. Nos transformantes amiRNA-AtAPC5 (5b) os niveis de RNAmM
ficaram abaixo da planta controle, mas dentro da populacdo ndo encontramos uma
grande diferenca entre eles (figura 31). Isto vai de encontro aos fenoétipos das

plantas, onde néao ficou evidenciada nenhuma diferenca na populacéo.
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Figura 30: Perfil de expressdo das plantas amiRNA-AtAPC4 na geragdo T;. As plantas
analisadas estdo representadas na figura 26, respeitando a numeracdo. O nivel de transcritos esta
representado como a razdo do valor absoluto do gene a ser estudado pelo valor do gene
AtUbiquitina. Valor atribuido ao controle corresponde aos 100% da expressao. Abreviagdo: Col,
Columbia

1,1

!

0,9
0,8

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1
Col 1 2 3 4 5

Controle Plantas amiRNA-AtAPCS5 5b

Expresséo relativa

Figura 31: Perfil de expresséo das plantas amiRNA-AtAPCS5 5b na geracdo T;. Algumas plantas
analisadas estéo representadas na figura 27, onde a planta em C corresponde a 1 e D corresponde a
2. O nivel de transcritos esta representado como a razao do valor absoluto do gene a ser estudado
pelo valor do gene AtUbiquitina. Valor atribuido ao controle corresponde aos 100% da expresséo.
Abreviacao: Col, Columbia
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CAPITULO IV

Promotor do gene AtAPC5
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.1 Estudo do promotor do gene AtAPC5

A interacdo do AtAPC5 com proteinas do complexo APC ou com proteinas
gue nado estdo envolvidas com a formacdo do complexo, desperta o interesse em
saber exatamente qual a funcdo dessa proteina nas células. A localizacdo sub-
celular dessa proteina, bem como seus padrdes de expressao durante o ciclo celular
séo etapas fundamentais para se entender qual é a possivel funcdo do AtAPC5 na
divisdo e diferenciacdo celular. Proteinas envolvidas com ciclo celular séo
extremamente reguladas, tanto nos seus niveis de transcricdo (regulacdes
transcricionais) como em seus niveis protéicos (regulacdes pos-traducionais), e seus
niveis costumam alterar drasticamente de acordo com a fase do ciclo em que a
célula se encontra.

O promotor do gene AtAPCS5 foi isolado e clonado no vetor pKGWFS7. Tal
vetor promove a fusdo do promotor do gene alvo com os genes GFP (proteina
fluorescente verde) e GUS (B-glucuronidase). A localizacdo da expressédo do gene
AtAPC5 sera visualizada através da fluorescéncia da GFP ou pela marcacao
(precipitado azul) proporcionada pela enzima GUS. Optamos pela marcacdo por
GUS, pois de acordo com a literatura, as proteinas do ciclo celular possuem um
tempo de vida curto ao longo do ciclo, o que dificultaria sua localizacdo via
fluorescéncia.

As plantas de Arabidopsis foram transformadas com a construcao
promAtAPC5-GUS e a geracdo T3 homozigota selecionada para estudo. Apés o

procedimento experimental para realizagcéo da atividade da enzima GUS, plantas de
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10 dias (ap6s a germinacéo) foram encaminhadas para visualizacdo em microscopia
otica interferencial/diferencial. Os resultados foram muito interessantes. Plantas
transformadas apresentaram marcacdo em raiz, porém, predominantemente, em
regidbes comprometidas com o desenvolvimento de raizes laterais (marcagdo nos
vasos € apenas residual) (figura 32). Apdés o surgimento da raiz lateral, a marcacao
fica mais forte em regifes meristematicas das mesmas, diminuindo a intensidade a
medida que a raiz entra em processo de alongamento (figura 32 (A), (B) e (C)). A

raiz principal também possui marca¢do, mas com uma intensidade menor (figura 31

(D).
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Figura 32: Padrdo de expressdo da construcdo promAtAPC5-GUS em Arabidopsis. A,
expressdo do GUS em células adjacentes ao tecido vascular. B, expressao do GUS em células do
apice da raiz em raizes laterais jovens. C, expressédo do GUS em células do apice da raiz em raizes
laterais maduras. D, expressédo do GUS em células da raiz principal.
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8 CONCLUSAO

Estudo evolutivo do APC

Através de andlises de bioinformatica dos genomas completos de
Arabidopsis, arroz e poplar, identificamos genes ortélogos das subunidades do APC
e ativadores. Além disso, estes genes foram identificados também em algas,
bridfitas, e outras monocotiledéneas e dicotiledéneas. Um aspecto distintivo entre
estes genomas € a presenca de padrdes caracteristicos de duplicacéo (tabela 4).
Em Arabidopsis, apenas o gene CDC27 esta duplicado. Arroz e poplar possuem
duas subunidades duplicadas, CDC23/APC11 e CDC27/APC13, respectivamente.
Entre os genomas de outras plantas, uva e P. patens possuem duas coOpias dos
genes CDC23 e CDC27, respectivamente; e uva possui duas copias do gene
APC13. As duas isoformas dos genes CDC23 e APCll de arroz sao
diferencialmente expressas em plantas cultivadas no claro e no escuro. Em
Arabidopsis, as coépias duplicadas do gene CDC27 apresentam diferencas
significativas nas sequéncias (em aminoacido), e parecem ter assumido funcdes
especializadas, indicando uma possivel ocorréncia de subcomplexos do APC
(Perez-Perez et al., 2008). Embora as sequéncias codificantes dos genes do arroz
sejam bem conservadas, € possivel que os seus elementos controladores tenham
divergido e que eles estejam assumindo novas funcdes no APC durante o
desenvolvimento da planta. Os paralogos normalmente apresentam diferentes
funcdes, enquanto ortélogos podem manter a mesma funcao (Tatusov et al., 1997).
Tal como em leveduras, APC7 ndo esta presente nas algas verdes Chlamydomonas

reinhardtii, V. carteri e Chlorella spp. A auséncia desta subunidade na base da
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evolucdo de animais e plantas terrestres sugere que esta subunidade pode ter
surgido de um evento de duplicagcdo de alguma subunidade do APC contendo o
dominio TPR. Isto também sugere que o APC7 parece ndo ser essencial para a
atividade do APC em organismos unicelulares. Curiosamente, poderia ser o caso
também em metazoarios, uma vez que mutantes nulos do APC7 em Drosophila sdo
viaveis e férteis (Pal et al., 2007).

Os ativadores CDC20 e CCS52 possuem muitas cépias em plantas. Isto esta
em nitido contraste com a situacdo encontrada em metazoarios, onde apenas uma
copia de cada regulador esta presente por genoma. Devido a duplicacdes,
Arabidopsis contém trés ativadores CCS52: CCS52A, CCS52A1 e CCS52B. Além
disso, seis genes CDC20 foram encontrados, mas talvez o AtCDC20 6 seja um
pseudogene, pois 0 importante motivo KEN-box esta ausente (Pfleger e Kirschner,
2000; Burton e Saloméo, 2001, Castro et al., 2003). Em poplar, os genes CCS52A e
CCS52B também sédo duplicados. Cinco genes CDC20 estao presentes em poplar, o
mesmo numero encontrado em Arabidopsis. Curiosamente, 0 genoma de arroz
contém uma copia dos genes CCS52A e CCS52B; e trés copias do gene CDC20.
Isto sugere que a duplicacdo dos genes CCS52 ocorreu nas plantas dicotiledéneas
apo0s a separacdo das monocotiledéneas. DuplicacBes recentes dos genes CDC20
ocorreram também em Arabidopsis e poplar.

As plantas podem adotar processos alternativos de desenvolvimento que
devem estar integrados a progressdo do ciclo celular, crescimento vegetal e
desenvolvimento em resposta a estimulos ambientais. Acredita-se que Vvarios
membros de uma familia especifica de genes, de um organismo em particular, sdo
0s produtos naturais gerados a partir da longa histéria evolutiva do organismo

(Moore e Purugganan, 2005). O numero de membros de uma familia de genes
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reflete uma sucessdo de expansdes e rearranjos gendmicos, devido a duplicacao
extensa e diversificacdo que ocorreram no curso da evolugdo. As analises
flogenéticas das proteinas das subunidades do APC e ativadores sdo muito
esclarecedoras. O fato de todas as subunidades, exceto APC7, terem sido
encontradas em todos o0s genomas de plantas analisadas, incluindo algas
vermelhas, algas verdes e outros organismos primitivos, sugere que 0 conjunto
completo de genes que codificam as subunidades do APC j& estava presente no
ancestral comum de plantas e animais. Os ativadores descendem de um ancestral
comum e correspondem a estruturas bem conservadas. Em todas as espécies de
algas analisadas, existe apenas uma coépia dos genes CDC20 e CCS52. As plantas
terrestres apresentam um namero superior de ativadores e este fato pode estar
associado com a especificidade do substrato e/ou com a complexidade de seus
programas de desenvolvimento.

Ao comparar as similaridades entre os diferentes dominios TPR dentro de
uma proteina, € possivel tracar a historia evolutiva das duplicacdes internas. As
pontuacdes dos alinhamentos, entre os dominios TPR, mostraram semelhancas
limitadas entre as subunidades AtCDC27, AtCDC16, AtAPC7, AtCDC23 e AtAPCS.
As sequéncias das subunidades TPR divergiram muito ao longo do tempo e
possuem motivos consenso pobres, e por isso ndo foi possivel detectar padrbes de
duplicacdo inequivocos em qualquer uma das proteinas. No entanto, comparacdes
dos pares génicos indicaram maior similaridade entre os dominios centrais,
principalmente entre CDC27 e CDC23; CDC27 e CDC16; e CDC23 e CDC16. Em
todos os casos, as pontuacdes de similaridade entre a regido TPR-4 do CDC16 e

CDC27 e regidao TPR-5 da subunidade CDC23 sao mais elevadas, sugerindo que a
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evolucdo em tandem do dominio TPR provavelmente iniciou-se a partir da regido
central.

Anteriormente, nNosso grupo mostrou que 0s genes das subunidades de
Arabidopsis séo diferencialmente expressos em plantas cultivadas no escuro ou sob
luz. Quando as plantas de Arabidopsis foram cultivadas no escuro, apenas 0s genes
AtAPC1, AtAPC2 e AtCDC16 aumentaram os niveis de RNAm (Eloy et al., 2006). No
entanto, perfis de expressdo por RT-PCR em tempo real dos genes do APC e
ativadores de arroz, mostraram modulacdo espacial da expressao dos genes que
sofreram duplicacdo em diferentes tecidos (raiz e parte aérea). O RNAmM do
OsAPC11 1 acumula a niveis mais elevados nas raizes etioladas quando
comparado com 0 RNAmM do OsAPC11 2. O RNAmM do OsCDC23_1 esta presente
nas raizes etioladas em quase o dobro dos niveis de OsCDC23 2. Estes dados
sugerem que as subunidades duplicadas do APC em arroz poderiam participar de
diferentes subcomplexos e que podem ter assumido novas funcdes especializadas
durante a evolucéao.

A maioria das E3 ligases é composta por um a dois polipeptideos (Craig et al.,
2009). Em contraste, os reguladores do ciclo celular SCF e APC séao formados por
um maior numero de subunidades. No entanto, para ambos 0s complexos, a
atividade bioquimica pode ser alcancada apenas por duas subunidades, a proteina
contendo o motivo culina, juntamente com uma proteina contendo o motivo RING-
finger. Em ambos os casos, a especificidade ao substrato é definido pela
subunidade adaptadora. O genoma humano contém 69 proteinas F-Box (o ativador
do SCF) e 2 ativadores do APC, CDH1 e CDC20 (Frescas e Pagano, 2008; Pesin e
Orr-Weaver, 2008). Nas plantas, complexos relacionados com o SCF estdo

envolvidos em muitos processos fisioldgicos e cerca de 700 proteinas F-box foram
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identificadas em Arabidopsis (Gagne et al., 2002). O numero de ativadores do APC
também sofreu uma expanséo nas linhagens de plantas superiores, apesar de mais
modesto, o0 nimero varia de 2 para 8. O n0sSso grupo e mais outro grupo mostraram
gue a expressdo diferencial de subunidades do APC pode ser uma fonte de
complexidade na regulagéo do APC (Eloy et al., 2006, Perez-Perez et al., 2008). Os
resultados obtidos sugerem que a duplicacdo de genes, seguida por divergéncia de
sequéncia e expressao diferencial, pode gerar outra via de regulacdo da protedlise
mediada por ubiquitina. Esta possivel regulacdo poderd utilizar complexos
especificos do APC compostos por isoformas das subunidades duplicadas. Futuros
estudos que empregam abordagens da gendmica funcional serdo necessarias para
definir o impacto da duplicacdo ou variantes de splicing na progressdo do ciclo

celular em nivel celular e nos processos de desenvolvimento das plantas.

Plantas de tabaco superexpressando AtAPC10, AtCDC27a e 10/27a

A subunidade APC10 contém um dominio DOC que esta presente em outras
proteinas envolvidas com os processos de ubiquitinacdo (Kominami, et al., 1998). O
APC10 de Arabidopsis possui mais de 75% de similaridade com o homodlogo
humano. Esta alta semelhanca ndo se restringe a estrutura primaria, uma vez que a
modelagem molecular revelou estruturas terciarias muito parecidas (Marcelo Lima,
em preparacdo) e resultados de complementacdo da cepa mutante DOC1"™ de S.
pombe mostraram que o gene de Arabidopsis é um homdlogo funcional do gene de
levedura (Eloy, 2005). Tal subunidade foi escolhida para analise por existirem
evidéncias do seu envolvimento na processividade do APC e no reconhecimento do

substrato (Carroll e Morgan, 2002; Passmore, et al.,, 2003). Plantas de tabaco
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superexpressando a subunidade AtAPC10 e plantas hibridas superexpressando
conjuntamente as subunidades AtAPC10 e AtCDC27a foram submetidas a
diferentes tipos de estresse para verificar o potencial biotecnolégico dos
transformantes. Uma vez que, estas plantas ja possuem caracteristicas importantes,
como aumentos na biomassa e na taxa de crescimento em comparagéo ao controle
(Marcelo Lima, 2006).

O estresse salino afeta negativamente a produtividade agricola em todo o
mundo, quer seja a producdo para subsisténcia ou para ganho econdémico (Flowers
e Yeo, 1995). A resposta das plantas a salinidade € constituida por numerosos
processos que devem funcionar em coordenacdo para aliviar tanto a
hiperosmolaridade celular quanto o desequilibrio de ions. Além disso, os cultivos
agricolas devem ser capazes de produzir satisfatoriamente biomassa em campos
com algum grau de salinidade (estabilidade de producao). Tolerancia e estabilidade
de producao sao tracos genéticos complexos que sao dificeis de estabelecer, desde
culturas submetidas a estresse salino continuo, intermitente ou esporadico durante o
desenvolvimento. No entanto, a genética molecular esta proporcionando uma nova
visdo sobre a resposta das plantas a salinidade e busca identificar perfis genéticos
tolerantes. Ao analisarmos as plantas AtAPC100E, AtCDC27aOE e 10/27aO0E;
constatamos aumento da tolerancia a NaCl 0,3% e 0,7%. Em NaCl 0,7%, apos 10
dias, a planta controle possui, além dos dois cotilédones, apenas a primeira folha,
enquanto as plantas transformadas possuem a primeira e a segunda folhas (figura
20). O comprimento radicular das plantas transformadas também € superior ao
controle durante o tratamento, porém ndo houve um aumento significativo quando

comparamos os crescimentos em NaCl 0,3% com 0,7%. Ao crescer num ambiente

salino, a raiz tende a aumentar o seu comprimento na busca por um local com
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menor desequilibrio osmotico. Este fato foi claramente demonstrado quando
verificamos aumento nas medi¢des de raizes nas plantas transformadas e controle
nos meios MS e MS+NaCl 0,3%. N&o houve uma variagdo significativa nas
medicdes das raizes quando as plantas foram germinadas nos meios salinos NaCl
0,3% e 0,7%. Com base nesses resultados, a utilizacdo desses transformantes em
ambientes salinos pode ser de grande importancia econémica, porque com um
crescimento mais rapido, as plantas transformadas podem atingir a maturidade
produtiva num periodo inferior de tempo e, conseqiientemente, estardo submetidas
ao estresse salino por um periodo inferior ao controle.

O estresse hidrico é conceituado como perda moderada de agua, o que leva
ao fechamento dos estdmatos e limitacdo da troca gasosa. Um grave estresse
hidrico pode resultar na reducdo da fotossintese, alteracbes metabdlicas e,
finalmente, a morte da planta (Jaleel et al., 2008). Tal estresse produz mudancas na
relacdo dos principais pigmentos: clorofilas do tipo a e b, e carotendides (Anjum et
al., 2003; Farooqg et al.,, 2009). A taxa fotossintética das plantas superiores em
periodos de seca é afetada a medida que o conteudo relativo de agua das folhas
diminui (Lawlor e Cornic, 2002). No entanto, o debate continua em aberto, pois se
desconhece o principal motivo para a diminuicdo da taxa fotossintética: ou atraves
de fechamento dos estdmatos ou através de insuficiéncia metabdlica (Lawson et al.,
2003; Anjum et al., 2003). Verificar se as plantas transformadas possuem um
aparato fotossintético mais eficiente e sdo menos suscetiveis a seca é de grande
importancia agronémica, visto que regimes hidricos variados e aumento a exposicao
luminosa séo fatores que estado diretamente associados ao local escolhido para o
cultivo. As plantas AtAPC100E, AtCDC27a0E, 10/27a0OE e plantas controle foram

submetidas a medic¢des fotossintéticas durante um longo periodo de seca. Todas as
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plantas diminuiram sua taxa fotossintética durante a seca, tanto nas medicfes de
transporte aparente de elétrons quanto na eficiéncia quantica fotoquimica maxima.
Estes dados estédo de acordo com a literatura e sugerem que a superexpressao das
subunidades AtAPC10 e AtCDC27a podem até alterar a progressao do ciclo celular,
mas ndo alteram a maquinaria envolvida com a captacdo luminosa da planta. O
aumento de biomassa verificado nessas plantas ndo esta relacionado com a fase
“clara” da fotossintese e, portanto, a expansado da area foliar e o acréscimo do
diametro caulinar podem estar ligados a alteracdes na organizacao tecidual. Plantas
AtCDC27a0E possuem a estrutura do meristema re-organizada e células em tecidos

nao-meristematicos com tamanhos alterados (Rojas et al., 2009).

Reducdo da expressdo dos genes AtAPC4 e AtAPCS5 através da técnica de

microRNA artificial

A subunidade APC4 parece ser a mais divergente das subunidades do APC.
N&do ha homologia significativa entre os genes de S. cerevisiae, Arabidopsis e
humano. Esta distancia entre as sequéncias poderia refletir a aquisicdo de funcbes
ou interacdes especializadas em cada organismo. Reforcando esta hipotese,
identificamos apenas nas proteinas de planta e humano um dominio tipo WD-40. O
dominio WD-40 é encontrado em diversas proteinas de eucariotos, com funcfées que
incluem moddulos reguladores/adaptadores na transducao de sinal, montagem do
citoesqueleto, processamento de RNAm, diferenciacdo celular e controle do ciclo
celular. Os dois ativadores do APC, CDC20 e CCS52, fazem parte da familia de

proteinas que contém repeticdbes de WD-40, e presumivelmente reconhecem o
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motivo D-box encontrado na maior parte dos substratos do APC. Ambas as
proteinas fazem parte da familia WD e possuem papel fundamental na regulacao da
atividade e na especificidade dos substratos do APC (Vodermaier, 2001).

Entre o APC5 de Arabidopsis e seu homoélogo humano ha 39% de
similaridade, e esta semelhanca é distribuida por toda a proteina. Entretanto, o
AtAPC5 contém um dominio TPR, o qual ndo se encontra em outros APC5 de
vertebrados. Harkness e colaboradores (2002) mostraram que o APC5 possui um
papel importante na montagem da cromatina. Os mesmos autores mostraram, em
seguida, que defeitos na montagem da cromatina em mutantes do APC5 resultam
em instabilidade gendmica e consequente reducdo do tempo de vida em levedura.
Uma pergunta em aberto é se a atividade do APC5 se da através da modulagéo do
complexo inteiro ou se 0 APC5 tem um papel independente. Outro resultado sugere
gue pelo menos em um caso, a segunda hipétese se confirma. Koloteva-Levine e
colaboradores (2004) mostraram que o APC5 interage com a proteina ligadora da
cauda poli-A e inibe a traducao a partir de sitios internos de entrada no ribossomo
(IRES). Os autores verificaram que o APC5 é encontrado associado com complexos
de alto peso molecular que ndo contém outras subunidades do APC, indicando um
papel fora do complexo APC/ES3 ligase para o APC5.

Uma forma de estudar a funcdo dessas subunidades em plantas é através de
alteracdes nos seus niveis normais de expressao (superexpressao ou pela reducéo
da expressao). Construces de superexpressao ja foram feitas, porém ainda estéo
em estagios iniciais de estudo. J4 as analises da reducédo de expressao estao mais
adiantadas e possibilitaram a geracdo de resultados preliminares. Para reduzir os
niveis de expressao dos genes das subunidades APC4 e 5, optamos pela técnica do

microRNA atrtificial (amiRNA), cuja técnica se tornou uma ferramenta poderosa para
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silenciar genes em plantas; e varios vetores amiRNA foram desenvolvidos com base
nas estruturas de precursores naturais Ath-miR159a, Ath-miR164b, Ath-miR172a,
Ath-miR319a e Osa-miR528 (Zhao et al., 2009). As plantas amiRNA-AtAPC4 da
geracao T; sdo viaveis, porém os fendtipos estdo correlacionados com o grau de
expressdo residual do AtAPC4. Quanto maior o silenciamento do gene AtAPC4,
mais evidentes sdo as diferengas entre as plantas transformadas e o controle. As
plantas com a reducdo de, aproximadamente, 50% nos niveis de expressao
possuem éarea de roseta inferior, auséncia do eixo de inflorescéncia e folhas
enrugadas (figuras 28 e 30). Algumas plantas apresentam regides geradoras de eixo
de inflorescéncia, mas ao longo do desenvolvimento, tais regides ndo conseguem
gerar 0 eixo e novos eixos surgem lateralmente. As plantas néo florescem e,
consequentemente, ndo formam sementes (figura 28, 5 e 6). Ja as plantas 1 e 4 da
figura 26 floresceram e conseguiram gerar sementes. Estas sementes também sao
viaveis e a geracao T, esta sob analise. Aparentemente, o fendtipo foi mantido e a
busca por um homozigoto iniciada. Caso o homozigoto seja letal, ndo havera sérios
prejuizos ao estudo, visto que através do amiRNA podemos selecionar graus de
expressao variados e fenotipos diversificados poderdo suprir tal falta.

As plantas amiRNA-AtAPC5 (5b) também possuem fendétipo, porém néo tao
drasticos quanto ao amiRNA-AtAPC4 (figura 29 C e D). Apenas a reducdo na area
da roseta e o numero total de siliquas foram detectados. Apesar da analise do
promotor do AtAPC5 indicar a expressdo em zonas meristematicas, ndao foram
encontradas alteracdes significativas nas regifes apical e radicular. A auséncia de
alteracdes morfologicas nestas regibes podem estar relacionadas com niveis
residuais do AtAPCS5, pouca ou nenhuma atuacdo da subunidade em processos

dependentes do holoAPC ou participagdo discreta em vias independentes do
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holoAPC. O fendtipo encontrado nas plantas amiRNA-AtAPC5 (5a) podem ajudar na
analise funcional da subunidade AtAPCS5, caso figue demonstrado que os niveis de

expressdo do gene APC5 estejam ainda mais reduzidos nestas plantas (figura 29 B).

Andlise da fusdo promotor APC5 — GUS

A subunidade APC5 possui um motivo TPR com baixa homologia com as
préprias subunidades TPR do APC e, portanto, sua presenca neste subcomplexo
permanece uma incognita. Através de estudos por cromatografia, foi descrito que o
APCS5 poderia fazer uma ligacdo entre o subcomplexo TPR e o subcomplexo com
atividade Ej; ligase APC2/11 (Vodermaier et al., 2003). Pela importancia do motivo
TPR em interacfes protéicas e poucos estudos dessa subunidade em plantas, o
promotor do gene APCS5 foi isolado e utilizado para estudos de localizagao.

A fim de comparar o nivel e a distribuicdo espaco-temporal da atividade GUS
em plantas expressando a construcdao promAtAPC5-GUS, mantivemos as linhagens
expressando niveis semelhantes de transcritos nos transformantes. A coloracao
histoquimica, em diferentes estagios de desenvolvimento de plantas expressando
promAtAPC5-GUS, mostra uma distribuicdo desigual de células marcadas (figura
32). Estas areas restritas sdo as regides de intensa divisdo celular, como o0s
meristemas radiculares e apicais (dados complementares ja discutidos em
resultados e discussédo). O padrdo de coloracdo encontrado é muito semelhante ao
da construcdo promCYCB-GUS, onde regifes similares sdo marcadas. Em raiz, a
coloracdo de promCYCB-GUS é detectada com um padrao irregular, no meristema
radicular, mas ndo na zona de alongamento (Planchais et al., 2002). A coloragéo do

GUS é mantida em um grupo de células associadas ao sistema vascular (primario,
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secundario e terciario). Na parte aérea, limita-se a base do desenvolvimento da folha
e hidatédios, mas nunca foi observada em outros tipos celulares totalmente
diferenciados, incluindo tricomas ramificados (Boudolf et al., 2004). A CYCB é
tradicionalmente utilizada como marcador de divisdo celular, por ser uma peca
chave na transicdo da metafase para anafase. O APC também possui alta atividade
neste periodo, onde atua na propria degradacdo da CYCB, mas pouco se sabe
sobre o padrdo espaco-temporal de suas subunidades. Dados gerados pelo grupo
indicam que a construcdo promAtAPCS5 foi a Unica, até agora analisada, que possuli
um padrédo de expressao semelhante ao da CYCB. Estas peculiaridades podem
ajudar os proximos estudos sobre a atividade mitética, pois apresentando um padrao
similar ao da CYCB podemos sugerir o APC5 como um potencial marcador de
divisdo celular. Os niveis de expressdo dos genes AtAPC5 e AtCYCB1;1 ja foram
analisados pelo grupo e os resultados demonstraram perfis semelhantes em raiz e
niveis menores de AtCYCB1;1 em folhas (Eloy et al., 2006). Contudo a correlacéo
entre o perfil de expressdo com a atividade positiva do seu promotor ndo esta
diretamente atrelada, uma vez que a regulacdo dos transcritos pode mascarar 0s

altos indices de expressao via GUS (Koo et al., 2007).
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9 PERSPECTIVAS

Os dados obtidos até o presente momento sobre as fun¢des desempenhadas
pelas subunidades AtAPC4, AtAPC5 e AtAPC10 ainda ndo sao conclusivos. Além
disso, as interacfes destas subunidades com outras proteinas de A. thaliana
possibilitam futuras investigacgoes.

Dentre os experimentos programados para o periodo de pdés-doutorado,

estao:

e Andlise de proteinas, pré-selecionadas, que interagem com as subunidades
AtAPC7, AtAPC10 e AtAPC11

e Obtencado da estrutura da proteina OsCandidato 1 e sua interagcdo com a
proteina OsAPC10. Comparacdo com o modelo de interacdo da AtCandidato 1 e
AtAPC10;

e Analise do promotor do gene AtAPC4;

e Analise do promotor do gene AtAPC11,

e Analise de plantas superexpressando o amiRNA-AtAPC11

e Analises histologicas das plantas amiRNA-AtAPC4 e amiRNA-AtAPC5

e Finalizacdo de manuscrito: Superexpressdo da subunidade AtAPC10 em

tabaco e seu apelo biotecnoldgico;
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APENDICE |

Lista de oligonucleotideos utilizados para RT-PCR em tempo real.

0Os28sS forward (F) 5° GCGAAGCCAGAGGAAACT 3,
Os28S reverse (R) 5 GACGAACGATTTGCACGTC 3,
OsActin F 5 CTTCATAGGAATGGAAGCTGCGGGTA 37,
OsActin R5° CGACCACCTTGATCTTCATGCTGCTA 3,
OsAPCI1F 5" CTTGAGCTCTGCTTGCATCT 3,
OsAPC1 R 5 GCTTACAGCCATCTGCAGTC 3,
OsAPC2 F 5" AATGCTGGGGACAATCTTCT 3,
OsAPC2 R 5 TAATGGGTCTGCTTCCACAG 3,
OsCDC27 F 5" AGCGACTTGCTACCTTCACA 3,
OsCDC27 R5 TTGACAGGACACAAGGCTTC 3,
OsAPC4 F 5" CGACAAGGATGGCCTGTTAT 37,
OsAPC4 R 5 GAAGCGCTTGAAAATTCCTG 3,
OsAPC5 F5 TTCGTTGGTCTATGCAACCT 3,
OsAPC5 R 5 AACGGGAACTTCTCTTCAGC 3,
OsCDC16 F 5" ACAGGAGGAGGGTGATCAAG 3,
OsCDC16 R5 GATTTTGCTTGCGTGAAGAA 3,
OsAPC7 F 5" AGACTTCAGGGGAGCTCAAG 3,
OsAPC7 R 5 TTGAGAGCTTTTGCAGACTGA 3,
OsCDC23_1F5 CGCTGAAGCTTAATCGAAAGT 3,
OsCDC23_2 R5 GACCAAGACCATACCAAGCA 3,
OsCDC23_2 F 5 CAGTTCTGGTGGAATCTGTCA 3,
OsCDC23_2 R5 CAAGATGTGCACTAGCAAGGA 3,
OsAPC10 F 5" TGATCCCCGAGAAACATTC 3,
OsAPC10 R 5" GAAGTGAAGTGAAATGGCTGAT 3,
OsAPC11_1 F 5 CCAGGATGAAACCTGTGGTA 3,
OsAPC11_1 R5 GTTTGAGAATTGACCCACTTGA 3,
OsAPC11_2 F5 AAACATGCGGCATATGCA 3,
OsAPC11_2 R5 AAGTGGCGTAGATGTCTGAGAA 3,
OsCDC26 F 5" ATCGGCCTCCCTACCAT 3,

OsCDC26 R 5" GAGGAGAGGCTAGGGTTTGG 37,
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OsAPC13 F5 TTGTGCTGGTTGGCTTIC 3,
OsAPC13 R5 CGTCCTCATCGACATCGT 3,
OsCDC20_1 F 5 ATGATCGGTGCATCAGGTT 3,
OsCDC20_1 R 5" GGCAAAGAACACGAGCAGT 3,
OsCDC20_2 F 5" CCTGTCCGGAATAAACCTGT 3,
OsCDC20_2 R5 CACTCGATCTCATCGGAGAA 3,
OsCDC20_3 F 5 TTCACATTTGGGATGTGTCC 3,
OsCDC20_3 R5 TACCACCACCTCCAGTTGC 37,
OsCCS52A F 5" GCCCCAGGAAGATCCCTA 37,
OSCCS52A R5 TGCTGCATGCATTCCATAA S,
OsCCS52B F 5" GTCACCAAGCTCTGCGATT 37,
OsCCS52B R 5 TCCTCCCATGTTCCTAATCC 3,
PtActin F 5" GGTCAAGGCTGGGTTTGCT 3,
PtActin R 5° TCGCCAACATAGGCATCTTTT 3,
PtAPC10 F 5" ATGACCCTAGGGAAACATTT 3,
PtAPC10 R 5" AAAAGGCTGATGCGGAAAAG 3,
PtCDC27_1 F 5 TGGCCTTCCAAACCTGTCAT 3,
PtCDC27_1 R 5 GGCATGCTAAGATTGGAACCA 3,
PtCDC27_2 F 5" AGCCGGATGTTATTTGCAAAA 3,
PtCDC27_2 R5 ATGCCGCTTCAGCTTCATTT 3,
PtCDC20_1F 5 TTTATTCCAAACCGGTCAGC 3,
PtCDC20_2 R5 TCGGTTCATGTTCAAGGATTC 3’,
PtCCS52A F 5 TTCCCCCTCGAGACCTATTT 3,
PtCCS52A R 5" CATTGGGATTGTCCTCCTTC 3,
PtCCS52B F 5 CGTATCATCACCCAGAGCAA 3,
PtCCS52B R 5 TCGTTGCCTCCTTCTTTAACA 3

AtAPC4 forward RT 5 CGCCTGGAAAGCCTGTTACT 3
AtAPC4 reverse RT 5 CCCAACAGCTATGGCTTTGC 3

AtAPCS5 forward RT 5 GAATGTTGTTCGTCGTTGCA 3’
AtAPCS5 reverse RT 5 TGACAAACTCCCTCGAACGAT 3

Ubil4 forward RT 5 TCACTGGAAAGACCATTACTCTTGAA 3’
Ubil4 reverse RT 5 AGCTGTTTTCCAGCGAAGATG 3
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APENDICE I

Mapas dos vetores utilizados neste trabalho.

e pPDONR221 - vetor de entrada

M13 M13
Forward Reverse

pDONR™221
pDONR"/Zeo
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e pK7WG?2 - vetor de destino (superexpressao em plantas)

Xbal (11150 Apal (1l
Smai(11141) Aatil (7]

Kmal (11139 T35S

Sac /I {11013 Sacll (243)

Kan
Xmal (638)

LB Smal (G40

ccdB

EcoRI{1507)

attR1

Spef (1965)

_poss

Sm/SpR

pPKTWG2,0
11159 by

Claf (6286
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e pKGWFSY - vetor de destino (analise de promotor em plantas)

Sacll ({626)

Saci (1744)
Mg (7o)

e

Smal(1732)
Xbal[1761)
Soel (182
attR1

EcoRi {2278
Neo ! (2574)
ccdB

Mmal (3147)

pKGWFST,0

SRLEEsE 12700 bp

Smal(31439)
attR2
Sac i (3548

Egfp
Rl (4345)

Nruf (9956)
Aatii (B241) Neol (B081)
T358



157

e pRS300 - vetor de destino (amiRNA em plantas)

A { forward) Y

T7 promoter

RS300 (miR319a pBSK) A S anm
(2263 bp)

miR319a stemloop

T3 promoter

B (reverse) ¢



APENDICE Il

Lista de clones de destino gerados para este trabalho.
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Clones de Entrada Vetor Caracteristica Experimento Nome
promAtAPC5 pKGWFS7 Analise promotor GUS pAtAPC5
AtAPC10 pK7WG2 Superexpressao Superexpressédo em AtAPC10 sup
plantas
amiRNA-AtAPC4 pK7WG2 Superexpressao Superexpressédo em amiAtAPC4
plantas
amiRNA-AtAPC5 pK7WG2 Superexpressao Superexpressao em amiAtAPC5

plantas
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APENDICE IV

Sequéncia parcial do gene OsAPC1 do banco Gene Index. Um EST foi descoberto no banco Gene
Index (acima). A regido codificante estd sublinhada e o cddon de terminagdo estd marcada em
vermelho. A seqiéncia traduzida esté abaixo.

>TC286185

TGCTCAGCAAGACCTGTGGCAATACAGACACCCAATAATCCTAGTGTGTCTGATCAGGATCTACAACAGCAACAACTATGGAACTTTGCACAAA
GAACAACAGCTTTACCTTTTGGGCGTGGGGCTTTTACTTTAGCTACAACTTACACACTGTTAACAGAGGCTCTGGTTTTCCCAAAGCTTGTTTT
GGCTGGTCGGTTGCCTGCACAACAGAATGCAACAGTTAATCTTGACCTAAGTACTAGAAGCGTCTCAGAATTCAAATCTTGGGCTGAGTTTCAC
AATGGTGTCGCTGCTGGGCTCAGGCTTGCTCCTTTTCAGGAGAAAATGTTAAGAACCTGGATACAATATAATAGACCTTCTGAACCAAATTTTA
CTCATGCTGGTCTGCTTCTTGCATTTGGTTTGCATGAACATCTACGAGTTTTAACTATGACCGACGCTTACCGATATCTCTCCCAGGAGCATGA
TATAACTAGACTTGGTTTGCTACTTGGTTTGGCTGCATCTAATAGGGGGACAATGCACCCGGCAATTTCAAAGATGCTCTATTTTCATGTCCCT
TCCCGGCATCCATCTTCTACGCCAGAGTTGGAATTACCTACTCTTCTGCAGTCAGCAGCAGTGATGGGAATTGGACTTCTCTATGAAGGGTCAG
CACATGCATTAACCATGAAAATTCTTCTGGGTGAGATTGGCCGAAGAAGTGGTGGTGATAATGTGCTAGAAAGAGAAGGCTATGCTGTTGCTGC
AGGCTCTGCATTAGGACTTGTTGCATTAGGTCGTGGAAGCAATGCTTTCGGATTCATGGACACTTTCCTGGACCGGCTTTTTGAATACATTGGC
AGTAAAGAAGTCTACCATGAAAAACACTTAAATGCAGCAATAGCTGCTGATGAGCAAAGTGGCAACACCGGACAGATGATGGAAGGAGCACAAA
TAAATGTTGATGTTACTGCACCTGGAGCAATAATTGCTCTAGCCTTGATATTTCTGAAAGCAGAGTCAGAAGAAATTGCAGCTAGACTCAGTGT
TCCCAATAGTCACTTTGATCTGCAGTATGTGAGACCTGATTTTGTAATGCTTCGCATTGTAGCACGGAATTTAATATTGTGGAACAGAATACAA
CCTACCAAAGATTGGGTTGAGTCTCAAGTTCCTTCATTTGTCAACTTTGGTGTTTCCAATACGAGTCAAGAGGCTATGGACAGTGATGAATTGG
ATAGCGAAGCTCTGTTTCAAGCTTATGTTAATATTGTCACTGGAGCATGCATTGCACTTGGTCTCAAATATGCTGGCAGTAGAAATAGTGATGC
CCAAGAACTACTCTACGCTTATGCCGTCCATTTTCTCAATGAGATCAAACACATATCTATTCAGACTGCAAGCATATTGCCAAAGGGATTGTTG
CAGCATGTTGATCGTGGAACTCTTGAGCTCTGCTTGCATCTTATTGTTCTCTCTCTATCACTGGTAATGGCAGGATCTGGACATTTACAAACTT
TCCGCTTACTGCGTTATCTGAGGGGAAGAAGTTCTGCAGAAGGACAAGTAAATTATGGACTGCAGATGGCTGTAAGCTTGGCTATAGGATTCTT
ATTCCTTGGAGGTGGTACACACACATTCTCAACTTCAAATAGTGCAGTTGCCGCATTACTCATCACCCTTTACCCACGTTTGCCTACTGGACCA
AATGATAATCGCTGTCATCTCCAGGCATTCAGGCATCTGTATGTAATAGCTACAGAACCTCGATGGATTCAGACAGTAGATGTTGACACAGGAC
TTCCGGTGTATTGTCCTCTTGAAGTGACAGTTGCTGAAACGGAGTATTATGACGAGACTAATTACTGTGAAGTGACACCTTGTCTTCTGCCAGA
GCGCTCAGTGCTGAAGAACATTCGAGTTTGTGGACCCAGATATTGGTCTCAGGTGATTACACTTACACCTGAAGATAAGCCATGGTGGAAATCT
GGAGACAGGACTGACCCATTCAATGGTGGAGTACTCTATATAAAACGGAAAGTTGGATCTTGTTCCTACTCAGATGATCCAATTGGATGCCAAT
CTTTGCTTTCTCGAGCAATGCATGAGGTTTGTGATACACCATCCACGAGCTGCAGTAATCAGGCAAACAGTGCTACTCGTAGTTCACTTAGAGT
CGATCAGTTAGTAAGCACATTTTCTGCTAATCCAAGCTTGATAGCTTTTGCAAAACTGTGTTGTCAGTCATGGAAGGACAGGCGCAATGGCAGT
TTTGAAGAGTTCTGCTCTCAAATACTTTATGAATGTATGAGCAAGGATAGGCCAGCACTATTGCAGGTGTATATAAGTTTTTACACAATAATTG
AGACAATGTGGGAGCATCTAAAGATTGGACATTTTCCTTTCTCTGATTCTCTTTTCCTTTCCAGCTTGAAGGTTGCATCAGCCTATAATGAAGC
ACTGATTGATGGTAGAATTACAACTGGAGGCATTATTCAGTCCACATTTTTGGAATCACTTATGAAGCGCATAGAGTACATCTTCGCAGAATTG
CCGAACCTGCATGACAGCTTCATCAATTACCTGAACAAAGGCAAATGGCCTGATGCACAAAACGAAGCAGTGCTCCTTTCTTGGTATCTCCAGT
GGTACAGCATCCCACCTCCCCATATTGTGTCATCCGCAATTGAAAAGGTGAAGCCCAGAACTCGGACCAGCTTGTCCATGCTCCCGCTTCTTCG
GCTCCTGCTGCCAACCACACATCTCGTGGGGCTCATGGAGATTGAGAAGCTTCACATGACTCATGGTCACGAGGGCTTGACCTTGCACTGAAAA
TGCAAGAAACGTTTAGCAACGAGTGAGCCGATTGTGACTGGACTGAATAGTATCAGGGCTCATTGTTCTTATCTACTAGTAAGGATCATACCTA
AGTGCTGGAATGCCAAGGCTTTGTGTGGAGGCCTCAATCATGTGATCCTACCTTGCAATGCTCATATTGCCATCTGATATTGTACCCTATGATC
CTGTTGCATTTAGATGTAAGTGTCCATTTTGGCTTTAGAATAGGAATGACCGAATGAGTGAGCCTAGTTTGAGCCTTTGATAACTGCTACATTT
GGGCTCAATGCAACATGGGTTCCCAGTGTATGCCGACCGGTTTCAATAAACTGGTGGTTACGAATTGAGCTATAATAGAGCACATTTTGTTTCT
CAGGCTAAAAANAA

>0sAPC1

CSARPVAIQTPNNPSVSDODLOQQQLWNFAQRTTALPFGRGAFTLATTYTLLTEALVFPKLVLAGRLPAQONATVNLDLSTRSVSEFKSWAEFH
NGVAAGLRLAPFQEKMLRTWIQYNRPSEPNFTHAGLLLAFGLHEHLRVLTMTDAYRYLSQEHDITRLGLLLGLAASNRGTMHPAISKMLYFHVP
SRHPSSTPELELPTLLQSAAVMGIGLLYEGSAHALTMKILLGEIGRRSGGDNVLEREGYAVAAGSALGLVALGRGSNAFGFMDTFLDRLFEYIG
SKEVYHEKHLNAATAADEQSGNTGOMMEGAQINVDVTAPGAITIALALIFLKAESEEIAARLSVPNSHFDLQYVRPDFVMLRIVARNLILWNRIQ
PTKDWVESQVPSFVNFGVSNTSQEAMDSDELDSEALFQAYVNIVTGACIALGLKYAGSRNSDAQELLYAYAVHFLNEIKHISIQTASILPKGLL
QHVDRGTLELCLHLIVLSLSLVMAGSGHLQTFRLLRYLRGRSSAEGQVNYGLOMAVSLAIGFLFLGGGTHTFSTSNSAVAALLITLYPRLPTGP
NDNRCHLQAFRHLYVIATEPRWIQTVDVDTGLPVYCPLEVTVAETEYYDETNYCEVTPCLLPERSVLKNIRVCGPRYWSQVITLTPEDKPWWKS
GDRTDPFNGGVLYIKRKVGSCSYSDDPIGCQSLLSRAMHEVCDTPSTSCSNQANSATRSSLRVDQLVSTFSANPSLIAFAKLCCQSWKDRRNGS
FEEFCSQILYECMSKDRPALLQVYISFYTIIETMWEHLKIGHFPFSDSLFLSSLKVASAYNEALIDGRITTGGIIQSTFLESLMKRIEYIFAEL
PNLHDSFINYLNKGKWPDAQNEAVLLSWYLQWYSIPPPHIVSSAIEKVKPRTRTSLSMLPLLRLLLPTTHLVGLMEIEKLHMTHGHEGLTLH*
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APENDICE V

Fragmentos da regido 5" do gene PtAPC5 e fragmentos das regiées 3° dos genes PtAPC4 e 5 foram
encontrados no banco de EST. Uma seqiéncia adicional do gene OsAPC4 (que nao esta presente
em Arabidopsis e poplar) foi produto de uma incorporacdo de um intron (destaque em amarelo).
Diferencas na regido 5" do gene OsAPCS5 estédo destacadas em amarelo.

Antes do suporte do EST:

APC4
AtAPC4 MSEMASDEEENIIPFQLQFDKPIPFQIKIAEWNPEKDLLAMVTEDSKILLHRENWQRLWT 60
PtAPC4 —-——-METDETDRVLPFQLQFDKPVASQVKIAEWNPEKDLLAMVTEDSKILLHREFNWQRLWT 57
OsAPC4 = @ mmmmmm e — MAEWNPEKDLLAMVTDDSKVVLHREFNWQRLWT 32
:**************:***::***********
AtAPC4 ISPGKPVTSLCWRPDGKAIAVGLEDGTISLHDVENGKLLRNLKPHDVAVVCLNWEEDGQS 120
PtAPC4 ISPGRNITSLCWRPDGKAIAVGLEDGTIYLHDVENGKLLRSLKSHTVAVVCLNWEEEGQL 117
OsAPC4 ISPGKCITSICWSPDGKIVALGTEDGLVLLHDVENGKMLRRIKSHDVAIVCLNWAEDELL 92
****: :**:** * Kk % :*:* * k% . ********:** :*'* **:***** *:
AtAPC4 NTDESGNFSVYEDRTSRFFPPAPRPPKMPGLVAGDSSFMDDGEDSLAELSNTSFRKENIL 180
PtAPC4 IRDDSKNSSSYEDRTSRFFPPAPRVPRMPGVVSGDTGFMDDSEDSYRELSNSSYQRENIL 177
OsAPC4 SRTDKDGLLSYEDRTARFFPPAPVIPRIGGLSSGDTGLSDENEESIQEFSSASCQRFNIL 152
* ok k ok k. ******* *:: *: ** [ *: * . * * . * :* 13 ok ok ok ok
AtAPC4 CTGDRDGNICFSIFGIFQIGKINIHELSLPVPHLDEHASCKLFNASIYKVALSKDLCRLV 240
PtAPC4 CSGDKDGSICFSIFGIFPIGKI-—-————————————————————————— VSLSKDLCRLI 210
OsAPC4 CSGDKGGCICFSIFGIFPVGKININEVPIHFQSSGNKTSYRLODASISKVCLSGNLHQLV 212
*:**:'* * Kk ok ok ok ok ok ok ok :*** *'** :* :*:
AtAPC4 VMCTGELKDCDIKPREEKINVQDLPGLHCLAMDTSIFWKRKYELHQVAQQASNIEDLTEV 300
PtAPC4 VMCSGELNEN-TESRESQMVKQ---GMHSLVLDTSIFWKRKSELHQLAQQASNIEDLTEV 266
OsAPC4 LLCPGKLIDIDNLSHSNHISTG————LHCLHLDTSIFFNRKNELHQISQQASSIQDLVEV 268
*.*:* S S * * ***** ** **** **** * ** **
AtAPC4 IRASLSVMNKQWADAMKTFHEKFHSLSTLIIDNGLESSPQEEFLSLLGGARISPALNQFL 360
PtAPC4 IRASLSVMCKQWSDAMHTFHEKFDSLSTLIIDHALDSTPQEEFLSLLGGARTSSAVHQFL 326
OsAPC4 VRSSLSMMAKQWSSAMNLEFNEKFSALPSLIAAHGMESSSEDEFMSLLFGTRTSPALHQFL 328
:*:***:* ***:.**: *:*** :*.:** :.::*:.::**:*** *:* *.*::***
AtAPC4 VNSLGEVGVKRVLKSVCGTGKELQQVVLDHLQPAAEIIGFRIGELRGLSRWRARYQGIGL 420
PtAPC4 VNSLGEVGVKRVLKVICGTAKELQRIVLDHLQPAAEIIGFRMGELRGLSRWRARYHGIGL 386
OsAPC4 VSSLGEAALKRIAKAVDSAGRELRVVVSEHLQPAVEIISFRLAELRGLARWRSRFQNVGL 388
*.****..:**: * . .:.:**: :* :*****.***.**:.*****:***:*::.:**
AtAPC4 DEMLLNEATENTGLLLVQVQRFMMVLSS—=———————————————————————————— ——— 448
PtAPC4 DEMLINNATEKSGMILVQIERFMRVLSS—=—=—————————————————————————————— 414
OsAPC4 DEKLIYGVTEKIGMLVVQVERFSRVAATVLYLVPFFSACFLAMFSILNLCFNLGLLPEIP 448
* % *: **: *:: **: * % *
AtAPC4 0 mmmmm—————— VVQQOFSNFEFNWLVRSIKYLMQEPNDQLLSYNSELLVVFLKFLYDQDPV 496
PtAPC4 00 mmmmmm————— VEQQFSNFFNWLLKCIKLLMQEPSDQLLPYNSELVVIFLKFLYDQDPV 462
OsAPC4 LPVSEYDILVHVVSAEFQNFFSWVLKCVKILLSEPTDQVPAANSELVVLFLKFLLDKDPI 508
* :*.***.*:::.:* *:.**.**: . ****:*:***** *:**:
AtAPC4 KDLLELSEAGDDIEIDLKTIGRVKELLQFGGFSECDFLQRTLAKEFQHMESSFKMASQMP 556
PtAPC4 KQLLEV-=--DHDIEVDL—=—=———————————m e e e e e e e ——— 476
OsAPC4 KQLLDAN---QRFECDLDTVRHLEQLVVLGGFTDTHFLEKTLMKQFNELDESLEEAFSMP 565
*:**: . :* * %
AtAPC4 FTTISRKISCMKLLPLCPLQLSTTQTPTTIPMSLSFYKNELSDDTPCQSGYTDYISFQVP 616
PtAPC4d W e e

OsAPC4 FTTISSQIHCQELLPLYPITSSVDLSSTCILTSVSFYKDEDSQNSGSSYSLTDYICFKIP 625



AtAPC4
PtAPC4
OsAPC4

AtAPC4
PtAPC4
OsAPC4

AtAPC4
PtAPC4
OsAPC4

DETFPEISNCIGIAKGYKQONSNNEKNGYTSLEAVLLSVPNGYTCVDLSLYKDKELVLLLN

DGSLN-LKNCIGVIKDEFSNSSASG----PSSSGFLLHIPDEYECVDVSLYKDSQIVVLLS

KTNTDSEGSGEACMMVVQTGDLAFISISGSSSLNQWELEDLKGSIVNLEMEN-EKVRKVP

ER-SYSDGPGSSYIVMLOMENFSEFVPLSRMFPSNIYSVQELSAQELQLDTDYGKKVRSIP

HSVIAPLAVSASRGVACVFAERRRALVYILEEDEDEEISDEK--- 777

HAVSTPLAVSASRGVACVEFSSRRHALVYILDEDEDEDEDESSDME 784

Apbs o suporte do EST — 3’region.

AtAPC4
PtAPC4
OsAPC4

AtAPC4
PtAPC4
OsAPC4

AtAPC4
PtAPC4
OsAPC4

AtAPC4
PtAPC4
OsAPC4

AtAPC4
PtAPC4
OsAPC4

AtAPC4
PtAPC4
OsAPC4

AtAPC4
PtAPC4
OsAPC4

AtAPC4
PtAPC4
OsAPC4

AtAPC4
PtAPC4
OsAPC4

AtAPC4
PtAPC4
OsAPC4

MSEMASDEEENIIPFQLOFDKPIPFQIKIAEWNPEKDLLAMVTEDSKILLHRENWQRLWT
——-METDETDRVLPFQLQFDKPVASQVKIAEWNPEKDLLAMVTEDSKILLHREFNWQRLWT
———————————————————————————— MAEWNPEKDLLAMVTDDSKVVLHRENWQRLWT

e KA KA A A A A A KA A KA KKK e kA Ko o kAKX KX KKK KKKk

ISPGKPVTSLCWRPDGKAIAVGLEDGTISLHDVENGKLLRNLKPHDVAVVCLNWEEDGQS
ISPGRNITSLCWRPDGKAIAVGLEDGTIYLHDVENGKLLRSLKSHTVAVVCLNWEEEGQL
ISPGKCITSICWSPDGKIVALGTEDGLVLLHDVENGKMLRRIKSHDVAIVCLNWAEDELL

Kk KKk . ek K e kK KA KAK ek ek AAkKk o AKAKAAAAAK e kX ok kK KAk ekAkAAKk Ko

NTDESGNFSVYEDRTSRFFPPAPRPPKMPGLVAGDSSFMDDGEDSLAELSNTSFRKENIL
IRDDSKNSSSYEDRTSRFFPPAPRVPRMPGVVSGDTGFMDDSEDSYRELSNSSYQRENIL
SRTDKDGLLSYEDRTARFFPPAPVIPRIGGLSSGDTGLSDENEESIQEFSSASCQRFNIL

Kk kKK . 'k'k'k'k'k'k'k K oee K. 'k'k . K. 'k 'k * . 'k ok . 'k'k'k'k

CTGDRDGNICFSIFGIFQIGKINIHELSLPVPHLDEHASCKLENASIYKVALSKDLCRLV
CSGDKDGSICFSIFGIFPIGKINIHKFSVPTPFIDKQTPRQILNSSIYKVSLSKDLCRLI
CSGDKGGCICFSIFGIFPVGKININEVPIHFQSSGNKTSYRLQDASISKVCLSGNLHQLV

* . ** * * Kk kkkkkkk ***** . . .. . ** * * ** ek ek .

VMCTGELKDCDIKPREEKINVQDLPGLHCLAMDTSIFWKRKYELHQVAQQASNIEDLTEV
VMCSGELNEN-TESRESQMVKQ---GMHSLVLDTSIFWKRKSELHQLAQQASNIEDLTEV
LLCPGKLIDIDNLSHSNHISTG————LHCLHLDTSIFFNRKNELHQISQQASSIQDLVEV

* * * . * * ***** ** **** **** * ** **

IRASLSVMNKQWADAMKTFHEKFHSLSTLIIDNGLESSPQEEFLSLLGGARISPALNQFL
IRASLSVMCKQWSDAMHTFHEKFDSLSTLIIDHALDSTPQEEFLSLLGGARTSSAVHQFL
VRSSLSMMAKQWSSAMNLFNEKFSALPSLIAAHGMESSSEDEFMSLLFGTRTSPALHQFL

ek ekhkKhkoek Kkhkke Khke Koekkk ok o KkK e e eke eakKkekhkKhk Kkek Kk Koo kKkK

VNSLGEVGVKRVLKSVCGTGKELQQVVLDHLQPAAEIIGFRIGELRGLSRWRARYQGIGL
VNSLGEVGVKRVLKVICGTAKELQRIVLDHLQPAAEI IGFRMGELRGLSRWRARYHGIGL
VSSLGEAALKRIAKAVDSAGRELRVVVSEHLQPAVEIISFRLAELRGLARWRSREFQNVGL

* Kk kK ckKk e K. e ek k e ek ekKkAkKhkK KhkKhk Kkke KAAkAhkKoehkAKkoko o oKkK

DEMLLNEATENTGLLLVQVORFMMVLSS—====—======———————————————————_
DEMLINNATEKSGMILVQIERFMRVLSS————————===————————————————————_
DEKLIYGVIEKIGMLVVQVERFSRVAATVLYLVPFFSACFLANFSILNLCENLGLLPETP

*k K. LKk e ke e akk e kK *

———————————— VVQQOFSNFFNWLVRSIKYLMQEPNDQLLSYNSELLVVFLKFLYDQDPV
———————————— VEQQFSNFFNWLLKCIKLLMQEPSDQLLPYNSELVVIFLKFLYDQDPV
LPVSEYDILVHVVSAEFQNFFSWVLKCVKILLSEPTDQVPAANSELVVLFLKFLLDKDPI

* sk Kkk k... sk k. Kk kk . KKK K ek e kAAAkk K okko

KDLLELSEAGDDIEIDLKTIGRVKELLQFGGFSECDFLORTLAKEFQHMESSFKMASQMP
KQLLEV---DHDIEVDLQ---RVKELVQFGGFSDCEYLORTLAKEFQOMEDSFKEAFLMP
KQLLDAN---QRFECDLDTVRHLEQLVVLGGFTDTHFLEKTLMKQFNELDESLEEAFSMP

* .k Kk . e x Xk e e e e ke e kKkK oo . sk okk keke oo koo Kx * *

676

680

735

739

60
57
32

120
117
92

180
177
152

240
237
212

300
293
268

360
353
328

420
413
388

448
441
448

496
489
508

556
543
565

161



AtAPC4
PtAPC4
OsAPC4

AtAPC4
PtAPC4
OsAPC4

AtAPC4
PtAPC4
OsAPC4

AtAPC4
PtAPC4
OsAPC4

APC5

AtAPCS
PtAPCS
OsAPCS

AtAPCS
PtAPCS
OsAPCS

AtAPCS
PtAPCS
OsAPCS

AtAPCS
PtAPCS
OsAPC5S

AtAPCS
PtAPCS5
OsAPCS5

AtAPCS
PtAPCS
OsAPCS

AtAPCS
PtAPCS
OsAPCS

AtAPCS
PtAPCS
OsAPC5S

AtAPCS
PtAPCS
OsAPC5S

AtAPCS
PtAPCS
OsAPCS

FTTISRKISCMKLLPLCPLQLSTTQTPT--TIPMSLSFYKNELSDDTPCQSGYTDYISFQ
FTTISRKMLCEDLLPLFPLPSSSSSASVSMAIPMSISYYSQAVSSNQTCQHSEFVDYVCFQ
FTTISSQIHCQELLPLYPITSSVDLSST——CILTSVSFYKDEDSQNSGSSYSLTDYICFK

KAXKKKX .o Kk **** * * . * * . * * . * ** * .

VPDETFPEISNCIGIAKGYKQNSNNEKNGYTSLEAVLLSVPNGYTCVDLSLYKDKELVLL
VPDEPFSDIANCIGVIRGFTHDLSSSKNGYTSLEAVLLYVPAGYECVDLSLYKDSQIVLL
IPDGSLN- LKNCIGVIKDFSNSSASG————PSSSGFLLHIPDEYECVDVSLYKDSQIVVL

** . . **** . . * ** .k K KKK . ***** . * *

LNKTNTDSEGSGEACMMVVQTGDLAFISISGSSSLNQWELEDLKGSIVNLEMENEK-VRK

LNGASASSESSGDACMMIVQASELPFISISRFTDLNLWNLYQLKDSTVQLOMENE----K

LSER-SYSDGPGSSYIVMLOMENFSEFVPLSRMFPSNIYSVQELSAQELQLDTDYGKKVRS
* . .k o0 ke .

* . k. K e e e e ek ce ke ek

VPHSVIAPLAVSASRGVACVFAERRRALVYILEEDEDEEISDEK--- 777
VPHSVIAPLAVSASRGVACVFAARKRALVYILEEDE-EEVPDTE--- 762
IPHAVSTPLAVSASRGVACVFEFSSRRHALVYILDEDEDEDEDESSDME 784

e KK ek s AKAKAKAKAAAAAKAKAKAA K s Ko o AKAKKKAK o KAK Ko

MAGLTRTAGAFAVTPHKISVCILLQIYAPSAQMSLPFPFSSVAQHNRLGLYLLSLT---K
————————— AFALTPHKVSVCLLLQTYALPAQTTPPFPFSSVSQHNRLGLYLLALTKMLQ

SCDDIFEPKLEKLINQLREVGEEMDAWLTDHLTNREFSSLASPDDLLNFENDMRGILGSLD
SYDDILEPKLEELLNQLKEISGSLGHWLIDHLTSRLSSLSAPDDLFSFFTEMRGILGGLD

e kKK e KKK o . . Kk e Kk ek

NNNLESLIQYDQMDMENYAMDKPTEEIEFQKTASGIVPFHLHTPDSLMKATEGLLHNRKE
SNDLETLSEYENMDLENFMFGKVNEEIEARKQASERVPFHLHGPKALSGLVEGIID----
YDLAEDEDFNSEMEMSNEFMDTN-———---— MHVRDGVFDKYNQGYAPRSHMVD--—-——---—

* ek e e K.

TSRTSKKDTEATPVARASTSTLEESLVDESLFLRTNLQIQGFLMEQADAIEIHGSSSSFES
SSKHGDKCGETSAYVHPPGNELRDVDPYGEIFLRTNWQVQGYLMEQADAIEGCRHDSSFS
—SSSSLVHAPASLHDFEEANMFKADDNLGPTCLRSRWQLEAYLNQQADILE——KDPSSVP

* ** * .. . % *** . % **

SSSIESFLDQLOKLAPELHR-—-=-=-==——————==—————— VHFLRYLNKLHSDDYFAALDN
LNSFELVLRQIKKLAPELIQ-—-——=-——=——————=———— VHFLRYLNSLYHDDYFAALDN
LNSEFNATMSQLOKLAPELHRNCEEFLVTMVYFDLYSTCQVQFLQYLNALTHDDYVAALDN

Koo . e ke ekhkKkAkKK . K ekk e kkKk K Kk kKk  Kkk Kk

LLRYFDYSAGTEG-FDLVPPSTGCSMYGRYEIGLLCLGMMHFRFGHPNLALEVLTEAVRV
LHRYFDYSAGAEG-FDSAPSSSGSNSSGRYEIGLIYLGMMHLHFGHPKQALEVLTEAVRE
LHRYFDYSAGMQGLFSRTASPFQDIIVGKYESALLCLGNLHCYFGHPKKALEAFTEAVRV

Kk KkkAkkAkKkK oKk K * . kK K. kk ek Khkkk o Kkhkk o KkhkKKK

SQQLSNDTCLAYTLAAMSNLLSEMGIASTSGVLGSSYSP--VTSTASSLSVQQRVYILLK
SQQQOSNESCLAYTLAAICNVLSEFGCSSSAGVLGTSFSP--ITSMDTSLSVGQQLEFVLLR
SQMNNDDSCLAYILGAISNLLSKIGMSSTVGTIGSPYSLGNNIGLGTPLSIQQQLLVLLK

* % ceekhkKKk K Ko Kekke ok ke Kk oKke ek e kke Ko ekkoe

ESLRRADSLKLRRLVASNHLAMAKFELM-———--===———— HVQRPLLSFGPKASMRHKTC
ESLKRAESLKLKRLVASNHLALAKFDLLTSYLFQLYFDLQHVQRPLLSFGPKASMKLRTF
RSLKRADTLKLTSLLSFDHLSLAKFDLK-—-—==-===———— HVQRPLVSFGPNASTKLRTC

KK e kK e o KKK * .. e kK e e KKK oKk KAXKKAK e KAKK e KKk o .k

PVSVCK----=--=—-——————————— EIRLGAHLISDEFSSESSTMTID-GSLSSAWLKDLQ
PINVCKVFGAFGDSIYSFSPISLLQELRLCSHLISEFGSESSTMTTD-GVEFSTTWLNNLP
PADVCK---=---————————————— NLRLSSRVLTDFGTDGLSASNDNGSFSTSWLRNLS

* * K K e e kK e e e e e * . sk Kk eke e kk ek

614
603
623

674
663
678

733
719
737

57
51

117
111

177
164
23

237
220
68

297
280
125

338
321
185

397
380
245

455
438
305

503
498
353

543
557
394

162



AtAPCS
PtAPCS
OsAPCSHS

AtAPCS
PtAPCS
OsAPCHS

AtAPCS
PtAPCS
OsAPCS

AtAPCS
PtAPCS
OsAPCS

AtAPCS
PtAPCS
OsAPCS

AtAPCS
PtAPCS
OsAPC5S

AtAPCS
PtAPCS
OsAPCS

KPWGPPVISPDSGS---RKSSTFFQLCDHLVSIPGSVSQLIGASYLLRATSWELYGSAPM
KSMDSPLLPQENAH---RNNCDAHRFFTQLSSVPKSVLQLLGSSYIMRSTAWEMYGSAPL
AASNSWCSSSKKSGKLLTNDFDNFHFHAQPSPIPASVLQLAGSAYLLRATAWEHYGSAPM

ek KK AK KeeKeskKeKkekk KAAKKK o

ARMNTLVYATLFGDSSSSSDAELAYLKLIQHLALYKGYKDAFAALKVAEEKFLTVSKSKV
ARINSLVYATCFADASSSSDAASVHAKLIQHLAVFRGYKGAFAALKVAEEKFLTVSKSVI
VRMNSLVYATCFADAASSSELSLAYVKLIQHLATFKGYSAAFSALKLAEEKFPLSANSHI

KeKe kAKX AKX K Koo XkAkKko e KKK KAKAAK .. kK KK e kKKK o KAk KKK ..k

LLLKLOQLLHERALHCGNLKLAQRICNELGGLASTAMGVDMELKVEASLREARTLLAAKQY
LLVKLQLLHECALHRGNLKLAQQVCDELGVLASSVSGVDKDLKTEASLRHARTLLAANQF
QLLKMQLLHERALHRGHLKVAQQICDEFAVLSSSVSGVDIELKTEARLRHARTLLAAKQF

KeKeAAXKAKKAKX KAAKX KeoeAKeAKo okoko Koo K. KKK e kK Ak Ak AKKAKAKAKAK o ko

SQAANVAHSLFCTCHKENLQIEKASVLLLLAETIHKKSGNAVLGLPYALASISFCQSEFNLD
SQAAAVAHSLFCMCYKENMQVONATVLLLLAETITHKKSGNAVLGLPYALASLSFCQSEFNLD
SQAANVANSLFSTCYKYNMQVENASVLLLLAEIQKNSDNAVLGLPYALASQSFCKSEFNLD

KKKk KKk e kKKK KeKeKeKeooXKe AAAKXKAAKAK e Kok AAAXAKXAKAKAKAXAKX KA K o AXXKK

LLKASATLTLAELWLGLGSNHTKRALDLLHGAFPMILGHGGLELRARAYIFEANCYLSDP
LLKASATLTLAELWLSLGSNHAKRALTLIHGALPMILGHGGLELQARAQITEAKCYLSDP
LLEASATLTLTELWLALGSTHAKRALSLVCQSLPMILGHGGLELRARAHIVLAKCYLSDP

KK e kAKX KAKAKAK e AAXKX KAk Ko kXA k *o s e KA KKK KA KK KKK o KXk K * e KKKk KKk

SSS———————-————- VSTDSDTVLDSLRQASDELQALEYHELAAEASYLMAMVYDKLGRL
SYS—-————-—---———- GSTLSSPFLDLLRQASDELQVLEYHELAAEAFYLMAHVFDKLGQL
KFSEKPVPLCPFIMAVSEDPSAVLDPLNQAAEDLEVLEYHEMAAEAYYLKAMVYNNLGKL

* * KKk Kk kK e s eke KAAAKk e kA Akk KAk Kk ke oo kKk ek

DEREEAASLFKKHITIALENPQDVEQNMA- 916
ERREEAAASFKEHMMALENPQD--—-———- 924

DEREEAAASFKEHTLALENPYNEEDSLAC 783
Cokkkkk e kkok s kKKKK

600
614
454

660
674
514

720
734
574

780
794
634

840
854
694

888
902
754
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APENDICE VI

164

Comparagéo da regido 5° dos genes CDC16 e APC11_2 em Arabidopsis, poplar e arroz. Seqiiéncias
adicionais estdo destacadas em amarelo.

CDC16

PtCDC1l6
AtCDC1l6
OsCDC16

PtCDC1l6
AtCDC1l6
OsCDC16

PtCDC1l6
AtCDC1l6
OsCDC16

PtCDC1l6
AtCDCl6
OsCDC16

PtCDC1l6
AtCDCl6
OsCDC16

PtCDC1l6
AtCDCl6
OsCDC16

PtCDC1l6
AtCDCl6
OsCDC16

PtCDC16
AtCDCl6
OsCDC16

PtCDC16
AtCDCl6
OsCDC16

PtCDC16
AtCDCl6
OsCDC16

PtCDC16
AtCDCl6
OsCDC16

PtCDC16
AtCDCl6
OsCDC16

PtCDC16
AtCDCl6
OsCDC16

CYVMKLYENGSYVIVTTLGCSQTASCLLSCGGGDLAADGEEALAAAHPAGAVGVSPPWRM

—————————————————————————————————————— MREEQIEKLRGVVRDCVSKHLY
—————————————————————————————————————— MREEEIEKIRGVVRDCVSKHLY
WDTKFGFPPAAPPTTAAAAQKNPKRRREAEAEGEVAAEMREEAVERLRGVVRDSVGKHLY

KKK K ek e s kAKX KAKAK K KAk KK

SSATFFADKVAAFTNDPADIYMQAQALFLGRHYRRAYHLLNASKIVLRDLRFRYLAAKCL
SSAIFFADKVAALTNDPSDIYMOQAQALFLGRHYRRAFHLLNASKIVLRDLRFRYLAAKCL
ASAIFLADKVAAATGDPADVYMLAQALFLGRHFRRALHILNSSK-LLRDLRFRFLAAKCL

eRK KK e AKX KA KK k hkekeohkkhk KAAAAAAAK o hkhkk Keohkkohk o Xk hAhhkhk o kXX Kk kK

EELKEWDQCLLMLGDAKVDEHGDVYDTKDCNVMYLDKDSEDREINISAATCFLRGRAYEA
EELKEWDQCLLMLGDAKVDDDGIVYDAKDGNVIDFDKDGEDREINISSAICFLRGKAYGA
EELKEWHQCLIILGDAKIDEHGNVVDQDDGSDIYFDKDAEDHEINIKAAICFLRGKAYEA

KA KK hkk khkk e s kkkkkoeke * * % * . ek KkKk Ak e kkhkk ok KAk KkAkKk o kX KX

LENRALARQWYKAAIKADPLCYEALECLIENHMLTCEEETRLLSSLOQFGPEDGWLSSFEYS
LONRSQARQWYKAAIKADPLCYEALECLIESHMLTSEEESSLLSSLQFSPEDGWLSSFEYS
LDNCDLARQWYKAAVKADPLCYEALECLVDNYMLTCEEESELLSSLKFGKEDGWLSAFYS

* . % R R R R IR R R R R Y ek k Kk kkk e KAKKKk ok Kk Kk kk Kk ok k Kk

CLIKKYEKKSVVEAKFREVEKESCNSNPSSPSIKHTLKNDTDLLTCKAEYEFNQCGEYQKC
CLIKKYDKESTVELKFKKLENETSGS--VSGSSMITLANNTDLLACKAEYYHQCCEYQKC
CLIRKHEKEYIVEAKFKEFERESCSI--SSLSSGLTLKNNIDVLACKAEYYHQSGEYQKC

KA K ek o o ko Kk kK e s Kk K. * % KKk ke Keke kKKK K o oKk * Kk Kk Kk Kk

FELTSESSELYLLFHSLLEKDPFHLKCTLVHIAAAMELGNSNELYLMASNLVKDYPQKAL

FELTA--—-—-—-—-—-—-—- ALLEKDPFHLKCTLVHLAAAMELGNSNELYLMACNLVKDYPSKAL
FELTS-—-—--—-—-——-— ALLERDPFHLKCTLVHLAAAMELGHSNDLYILACNLVKDYPQKAL

Kok KKk . ck kK e AA KK KAKRKAAKAK e KA KA KA K e kk e hhk o ok Ahkkhkhk K*k*

SWFAVGCYYYCIKKYDQSRRYFSKATSLEGTFAPAWIGFGNAYAAQEEGDQAMSAYRTAA
SWFAVGCYYYCIKKYAEARRYFSKATGIDGSFSPARIGYGNSFAAQEEGDQAMSAYRTAA
SWEFAVGCYYYCIKKYDQARRYFGKATGLDGTFPPAWIGTGIAYAAQEEGDQAMAAFRTAA

KAKKKKAKKAKRKAAKKAKAE o ahkhkhk KAk o okek KKk KKk Kk oo hkkhhkAhArAxk ek o khkk

RLFPGCHLPTLYIGMEYMRTHSYKLAEQFFMQAKAICPSDPLVYNELGVVAYNMKEYNKS
RLFPGCHLPTLYIGMEYMRTHSYKLADQFFMQAKAICPSDPLVYNELGVVAYHMKEYGKA
RLFPGCHLPTLYMGMQYLRMHNFKLAEQFFTQAKSICPSDPLIYNEMGVVAYNMKEYQKA

KAK KKK KAA I A K ek Kk ek ek Kk ohhkkeohhh AAkKehkAAAKAK e kh Kk e KhKAAK e kAKX K Ko

VLWFEKTLKHIP-SLSQLWEPTIVNLAHAYRKLKIYHEAISYYERALTLSPRSLSTYAGL
VRWFEKTLAHIPSALTESWEPTVVNLAHAYRKLRKDREAISYYERALTLSTKSLSTYSGL
VOWFELTLEHTSSSLNEMWEPTLVNLGHALRKLKKYQKAISYYEKALTFQTKSLSAFAGL

* Kkkk kK K ek . KkkKkekkK KKk KAk c e kKA KK AK e KKK . ckKK e e KK

AYTYHLQ--———=——-—-——— ALWLKPDDQFCTEMLSLALVDEGRRGTDPKIEFR 542
AYTYHLQGNFSAAISYYHKALWLKPDDQFCTEMLNVALMDECQNGVDSKVELC 543
AYTYHLMDKFEAAITYYHKALWLKPDDQFSTDMLTLALESSCQITARTR---- 756

KKK KKK RR Rk kO S S O S

120

180

22
22
240

82
82
299

142
142
359

202
202
419

262
260
4717

322
310
527

382
370
587

442
430
647

501
490
707



APC11

AtAPC11
PtAPC11

0sAPC11 1
OsAPC11 2

AtAPC11
PtAPC11

0sAPC11 1
OsAPC11 2

——————————————————————————————— MKVKILRWHAVASWTWDAQDETCGICRMA
——————————————————————————————— MKVKLLOWHAVASWTWDAQDETCGICRMA
——————————————————————————————— MKVKILQWHSVASWTWDAQDETCGICRMA
MOVGGTAAAAAEVSMSYRETRREEEKRRGTKMKVK T LOWHGVASWTWNAQDETCGICRMA

****:*:**‘******-************

FDGCCPDCKLPGDDCPLIWGACNHAFHLHCILKWVNSQTSQAHCPMCRREWQFKE 84
FDGCCPDCKLPGDDCPLIWGACNHAFHLHCILKWVNSQTSQAHCPMCRREWQFKE 84
FDGCCPDCKFPGDDCPLIWGSCNHAFHLHCILKWVNSQTSTPLCPMCRREWQFKG 84
FDGCCPDCKFPGDDCPLIWGSCNHAFHLHCILKWVNSQTSTPLCPMCRREWQFKG 115

*********:**********:******************* KKK KKK KKK KK

29
29
29
60
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APENDICE VII

Re-sequenciamento da regido 5° do gene AtCDC20_6.

actaaacaactttcaataattctteccgacgcaaaagactectcttgagaaacectaatttecaactgaaaaaATGGCAGAAACCGCCGA
TACAATCAACACCACCGTCTCAACGCCGCAGCCACAATTAGAMAGCAGATCAGACGAGACAAGTTGCCTCCARANACACAGATCTGA
CGCAACATCAGAGGTGACGAAAGAAGAGAAATCTGGAGGAATCTTGTTCAGCGTTTGGCCACCGTGTCAGARAAGTCGCGACTACGT
GGTGAATAGTATGATCAAGACCTTATCCACAGACTCGATCCTCTCCTACAAATACGGAACGATTAAACCTGAGGAAGCCTCCGCCGT
CGCGARATCTATAGAGGARAAAGGCTTACGACATCGCATCAAGGTTCGTGTCGAGTGATGGGAT TAAGAATCTTGAGGTCTATGGCAT
AGAGACTAGCGAGCGTATGATTGAATCTGCGGAGGTTCGATTCARAGCCAATGGAAGTATGGAACTACTACTARATCARACAATARMA
GATGATGCAGTTGCTGATTTAGaggaqaagcttgagEEEtaagtttccttatctcttttatgatctatctctagggtttgcttttgc
tagatttgagattctcaaaccagatttgtttccttettecttaatatgagtegttgattgettttgecattatgtggtttagtatecaca
cttattattcctatataatgttcaatttetttcgtccaccaccagtaactectatgecaacttcectecattaggttatgaataateett
gtaaacttaaaattatgattaaggetaggaggecacgttgatagectcaaacggattegttgaggectegtgaataagcaaagagaagcea
gagaaacagagtgaaaacagagcaaggagaaacagattgtttaaccactagettgagagtctagtgagttgtatataaatagataga
agagtattgcacaagttatgtattgatgtgtgtgtaacaaacgtatggtttgttagaggagagttaggagatctcttgaacaaatcet
tcattgttagggcttggaagaattttaatectgaaactcacaaggecattgtaatctggaaattcaccattggecatectaaatceccaacag
agccagagtgtttecacctattggacacagecactacttttaacaacatcttttgacggaagectgecactagagecatectgacacataa
aactgtgtcctecttgtecttgecactacaggttttgagttaatcgettectectttcaaaacaactttgectecactgaatteccattecacag
aattgaaccgaaaactacagtttttgagttcatcgcatcgatcgattactecaattagttgettatttgegtcaattatggacatecta
acattcagcgtttattgtatactgtattaaagctcttaatatagactcagacaaaaatagaattgagaattgecattcataatactta
ggaaaaccataccaatcagacaattaaaactcataatctaaaCTAGAAACAGATCGAGTCAGGGACTTGATAGAAGCTTCCGTTGTC
ATGGTTATAARGARAGACAGAATATTTGCTCTGATGTTGACTCAATCATGAAGTCGATAGCTCTTGCTCTGTGTTTGACACACCATT
CTCCAATGGTTCTGTCCATTGTTGATTATGGTGATTCTCAGGAGAAGACAATAGATTCGTTGTGGAAGAMACCGCACGGCTCTGACC
TAACTTGGTCTGGTTTTTCTCGGGT TGGAGTAACAGAAGCTTATTTTGCAGTACCCGTAGACCACTTTCTAACGAATCCTCCATCTC
TAAGACTTTCTCAGACAATTTATTGTCGTCGAGGATCTTCTTACGTAGARACAGAGARAGGTTTGTCCTTTTCTTGCATCGCTCTCT
CTCGTGTAATCTGCTAAACCTCTCAGCCATGTCTCGARACTTTTGATTGATCTTCCGGCCATGTCTTGATGAGTTCTCCGTCACGACC
ATAAAGTATGACACAGACTTCGATGTCGCAGAGAGTCGAAAGCTCCAAGGCTTTCTTAAACATGGTCTGTTCTCTCATAGACAAATT
CGTGGTCTTTTTTGCAGTGGAAGAAGRAAGACAGAGACGATTTCTTGAAGCAAGTTTGGTTTCTCACAGACARTTTGGTTTTCTTCTT
CGTCGACATTGAAGAATACATTGTGATgttttgtttacacacagaacaaaaagacgcecttttatttgttatcaaagaagagaaaataa
actctgatcgagagaattgggatacctaagTGAACAGTTGGGAGACACTGTTTACTTGTGGGATGCGTCTAGTTGTTATACATCTAR
GCTTGTGACCATTGATGATGAGRAATGGACCTGTCACAAGTATTAACTGGACGCAAGATGGTCTTGATCTGGCAGTTGGTCTTGACAA
CAGTGAAGTCCAGGTTTGGGATTGTGTTTCCAATCGTCATGTGAGAACATTGAGAGGTGGTCACGAGTCAAGAGTAGGATCATTGGC
ATGGAACAATCACATTCTAACAACTGGAGGAATGGATGGARAAGATCGTCAACAATGATGTGAGGATCAGATCATCCATTATTGGAAC
TTACGTGGGTCACACTGAAGAGGTTTGTGGTCTTAAGTGGTCAGAATCTGGARARARACTAGCAAGTGGTGGTAACGACAATGTAGT
ACACATATGGGATCGTTCTCTCGCTTCCTCARACCCAACTAGGCAATGGCTGCATAGGTTTGAGGAACATACTGCTGCAGTGAGAGC
TCTTGCGTGGTGCCCTTTCCAAGCAAGTTTGCTTGCAACTGGTGGTGGTGTTGGAGATGGGAAGATTAACTTCTGGAATACACACAC
TGGGGCTTGCTTGAATTCAGTAGAAACTGGCTCTCAAGTATGTTCATTGTTATGGAGCAAAAGTGARAGAGAGTTGCTTAGCGCACA
TGGGTTTACGCAGAACCAGCTTACACTTTGGAAGTACCCATCTATGGTGAAAATGGCTGAACTCAATGGTCATACATCAAGAGTTCT
TTTTATGGCACAGAGTCCGGATGGTTGTACCGTGGCTTCAGCAGCAGGTGACGAGACTCTCAGGCTTTGGAATGTTTTTGGAGAACT
ACCTRAGACCACCAAGRAAAGCTGCTTCAAARARATATACGGAGCCATTTGCTCATGTGAATCATATTAGGIGRatctactgtgaaga
ctaacaaggagaaaaccattgataggtaaataatgtatagagaagcaatgtattecatcttttttectgattcattattcat

Sequencing 5 region of Atb5g27945

CGTTAAGTTTCCTTATCTCTTTTATGATCTATCTCTAGGGTTTGCTTTTGCTAGATTTGAGATTCTCAAACCAGATTTGTTTCCCTT
CTTCTTAATATGAGTCGTTGATTGCTTTTGCATTATGTGGTTTAGTATCACACTTATTATTCCTATATAATGTTCAATTTCTTTCGT
CCACCACCAGTAACTCTATGCAACTTCCCTCATTAGGTTATGAATAATCCTTGTAAACTTAAAATTATGATTAAGGCTAGGAGGCAC
GTTGATAGCTCAAACGGATTCGTTGAGGCTCGTGAATARGCAAAGAGAAGCAGAGARACAGAGTGARAACAGAGCAAGGAGAAACAG
ATTGTTTAACCACTAGCTTGAGAGTCTAGTGAGTTGTATATAAATAGATAGAAGAGTATTGCACAAGTTATGTATTGATGTGTGTGT
AACAAACGTATGGTTTGTTAGAGGAGAGTTAGGAGATCTCTTGAACAAATCTTCATTGTTAGGGCTTGGAAGAATTTTAATCTGARA
CTCACAAGGCATTGTAATCTGGAAATTCACCATTGGCATCTAAATCCAACAGAGCCAGAGTGTTTCCACCTATTGGACACAGCACTA
CTTTTAACAACATCTTTTGACGGAAGCTGCCACTAGAGCATCTGACACATAAAACTGTGTCCTCTTGTCTTGCACTACAGGTTTTGA
GTTAATCGCTTCTCTTTCAAAACAACTTTGCTCCACTGRAATTCCATTCACAGAATTGAACCGARARAACTACAGTTTTTGAGTTCATCG
CATCGATCGATTACTCAATTAGTTGCTTATTTGCGTCAATTATGGACATCTAACATTCAGCGTTTATTGTATACTGTATTARAGCTC
TTAATATAGACTCAGACAAAAATAGAATTGAGAATTGCATTCATAATACTTAGGAARACCATACCAATCAGACAATTARAACTCATA
ATCTARAACTAGAARACAGATCGAGTCAGGGACTTGATAGAAGCTTCCGTTGTCATGGTTATARAGAAAGACAGAATATTTGCTCTGAT
GTTGACTCAATGATGAAGTCGATAGCTCTTGCTCTGTGTTTGACACACCATTCTCCAATGGTTCTGTCCATTGTTGATTATGGTGAT
TCTCAGGAGAAGACAATAGATTCGTTGTGGAAGAAACCGCACGGCTCTGACCTAACTTGGTCTGGTTTITTCTCGGGTTGGAGTAACA
GAAGCTTATTTTGCAGTACCCGTAGACCACTTTCTAACGAATCCTCCATCTCTAAGACTTTCTCAGACAATTTATTGTCGTCGAGGA
TCTTCTTACGTAGARACAGAGAAAGGTTTGTCCTTTTCTTGCATCGCTCTCTCTCGTGTAATCTGCTARACCTCTCAGCCATGTCTC
GAACTTTTGATTGATCTTCCGGCCATGTCTTGATGAGTTCTCCGTCACGACCATAAAGTATGACACAGACTTCGATGTCGCAGAGAG
TCGAAAGCTCCAAGGCTTTCTTAAACATGGTCTGTTCTCTCATAGACARATTCGTGGTCTTTTTTGCAGTGGAAGAAGAAGACAGAG
ACGATTTCTTGAAGCAAGTTTGGTTTCTCACAGACAATTTGGTTTTCTTCTTCGTCGACATTGAAGAATACATTGTGATGTTTTGTT
TACACACAGAACAAAAAGACGCTTTTATTTGTTATCAAAGAAGAGARAATAAACTCTGATCGAGAGAATTGGGATACCTAAGTGAAC
AGTTGGGAGACACTGTTTACTTGTGGGATGCGT
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APENDICE VIII

Correcgédo das sequiéncias dos ativadores do APC. Destaques em cinza sdo 0s motivos conservados
de interacdo com o APC (CSM, C-box, IR-tail e CBM). Diferencas estdo destacadas em amarelo.

Antes do suporte do EST: Ativadores CDC20 e CCS52

0sCDC20_2  =—=——-————- MDA-GSHSISSEKSSRYVAPRQP---LQEAGSR-PYMPSLSTASRNPSA- 44
0sCDC20 3 ————————o- MDA-GSHSISSEKS-HGLAPRPP---LQEAGSR-PYMPSLSTASRNPSA- 43
0sCDC20_1  =—=———————- MEAPGSGSVPTAKR-RRLVPRPPPVPLEVAGARGPYMPPLCIKSKNPSA- 48
PECDC20 4 oo
AtCDC20 3 mmmmmm e MDSGMRATCTVPEHFLPRKLS- 21
AtCDC20 4  —mmmmmm e MDS---DTCTVPDHFLPRKLS- 18
BAECDC20 5 mmm e
AECDC20 6 e mmmm e MMK- 3
AtCDC20 1  —mmmmmm e mm e MDAGLN---—-—-—-— RCPLQEHFLPRKNS- 20
AtCDC20 2 ~ ——mmmmmmm e mmm oo MDAGMNNTSSHYKTQARCPLOEHFLPRKPS— 30
PtCDC20 1 ~ —mmmmmmmmm o mm oo MDAGSINSSSSLKAQSRFPLOQQFLPRMNS— 30
PtCDC20_3 ~ ——mmmmmmmm o mm oo MDAGSMNTSSSLKAQSRFPLOQQFLPRTNS- 30
PtCDC20 2 ~ ——mmmmmmmm e mm oo MDAGSLNSSSYMKAQSRFPLOEQFLHRKNS- 30
PECDC20 5 mmmmmmm e
AtCCS52A1 ---MEEEDPTASNVITNSNSSSMRNLSPAMNTPVVSLESR----INRLINANQSQSPSP- 52
AtCCS52A2 -—--MEEDESTTP----KKKSDSQLNLPPSMNRPTVSLESR----INRLIDSNHYHSPS-- 47
PtCCS52A1  —mmmmmmm oo PSPSSSEH----VNRLINSNHYISPS-- 22
PtCCS52A1 2 = ————mmmm oo TPSPSSSKH----VNRLINSNHYISPS-- 23
0sCCS52A1 MDHHHHHLPPPPPRSPMENSASSKPPTPASTPSSRLAAAP----SSRVSSAAPHPSPSSS 56
PtCCS52B ---MDSTPRRKSG---LNLPSGMNETSLRLETFSSSSSFRAVTCVSSPRAISSLSSPSKT 54
PtCCS52B 2 ---MDSTPRRKSG---LNLPSGMNETSLRLETFSSSSSFRAVTCVSSPRAISSLSSPSKT 54
AtCCS52B -—--MASPQSTKTG---LNLPAGMNQTSLRLETFSSS—-—-—-—--~~ FRGISSLSSPSK- 42
0sCCS52B ---MATDASPKPAPPRLNVPPAMAG-GLRLDPAVASP-—-—~-—- ARLLLDVPKTPSPSK- 48
0sCDC20 2  ——-—--—- KCYGDRFIPDRSAMDMDMAHYLLTE-—=-—-—=—=———=——— PRKDKEN-AAA 79
0sCDC20 3 ——-—-—- KCYGDRFIPDRSAMDMDMAHYLLTE-—=-—-—=—-—=—=——— PKKDKEN-AAR 78
0sCDC20 1  ——-—-—- KCYGDRFIPDRSAMDMDMAYFLLTE-—=--—-—=—=—=—=——— PKKEKENTDML 84
PtCDC20_4  —m—m—m—-—- LDRFIPNRSAMDMDFAHYMLTE—~—=—=—=-—-—-—-—- GRKAKES---- 29
AtCDC20 3 —--—-—- KONLDRFIPNRSAKDFDFANYALTQ-—=-—-—-—=-—=—=——— GSKRN-LDEVT 56
AtCDC20 4  —--—-—- KONLDRFIPNRSAMDFDFANYALTQ-—~-—-—-—=-—=—=-—— GRKRN-VDEIT 53
AtCDC20 5 ~ —mmmmmmmmmm—m———— - MDFDFANYALTQ-—-—=-—-—=—=-—-——— GRKRN-VDEVT 22
AtCDC20 6  —-——-—- SIALALCLTHHSPMVLSIVDYGDSQ--—=-—=--=--—-—-—-—- EKTIDSLWKKP 39
AtCDC20 1 —-——-—- KENLDRFIPNRSAMNFDYAHFALTEERK-———-—-—-——-—— G-KDQS-ATVS 57
AtCDC20 2 ————-—- KENLDRFIPNRSAMNFDYAHFALTEGRK-———-—-—=-—=——— G-KDQT-RAAVS 67
PtCDC20_ 1  —-—-——- KENLDRFIPNRSAMDMDYAHFMLTEGRK-———-—-—=—=-—— G-KENP--TVN 66
PtCDC20 3 ~ —-—-——- KENLDRFIPNRSAMDMDYARFMLTEGRK-———-—=—=—=-=— G-KENP--TVN 66
PtCDC20 2 ~  ——————— KDNLDRFIPNRSAMDLDYAHYMLTQGRK-———-—=—=—=——— GGKENPTATVN 69
PECDC20 5 s oo oo o -
AtCCS52A1 --SSLSRSIYSDREIPSRSGSNFALFDLSPSPS-————————————-— KDGKEDGAGSYA 95
AtCCS52A2  —-—-—- KPIYSDRFIPSRSGSNFALFDLASSSPNK-————-—=-—=—=— KDGKEDGAGSYA 88
PtCCS52A1 ———-—- RPIYSDRFIPCRSSSNFALFNISLPSPSATAGSSPG-—-—-— DGGKEDNPNAYA 70
PtCCS52A1 2 ———-—- RPIYSDRFIPCRSSSNFALFNISFPQPSATAGISPG-——-—-— CGGKEDNPSAYA 71
0sCCS52A1 APTPASRTVYSDRFIPSRAGSNLALFDLAPSPSHHDAAARAASPGAPPPSGSTPASSPYC 116
PtCCS52B  ——————— SSCSDREFIPCRSSSRLHTFGLVEKG-——=-—=—=—=————-— SPVKEGGNEAYA 91
PtCCS52B 2 ——————- SSCSDREIPCRSSSRLQTFGLIEKG--———=—=—=————-— SPVKEGGNEAYA 91
AtCCS52B ————-—-— STCSDREFIPCRSSSRLHAFDLODKEPT—————=—=————-— TPVKEGGNEAYS 81

OsCCs52B —=—==——- TTYSDRFIPCRSSSRLHNFALLDRDRA-—-—-—-—=———————— SPSSTTDDAPYS 87



0sCDC20_2
0sCDC20_3
0sCDC20_1
PtCDC20 4
AtCDC20 3
AtCDC20 4
AtCDC20 5
AtCDC20_6
AtCDC20 1
AtCDC20 2
PtCDC20 1
PtCDC20 3
PtCDC20 2
PtCDC20_5
AtCCS52A1
AtCCS52A2
PtCCS52A1
PtCCS52A1 2
0sCCS52A1
PtCCS52B
PtCCS52B 2
AtCCS52B
0sCCS52B

0sCDC20_2
0sCDC20_3
0sCDC20_1
PtCDC20 4
AtCDC20_3
AtCDC20 4
AtCDC20_5
AtCDC20_6
AtCDC20_1
AtCDC20_2
PtCDC20_1
PtCDC20_3
PtCDC20_2
PtCDC20_5
AtCCS52A1
AtCCS52A2
PtCCS52A1
PtCCS52A1_2
0sCCS52A1
PtCCS52B
PtCCS52B_2
AtCCS52B
0sCCS52B

0sCDC20_2
0sCDC20_3
0sCDC20_1
PtCDC20_4
AtCDC20 3
AtCDC20_4
AtCDC20_5
AtCDC20_6
AtCDC20_1
AtCDC20_2
PtCDC20_1
PtCDC20_3
PtCDC20 2
PtCDC20_5
AtCCS52A1
AtCCS52A2
PtCCS52A1
PtCCS52A1 2
0sCCS52A1
PtCCS52B
PtCCS52B 2
AtCCS52B
OsCCS52B

SPAKEAYR--—-- KLLAEKILNNRT-—---—--—--—--—- RILSFRNKPPEPESILTE-L
SPSKEVYR--—-- RLLAEKLLNNRT-—--—--—--—--—- RILAFRNKPPEPENVS---A
SPAEEAYK--—-- RLLAEKLLNNRS-—--—--—--—--—- RILAFRNKPPEPEGIVQQLL
PPSQSLYQ--—-- KLLAEAFNMNGR-—--—--—--—--—- RILAFKNKPPTLVDPIP--T
SASRKAY----- MTQLAVVMNQNRT - ——=——=——-——--— RILAFRNKPKS----LLSTN
SASRKAY----- MTQLAVVMNQNRT - ———-——=-—-——--— RILAFRNKPKA----LLSSN
SASRKAY----- MTQLAEAMNQONRT - —————=——=-—--— RILAFRNKPKA----LLSSN
HGSDLTWSG---FSRVGVTEAYFAV--——-——-——-——-— PVDHFLTNPPS----LRLS-
SPSKEAYR--—-- KQLAETMNLNHT-—--—--—--—--—- RILAFRNKPQAPVELLPSNH
SPSKEAYR--—-- KQLAETMNLNHT-—--—--—--—--—- RILAFRNKPQAPVELLPSNH
SPSREAYR--—-- KQLAESLNMNRT-—--—=--—--—--—- RILAFKNKPPAPVELMPQDH
SPSREAYR--—-- KQLADSLNMNRT-—--—=--—--—--—- RILAFKNKPPAPVELMPQDH
SPSREAYR--—-- KQLAEALNLNRT-—--—=--—--—--—- RILAFKNKPPTPVELIPRDH
TLLRAAMEGPETPEKRDIT-GFSSS——-——-—-—————- RNIFRFKTETH--RSLN--SF
SLLKTALEGPVTPEKSDVVNGFSPS—————————————- GNIFRFKTETQ--RSLN--LY
ALLRNALEGPQTPDKKDWGTGAAG-———-—————=——=—— RNIFRYKTETR--QSMH--ST,
ALLRNALFEGPQTPDKKDWGAGAAG-—————=-——=——=-— ONTFRYKMETR--QSLH--SL
ALLRAALFGPTTPDRVASSASACSSSSSAGASPVGSPATGNIFRFKAEVP--RNAKRALF
RLLKSELFGSDFGS-FSSPAGGQGGLSS————--——-— PNKNMLRFKTDHS--GPNSPFSP
RLLKSELFGSDFGS-FSSPAGGQGGLGS————————— PSKNMLRFKTDHS--GPNSPYSP
RLLKSELFGSDFASPLLSPAGGQGSASSP--———— MSPCTNMLRFKTDRSNSSPSSPESP
RLLRAEIFGPDSPS--—-PAPSS-————————————— PNTNLFRFKTDHP--SPKSPFAA
RA--——-——-—- DAASTQAKPAKQRRYTPQSAERT - —————————————————— o
AD-—--—-———- TASTHQAKPAKQRRY TPQSAERT———————————————————— o
YE--—--————- TLTSSQTKPARKCRHIPQSSERT - —————————————————— -
FS—————————- SSSVHSSKPVKPQRHT PQRPEMT ——————=——————————————————
HS--—--—--—- DSPHQNPKPVKPRRY T PONSERV-—————=———————————m -
HS--—--—--—- DSPHQONPKSVKPRRY T PONSERV-—————=——=————————m =
HS--—--—--—- DPPHQQPTSVKPRRYTPQNSERV-—————=——=————————m =
QT-----—---- IYCRRGSSYVETEKVEEEDRDDF————=——=—————————————————
S—————m————- ASLHQQPKSVKPRRYIPQTSERT-————=——=————————————————
S—————m————- ASLHQQPKSVKPRRYIPQTSERT-—=——=——=————————————————

LS-———--=--- SSLHYQAKPTKPRRYIPQTSERT————====—————————————————
SPFGVD----DDSPGVSHSGPVKAPRKVPRSPYKV—-===—————————————mmmm o
PPFDSD----VVS-GVSPS-PVKSPRKILRSPYKV—-=—=—————————————mmmmm oo
SPFGFD----GLSGPGVSNVAIKAPRKVSRSPYKV——==—————————————mmmm
SPFGFD----DMSDLGVSNVAIKTPRKVSRSPYKVGVLVNWCHILTFLREDEIWIFIGIF
SDGDDE----GVLFPGVFTTRGTGPRKIPRSPYKV—====——————————————mm————
SILGHD----- SGISSESSTPPKPPRKVPKTPHKV-———===————————— -
SILGHD----- SGISSESSTTPKPPRKVPKTPHKV—-———===————————— -
SILGND----- NGHSSDSSPPPKPPRKVPKTPHKV-——————===——————————————

——————————— LDAPELVDDYYLNLLDWGSSNVLSIALGNSVYLWDATNSSTSELVTVDE
——————————— LDAPDLVDDYYLNLLDWGSKNVLSIALGDTVYLWDASSGSTSELVTVDE
——————————— LDAPGIVDDFYLNILDWGCKNVMSIALGNTLYLWNSADGSIMDLVTIDE
——————————— LDAPDIVDDEFYLNLLDWGNNNVLAIALGTTVYLWNASNSSISEVVTVDE
——————————— LDAPGLRDDFSLNLLDWGSANVLAIALGDTVYLWDASSGSTSELVTIDE
——————————— LDAPGLMDDFYLNLLDWGSANVLAIALGDTVYLWDASSGSTSELVTIDE
——————————— LDAPGIADDFYLNLLDWGSSNVLAIALGDTVYLWDASSGSTYKLVTIDE
——————————— LKQVWFLTDNLVFFFVDIEEYIVIEQLGDTVYLWDASSCYTSKLVTIDD
——————————— LDAPDIVDDFYLNLLDWGSANVLAIALDHTVYLWDASTGSTSELVTIDE
——————————— LDAPDIVDDFYLNLLDWGSANVLAIALDHTVYLWDASTGSTSELVTIDE
——————————— LDAPDLVDDFYLNLLDWGSSNVLAIALGSTVYLWDASDGSTSELVTVDD
——————————— LDAPDLVDDFYLNLLDWGSSNVLAIALGSTVYLWDASDGSTSELVTVDD
——————————— LDAPDLVDDFYLNLLDWGSKNVLAIALENTVYLWDASNGSTSELVTVGD
——————————— LDAPALQDDFYLNLVDWSAQNVLAVGLGNCVYLWNACSSKVTKLCDLGA
——————————— LDAPALQDDFYLNLVDWSAQNVLAVGLGNCVYLWNACSSKVTKLCDLGV
——————————— LDAPALHDDFYLNLVDWSSHNVLAVGLGTCVYLWNACSSKVTKLCDLGN
LLIDPAFCEFYVLDAPALQDDFYLNLVDWSSHNVLAVGLGNCVYLWNACSSKVTKLCDLGN
——————————— LDAPALQDDFYLNLVDWSSHNILAVGLGNCVYLWNACSSKVTKLCDLGV
——————————— LDAPSLODDFYLNLVDWSSQONVLAVGLGTCVYLWTASNSKVTRLCDLGP
——————————— LDAPSLODDFYLNLVDWSSQONVLAVGLGTCVYLWTASNSKVTRLCDLGP
——————————— LDAPSLODDFYLNVVDWSSQONVLAVGLGTCVYLWTASNSKVTKLCDLGP
——————————— LDAPSLODDFYLNLVDWSSONTLAVGLGNCVYLWSASNCKVTKLCDLGP

118
115
124
67
92
89
58
76
97
107
106
106
109

136
130
111
112
174
139
139
135
127

192
189
198
141
166
163
132
150
170
180
178
178
183

216
208
191
228
254
218
218
214
211

168



0sCDC20_2
0sCDC20_3
0sCDC20_1
PtCDC20 4
AtCDC20 3
AtCDC20 4
AtCDC20 5
AtCDC20 6
AtCDC20 1
AtCDC20 2
PtCDC20 1
PtCDC20_3
PtCDC20 2
PtCDC20_5
AtCCS52A1
AtCCS52A2
PtCCS52A1
PtCCS52A1 2
0sCCS52A1
PtCCS52B
PtCCS52B 2
AtCCS52B
0sCCS52B

0sCDC20_2
0sCDC20_3
0sCDC20_1
PtCDC20_4
AtCDC20 3
AtCDC20_4
AtCDC20_5
AtCDC20_6
AtCDC20 1
AtCDC20 2
PtCDC20_1
PtCDC20_3
PtCDC20_2
PtCDC20_5
AtCCS52A1
AtCCS52A2
PtCCS52A1
PtCCS52A1 2
0sCCS52A1
PtCCS52B
PtCCS52B 2
AtCCS52B
0sCCS52B

0sCDC20_2
0sCDC20_3
0sCDC20_1
PtCDC20_4
AtCDC20 3
AtCDC20_4
AtCDC20_5
AtCDC20_6
AtCDC20_1
AtCDC20_2
PtCDC20_1
PtCDC20 3
PtCDC20 2
PtCDC20_5
AtCCS52A1
AtCCS52A2
PtCCS52A1
PtCCS52A1 2
0sCCS52A1
PtCCS52B
PtCCS52B 2
AtCCS52B
OsCCS52B

DNGPVTSVSWAPDGRHIAVGLNSSDVQLWDTSSNRLLRTMRGVHDSRVGSLAWNNNILTT
DSGPITSVSWAPDGQHVAVGLNSSDIQLWDTSSNRLLRTLRGVHESRVGSLAWNNNILTT
DDGPITSVSWSCDGQWIAVGLNSSDIQLWDTSSNRMLRTLHGVHQSRVGSLAWNKNILTT
EDGPVTSISWAPDGRHLAVGLDNSNVQLWDSATNQMLRTLRGGHRLRVTSLAWNHHLLTT
DKGPVTSINWTQDGLDLAVGLDNSEVQLWDCVSNRQVRTLRGGHESRVGSLAWDNHILTT
DKGPVTSINWTQDGLDLAVGLDNSEVQLWDEFVSNRQVRTLIGGHESRVGSLAWNNHILTT
EEGPVTSINWTQDGLDLAIGLDNSEVQLWDCVSNRQVRTLRGGHESRVGSLAWNNHILTT
ENGPVTSINWTQDGLDLAVGLDNSEVQVWDCVSNRHVRTLRGGHESRVGSLAWNNHILTT
EKGPVTSINWAPDGRHVAVGLNNSEVQLWDSASNRQLRTLKGGHQSRVGSLAWNNHILTT
EKGPVTSINWAPDGRHVAVGLNNSEVQLWDSASNRQLRTLKGGHQSRVGSLAWNNHILTT
EDGPITSVNWAPDGRHIAIGLNNSHIQLWDSASNRQLRTLKGGHRSRVGSLAWNNHILTT
EDGPVTSVNWAPDGRHIAIGLNNSHIQLWDSASNRQLRTLKGGHRSRVGSMAWNNHILTT
EVGPVTSVNWAPDGLHLAIGLNNSNVQLWDSASCKQLRNLRGCHRSRVGSMAWNNHILTT
EDS-VCSVGWALRGTHLAVGTSTGKVQIWDASRCKRTRTMEG-HRLRVGALAWGSSVLSS
DET-VCSVGWALRGTHLAIGTSSGTVQIWDVLRCKNIRTMEG-HRLRVGALAWSSSVLSS
DDG-VCSVGWAHRGTHLAVGTSNGKVQIWDASRCKRIRIMEG-HRLRVGALAWSSSMLSS
DDG-VCSVGWAHRGTHLAIGTSNGKVQIWDASRCKRIRTMEG-HRLRVGALAWSSSMLSS
DDN-VCSVGWAQRGTHLAVGTNQGKVQVWDATRCKRIRTMES-HRMRVGALAWNSSLLSS
NDS-VCSVQWTREGSYISVGTHLGQVQVWDGTQCKRVRTMGG-HQTRTGVLAWNSRTLAS
NDS-VCSLOWTREGSYISIGTHLGQVQVWDGTQCKRVRTMGG-HQTRTSVLAWNSRTLAS
NDS-VCSVQWTREGSYISIGTSHGQVQVWDGTQCKRVRTMGG-HQTRTGVLAWNSRILSS
RDS-VCAVHWTREGSYLAIGTSLGDVQIWDSSRCKRIRNMGG-HQTRTGVLAWSSRILSS

GGMDGKIVNNDVRIRNHVVQTYQGHQQEVCGLKWSGSGQQLASGGNDNLLHIWD-VSMAS
GGMDGNIVNNDVRIRNHVVQTYQGHSQEVCGLKWSGSGQQLASGGNDNLLHIWD-VSMAS
GGMDGNIVNNDVRMRSHVVHIYRGHEDEVCGLRWSGSGQQLASGGNDNLVHIWD-VSMAS
GGKDAKVINNDVRIREHIVESYEGHRQEVCGLKWSASGQQLASGGNDNLLFIWD-REMAS
GGMDGKIVNNDVRIRSSIVETYLGHTEEVCGLKWSESGNKQASGGNDNVVHIWD-RSLAS
GGMDGKIVNNDVRIRSSIVGTYLGHTEEVCGLKWSESGKKLASGGNYNVVHIWDHRSVAS
GGMDGKIVNNDVRIRSSIVETYLGHTEEVCGLKWSESGKKLASGGNDNVVHIWDHRSVAS
GGMDGKIVNNDVRIRSSIIGTYVGHTEEVCGLKWSESGKKLASGGNDNVVHIWD-RSLAS
GGMDGLIINNDVRIRSPIVETYRGHTQEVCGLKWSGSGQQLASGGNDNVVHIWD-RSVAS
GGMDGLIINNDVRIRSPIVETYRGHTQEVCGLKWSGSGQQLASGGNDNVVHIWD-RSVAS
GGMDGQIINNDVRIRSHIVETYRGHTQEVCGLKWSASGQQLASGGNDNLIHIWD-RSTAL
GGMDGQIINNDVRIRSHIVETYRGHTQEVCGLKWSASGQQLASGGNDNLIHIWD-RSTAL
GGMDGKIINNDVRIRSHIVETYRGHQQEVCGLKWSASGQQLASGGNDNITIHIWD-RSVAS
GSRDKSILQRDIRCQEDHVSKLAGHKSEVCGLKWSYDNRELASGGNDNRLEVWN---QHS
GSRDKSILQRDIRTQEDHVSKLKGHKSEICGLKWSSDNRELASGGNDNKLEVWN---QHS
GSRDKSILQRDIRAQEDFVSKLSGHKSEVCGLKWSYDNRELASGGNDNRLEVWN---QHS
GSRDKSILQRDIRAREDFVSKLSGHKSEVCGLKWSYDNRELASGGNDNRLEVWN---QHS
GSRDKSILHHDIRAQDDYISRLAGHKSEVCGLKWSYDNRQLASGGNDNRLYVWN---QHS
GSRDRHILQHDLRISSDYVSKLIGHKSEVCGLKWSHDDRELASGGNDNQLLVWN---QHS
GSRDRNILQHDLRVSSDHVSKLIGHKSEVCGLKWSHDDRELASGGNDNQLLVWN---QHS
GSRDRNILQHDIRVQSDFVSKLVGHKSEVCGLKWSHDDRELASGGNDNQLLVWN-~--NHS
GSRDKNILQHDIRVPSDYISKFSGHRSEVCGLKWSHDDRELASGGNDNQLLVWN---QRS

SMPSAGRTQWLHRLEDHLAAVKALAWCPFQSNLLASGGGGSDRCIKFWNTHTGACLNSID
SVPSAGRNOQWLHRLEDHTAAVKALAWCPFQSNLLATGGGGSDRCIKFWNTHTGACLNSVD
SNLSLGHNRWLHRFGDHLAAVKALAWCPFQSNLLASGGGGDDRCIRFWNTHTGLCLNSVD
SNSPR---HWLHKLEDHTAAVKALAWCPFQSNLLASGGGGNDRHIKFWNTQTGTCLNSVD
SKQTR---QWLHRFEEHTAAVRALAWCPFQASLLATGGGVGDGKIKFWNTHTGACLNSVE
SKPTR---QWLHRFEEHTAAVRALAWCPFQATLLATGGGVGDGKIKFWNTHTGACLNSVE
SNPTR---QWLHRFEEHTAAVRALAWCPFQASLLATGGGVGDGKIKFWNTHTGACLNSVE
SNPTR---QWLHRFEEHTAAVRALAWCPFQASLLATGGGVGDGKINFWNTHTGACLNSVE
SNSTT---QWLHRLEEHTSAVKALAWCPFQANLLATGGGGGDRTIKFWNTHTGACLNSVD
SNSTT---QWLHRLEEHTSAVKALAWCPFQANLLATGGGGGDRTIKFWNTHTGACLNSVD
SNSAT---QWLHRLEDHTSAVKALAWCPFQGNLLASGGGGGDKSIKFWNTHTGACLNSID
SNSAT---QWLHRLEDHTSAVKALAWCPFQGNLLASGGGGGDKSIKFWNTHTGACLNSID
SNSAT---QWFHRLEEHTSAVKALAWCPFQGNLLASGGGGGDRSIKFWNTHTGACLNSID
———————————————— HTSAVKALAWCPFQGNLLASGGGGGDRSIKFWNTHTGACLNSID

TQP-----—-- VLKYSEHTAAVKAIAWSPHVHGLLASGGGTADRCIRFWNTTTNTHLSSID
TQP-----—-- VLRFCEHAAAVKATIAWSPHHFGLLASGGGTADRCIRFWNTTTNTHLNCVD
TQP-----—-- VLKYCEHTAAVKAIAWSPHLHGLLASGGGTADRCIRFWNTTTNSHLSCMD
SQP--———-- VLKYCDHTAAVKAIAWSPHLHGLLASGGGTADRCIRFWNTTTNSHLSCID
AHP-—-————- VLKYTEHTAAVKATIAWSPHLHGLLASGGGTADRCIRFWNTTTNMHLNCVD
QLP------- ILKLTEHTAAVKAIAWSPHQSGLLASGGGTADRCIRFWNTTNGHQLNYVD
QLP----—-—-- VLTLTEHTAAVKAIAWSPHQSGLLASGGGTADRCIRFWNTTNGHQLNHVD
QQP----—--- ILKLTEHTAAVKAITWSPHQSSLLASGGGTADRCIRFWNTTNGNQLNSID

QQP------- ILRLTEHTAAVKATIAWSPHQQGLLASGGGTADRCIRFWNTVNGNMLNSVD

K ek K ek e ok Kk Kk Kk e kKK * * kKKK *

252
249
258
201
226
223
192
210
230
240
238
238
243

274
266
249
286
312
276
276
272
269

311
308
317
260
285
283
252
269
289
299
297
297
302

331
323
306
343
369
333
333
329
326

371
368
377
317
342
340
309
326
346
356
354
354
359
44

384
376
359
396
422
386
386
382
379
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0sCDC20_2
0sCDC20_3
0sCDC20_1
PtCDC20 4
AtCDC20 3
AtCDC20 4
AtCDC20 5
AtCDC20 6
AtCDC20 1
AtCDC20 2
PtCDC20 1
PtCDC20_3
PtCDC20 2
PtCDC20_5
AtCCS52A1
AtCCS52A2
PtCCS52A1
PtCCS52A1 2
0sCCS52A1
PtCCS52B
PtCCS52B 2
AtCCS52B
0sCCS52B

0sCDC20_2
0sCDC20_3
0sCDC20_1
PtCDC20 4
AtCDC20_3
AtCDC20 4
AtCDC20_5
AtCDC20_6
AtCDC20_1
AtCDC20_2
PtCDC20_1
PtCDC20_3
PtCDC20_2
PtCDC20_5
AtCCS52A1
AtCCS52A2
PtCCS52A1
PtCCS52A1_2
0sCCS52A1
PtCCS52B
PtCCS52B_2
AtCCS52B
0sCCS52B

0sCDC20_2
0sCDC20_3
0sCDC20_1
PtCDC20_4
AtCDC20 3
AtCDC20_4
AtCDC20_5
AtCDC20_6
AtCDC20_1
AtCDC20_2
PtCDC20_1
PtCDC20_3
PtCDC20 2
PtCDC20_5
AtCCS52A1
AtCCS52A2
PtCCS52A1
PtCCS52A1 2
0sCCS52A1
PtCCS52B
PtCCS52B 2
AtCCS52B
OsCCS52B

TGSQVCSLVWNKNERELLSSHGFAQNQLTLWKYPSMVKMAELTGHTSRVLFTAQVIFCSL 431

TGSQVCALLWNKNERELLSSHGFTONQLTLWKYPSMVKMAELTGHTSRVLFMAQ-—-———— 422
TGS=—=====——————————————- ONSLALWKYPSMVKLAELEDHTARVLCLAQ-----— 410
TGSQVCALQWNKHERELLSSHGFTENQLILWKYPSMVKMAELSGHTSPVLFMTQ-—-———— 371
TGSQVCSLLWSQSERELLSSHGFTONQLTLWKYPSMSKMAELNGHTSRVLFMAQ—-————— 396
TGSQVCSLLWSQRERELLSSHGFTONQLTLWKYPSMSKMAELNGHTSRVLFMAQ—-—-———— 394
TGSQVCSLLWSKSERELLSSHGFTONQLTLWKYPSMVKMAELNGHTSRVLFMAQ—-—-———— 363
TGSQVCSLLWSKSERELLSAHGFTONQLTLWKYPSMVKMAELNGHTSRVLFMAQ—-—-———— 380
TGSQVCSLLWSKNERELLSSHGFTONQLTLWKYPSMVKMAELTGHTSRVLYMAQ-—-———— 400
TGSQVCSLLWSKNERELLSSHGFTONQLTLWKYPSMVKMAELTGHTSRVLYMAQ-————— 410
TGSQVCSLLWNKNERELLSSHGFTONQLTVWKYPSMVKMAELTGHTSRVLYMAQ—-————— 408
TGSQVCSLLWNKNERELLSSHGFTONQLTVWKYPSMVKMAELTGHTSRVLYMAQ—-————— 408
TGSQVCALLWNKNERELLSSHGFTONQLVLWKYPSMLKMAELTGHTSRVLYMAQ-————— 413
TGSQVCALLWNKNERELLSSHGFTONQLVLWKYPSMLKMAELTGHTSRVLYMAQ—-—-———— 98

TCSQVCNLAWSKNVNELVSTHGYSONQIIVWKYPTMSKIATLTGHTYRVLYLAV-————— 438
TNSQVCNLVWSKNVNELVSTHGYSONQIIVWKYPTMSKLATLTGHSYRVLYLAV-————— 430
TGSQVCNLVWSKNVNELVSTHGYSONQIIVWRYPTMSKLATLTGHTYRVLYLAT - ————— 413
TGSQVCNLVWSKNVNELVSTHGYSONQIILWRYPTMSKLATLTGHTFRVLYLAT - ————— 450
TGSQVCNLVWSKNVNELVSTHGYSONQIIVWRYPTMSKLATLTGHTYRVLYLAT - ————— 476
TGSQVCNLAWSKNVNELVSTHGYSQONQIMVWKYPSLSKVATLVGHSLRVLYLAM-————— 440
TGSQVCNLAWSKNVNELVSTHGYSQONQIMVWKYPSLSKVATLVGHSMRVLYLAM-————— 440
TGSQVCNLAWSKNVNEIVSTHGYSONQIMLWKYPSMSKVATLTGHSMRVLYLAT - ————— 436
TGSQVCNLAWCKNVNELVSTHGYSQONQIMVWKYPSMSKVATLTGHTLRVLYLAM-————— 433

* % ok . ek e kK e o Kek Kk * . * *

YLPFKLTNIALNRLLITCLVVILQSPDGLTVASAAADETLRFWNVFG-APEAPKTATK-- 488
———————————————————————— SPDGCTVASAAADETLRFWNVEFG-SPEAPKPAAK-- 455
———————————————————————— SPDGFTVASVAADETLRLWKIFE-TSEDAKPVFKTE 445
———————————————————————— SPDGYTVASAAGDETLRFWNVEFG-NPKAAK------ 400
———————————————————————— SPNGCTVASAAGDENLRLWNVFGEPPKTTKKAAS-- 430
———————————————————————— SPNGCTVASAAGDENLRLWNVFGEPPKTTKKAAS-—- 428
———————————————————————— SPDGCTVASAAGDETLRLWNVFGEPPKTTKKAAS-- 397
———————————————————————— SPDGCTVASAAGDETLRLWNVEFGEPPKTTKKAAS-- 414
———————————————————————— SPDGCTVASAAGDETLRFWNVEFG-VPETAKKAAP-- 433
———————————————————————— SPDGCTVASAAGDETLRFWNVEG-VPETAKKAAP-- 443
———————————————————————— SPDGCTVATAAGDETLRFWNVEG-VPEVAAKAAP-- 441
———————————————————————— SPDGCTVATAAGDETLRFWNVEG-VPEIAAKAAP-- 441

———————————————————————— SPDGCTVATAAGDETLRFWNVEG-VPEVAK------ 442
———————————————————————— SPDGCTVATAAGDETLRFWNVF--——---=-----== 120
———————————————————————— SPDGQTIVTGAGDETLRFWNVFP-SPKSQNTD---- 469
———————————————————————— SPDGQTIVTGAGDETLRFWNVFP-SPKSQSRE---- 461
———————————————————————— SPDGQTIVTGAGDETLRFWNVFP-SPKSQNTE-—-- 444
———————————————————————— SPDGQTIVTGAGDETLRFWSVFP-SPKSQNTD---- 481
———————————————————————— SPDGQTIVTGAGDETLRFWNVFP-SPKSQSSDSL-- 509
———————————————————————— SPDGQTIVTGAGDETLRFWNVFP-SMKTQTPV---- 471
———————————————————————— SPDGQTIVTGAGDETLRFWNVFP-SMKTQTPV---- 471
———————————————————————— SPDGQTIVTGAGDETLRFWNVFP-SVKMQTPV-—--- 467
———————————————————————— SPDGQTIVTGAGDETLRFWNIFP-SMKTQAPV-—-- 464
**:* *:': *'**'**:*':*
——————————— GSHTGMFNNSNHIHIR------——=--—-——————————— 504
————————————— ASHTGMFNSFNHLR-----———====-=—————————— 469
VLVFQDNVRVGPWGTDCSYFQDLIALVVIMVTGSQKL-——----——-—==-~- 482
————————————— KKYPELFSHVNSLR-------———-—--—————————— 444
————————————— KNYLELFSHVNSLRWCLVSFASGIDVLGKSNIIHSNCD 466
————————————— KKYTDPFAHVNHIR------————-—--—————————— 411
————————————— KKYTEPFAHVNHIR-----——————————————————— 428
————————————— KAVAEPFSHVNRIR--—--———=——————————————— 447
————————————— KAVSEPFSHVNRIR------——=——=————————————— 457
————————————— KANPEPFSHLNRLR------————-—--—————————— 455
————————————— KANPEPFSHLNRIR------——————--—————————— 455
————————————— SEIGSSFFGRTTIR-—-------——————————————— 483
————————————— SEIGALSFGRTTIR-———----———————————————— 475
————————————— SEIGASSLGRTTIR-——-—---———————————————— 458
————————————— SEIGASSLGRTTIR-————---———————————————— 495
————————————— SSIGATSFVRSYIR-—————--———————————————— 523
————————————— KDTGLWSLGRTQIR------————-—--———————-—— 485
————————————— KDTGLWSLGRTQIR-------———-—--—————————— 485
————————————— KDTGLWSLGRTQIR------————-—--—————————— 481
————————————— RDIGLWSFSRSHIR-------———-—--—————————— 478
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Apés o suporte do EST: Ativadores CDC20 e CCS52

AtCDC20 1
AtCDC20 2
PtCDC20 1
PtCDC20_5
PtCDC20 2
PtCDC20_3
AtCDC20_3
AtCDC20_4
AtCDC20_5
AtCDC20_6
PtCDC20_4
0sCDC20_1
0sCDC20_2
0sCDC20_3
AtCCS52A1
AtCCS52A2
PtCCS52A1
PtCCS52A1_2
0sCCS52A
PtCCS52B
PtCCS52B_2
AtCCS52B
0sCCS52B

AtCDC20 1
AtCDC20 2
PtCDC20_1
PtCDC20_5
PtCDC20_2
PtCDC20_3
AtCDC20 3
AtCDC20 4
AtCDC20_5
AtCDC20 6
PtCDC20_4
0sCDC20 1
0sCDC20 2
0sCDC20_3
AtCCS52A1
AtCCS52A2
PtCCS52A1
PtCCS52A1 2
0sCCS52A
PtCCS52B
PtCCS52B_2
AtCCS52B
OsCCS52B

_____________________ MDAGLN--—-—--—-—-————————————RCPLQEHFLPRKNS
_____________________ MDAGMNNTSSHYK-----—----TQARCPLQEHFLPRKPS
_____________________ MDAGSLNSSSYMK---------AQSRFPLOEQFLHRKNS
————————————————————— MDAGSINSSSSLK----—-----AQSRFPLOQQFLPRMNS
_____________________ MDAGSMNTSSSLK---------AQSRFPLQQQFLPRTNS
__________________________ MDSG------—--———-MRATCTVPEHFLPRKLS
__________________________ MDS-----———————————-DTCTVPDHFLPRKLS
_________________________ MMNTSSHLK---------AQASCPLVEHFLRRKLS
_________________________ MMKS---------—-—--—--—-TALALCLTHHSPMVLS
_______________________ MDSSSSSTTTR---—------MFHPRSALRENPQRKKS

—————————————————— MDA-GSHSISSEKSHG-LAPRPP---LQEAGSR-PYMPSLST
—————————————————— MDA-GSHSISSEKSSRYVAPRQP---LQEAGSR-PYMPSLST
—————————————————— MEAPGSGSVPTAKRRR-LVPRPPPVPLEVAGARGPYMPPLCI

—————— MEEEDPTASNVITNSNSSSMRNLSPAMNTPVVSLESR----INRLINANQSQSP
—————— MEEDESTTP----KKKSDSQLNLPPSMNRPTVSLESR----INRLIDSNHYHSP
-MADPMISQSTQSKLNIAASTTPRHHHHLHLENPTPSPSSSKH----VNRLINSNHYISP
-MADPTMSPPNQSQLNVAASTTQRROQHHLNLESLAPSPSSSEH----VNRLINSNHYISP
MDHHHHHLPPPPPRSPMENSASSKPPTPASTPSSRLAAAPSSR----VSSAAPHPSPSSS

—————— MDSTPRRKSG---LNLPSGMNETSLRLETFSSSSSFRAVICVSSPRAISSLSSP
—————— MDSTPRRKSG---LNLPSGMNETSLRLETFSSSSSFRAVICVSSPRAISSLSSP

—————— MASPQSTKTG---LNLPAGMNQTSLRLETFSSS—-----------FRGISSLSSP
—————— MATDASPKPAPPRLNVPPAMAG-GLRLDPAVASP-------ARLLLDVPKTPSP
KENL------- DRFIPNR-SAMNFDYAHFALTEERKG-—-—-—-—---—-- KDQS-ATVSSPSKE
KENL------- DRFIPNR-SAMNFDYAHFALTEGRKG-—-—-—------ KDQT-AAVSSPSKE
KDNL------- DRFIPNR-SAMDLDYAHYMLTQGRKGG-——-—---—-- KENPTATVNSPSRE
KENL------- DRFIPNR-SAMDMDYAHFMLTEGRKG-———----—-- KENP--TVNSPSRE
KENL------- DRFIPNR-SAMDMDYARFMLTEGRKG-———-—---—-- KENP--TVNSPSRE
KONL---——-— DREFIPNR-SAKDFDFANYALTQGSKR-—-———-—-=————— NLDEVTSASRK
KONL---——-- DRFIPNR-SAMDFDFANYALTQGRKR-—-———-—-=————-— NVDEITSASRK
KENF------- DREFIPNRSAMMDFDFANYALTQGRKR-—-————-=————— NVDEVTSASRK
—————————————— IVDYGDSQEKTID----SLWKKP---------—---HGSDLTWSG-—
YENVSLONYILDRFIPNR-SAMDMDFAHYMLTEGRKA-——-=-=-—-—————-—=——— KESPPSQS
ASRNPSAKCYGDRFIPDR-SAMDMDMAHYLLTEPKKD--=-———-—-=--—- KEN-AAASPSKE
ASRNPSAKCYGDRFIPDR-SAMDMDMAHYLLTEPRKD--—————-=-=—— KEN-AAASPAKE
KSKNPSAKCYGDRFIPDR-SAMDMDMAYFLLTEPKKE-—-—-—-=-—-———— KENTDMLSPAEE
SPSSLSRSIYSDRFIPSR---SGSNFALFDLSPSPS-—-=--————-—-==———— KDGKEDGAG
S—--=-- KPIYSDRFIPSR---SGSNFALFDLASSSPNK-—--=-—————-—-——— KDGKEDGAG
S—--=-- RPIYSDRFIPCR---SSSNFALFNISFPQPSATAGISPG-—----— CGGKEDNPS
S————- RPIYSDRFIPCR---SSSNFALFNISLPSPSATAGSSPG-----— DGGKEDNPN
APTPASRTVYSDRFIPSR---AGSNLALFDLAPSPSHHDAAAAAASPGAPPPSGSTPASS
SKT----SSCSDRFIPCR---SSSRLHTFGLVEKG-—--=-—-=-—————=—=—=——— SPVKEGGNE
SKT----SSCSDRFIPCR---SSSRLQTFGLIEKG---=-—-——————=———— SPVKEGGNE
SK-———-- STCSDRFIPCR---SSSRLHAFDLQDKEPT---—-————-—-—=———— TPVKEGGNE

SK-———-- TTYSDRFIPCR---SSSRLHNFALLDRDRA---———=—=—=——— SPSSTTDDA

20
30
30

30
30
21
18
26
20
28
36
37
41
50
46
55
55
56
51
51
40
46

62
72
74

71
71
61
58
67
48
72
83
84
89
92
85
101
101
113
88
88
78
84
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AtCDC20 1
AtCDC20 2
PtCDC20 1
PtCDC20_5
PtCDC20 2
PtCDC20 3
AtCDC20 3
AtCDC20 4
AtCDC20 5
AtCDC20_6
PtCDC20 4
0sCDC20_1
0sCDC20_2
0sCDC20_3
AtCCS52A1
AtCCS52A2
PtCCS52A1
PtCCS52A1 2
0sCCS52A
PtCCS52B
PtCCS52B 2
AtCCS52B
0sCCS52B

AtCDC20 1
AtCDC20_2
PtCDC20_1
PtCDC20_5
PtCDC20 2
PtCDC20_3
AtCDC20 3
AtCDC20 4
AtCDC20 5
AtCDC20 6
PtCDC20_4
0sCDC20 1
0sCDC20 2
0sCDC20_3
AtCCS52A1
AtCCS52A2
PtCCS52A1
PtCCS52A1 2
0sCCS52A
PtCCS52B
PtCCS52B 2
AtCCS52B
0sCCS52B

AtCDC20_1
AtCDC20_2
PtCDC20_1
PtCDC20_5
PtCDC20 2
PtCDC20_3
AtCDC20 3
AtCDC20_4
AtCDC20_5
AtCDC20_6
PtCDC20_4
0sCDC20_1
0sCDC20_2
0sCDC20_3
AtCCS52A1
AtCCS52A2
PtCCS52A1
PtCCS52A1 2
0sCCS52A
PtCCS52B
PtCCS52B 2
AtCCS52B
OsCCS52B

AYRKQLAETMNLN-—-———————-——-—-—-——————————————— HTRILAFRNKPQAPVELLP
AYRKQLAETMNLN-—-——————————-—-——————————————— HTRILAFRNKPQAPVELLP
AYRKQLAEALNLN-—-——————-—-—-—-—-—-—————————————— RTRILAFKNKPPTPVELIP
AYRKQLAESLNMN-————————----— - —————————— RTRILAFKNKPPAPVELMP
AYRKQLADSLNMN-—————————-—-—m—————————————— RTRILAFKNKPPAPVELMP
AYMTQLAVVMNON-——————————-—-———————————————— RTRILAFRNKPKS----LL
AYMTQLAVVMNQN-—-=-=-—-——————————————————————— RTRILAFRNKPKA----LL
AYMTQLAEAMNON-——————————-—-—-—-—————————————— RTRILAFRNKPKA----LL
--FSRVGVTEAYF-—--—-—————————mm oo —————— AVPVDHFLTNPPS----LR
LYQKLLAEAFNMN-—————---m oo — GRRILAFKNKPPTLVDPIP
VYRRLLAEKLLNN-=-==--—-—-————————————————————— RTRILAFRNKPPEPENVS-
AYRKLLAEKILNN-—-———————-—-—-—--m - ————————— RTRILSFRNKPPEPESILT
AYKRLLAEKLLNN-—-—-—-—-—-—-—-—--—---—-—————————————— RSRILAFRNKPPEPEGIVQ
SYATLLRAAMFGPETPEKRDIT-GFSSS——-—-—-——-————-—-—-—— RNIFRFKTETH--RSLN-
SYASLLKTALFGPVTPEKSDVVNGFSPS———-—-—————-—-—-—-—— GNIFRFKTETQ--RSLN-
AYAALLRNALFGPQTPDKKDWGAGAAG-—————————————— ONIFRYKMETR--QSLH-
AYAALLRNALFGPQTPDKKDWGTGAAG-—————————————— RNIFRYKTETR--QSMH-
PYCALLRAALFGPTTPDRVASSASACSSSSSAGASPVGSPATGNIFRFKAEVP--RNAKR
AYARLLKSELFGSDFGS-FSSPAGGQGGLSS-———-————-—— PNKNMLRFKTDHS--GPNSP
AYARLLKSELFGSDFGS-FSSPAGGQGGLGS———————-—— PSKNMLRFKTDHS--GPNSP
AYSRLLKSELFGSDFASPLLSPAGGQGSASSP-—-—-——— MSPCTNMLRFKTDRSNSSPSSP
PYSRLLRAEIFGPDSPS----PAPSS-———-—-—-—-—————— PNTNLFRFKTDHP--SPKSP
SNHS—-—----=--—-——-— ASLHQQOPKSVKPRRYIPQTSERTLDAPDIVDDFYLNLLDWGSANV
SNHS-—----=--—-——-— ASLHQQPKSVKPRRYIPQTSERTLDAPDIVDDFYLNLLDWGSANV
RDHLS-—-=-=—————-— SSLHYQAKPTKPRRYIPQTSERTLDAPDLVDDEFYLNLLDWGSKNV
QDH--=-=-==—————-— SHHHHQPKTAKPRRHIPQTSERTLDAPDLVDDEFYLNLLDWGSSNV
QDH--=-=-==—————-— SHHHHQPKTAKPRRHIPQTSERTLDAPDLVDDEFYLNLLDWGSSNV
STNHS-------—-—-— DSPHONPKPVKPRRYIPONSERVLDAPGLRDDFSLNLLDWGSANV
SSNHS--—------—- DSPHONPKSVKPRRYIPQONSERVLDAPGLMDDFYLNLLDWGSANV
SSNHS--—------—- DPPHQQPISVKPRRYIPONSERVLDAPGIADDFYLNLLDWGSSNV
LS-QT---—-——---- IYCRRGSSYVETEKVEEEDRDDFLKQVWFLTDNLVFFFVDIEEY T
LFS----————---- SSSVHSSKPVKPQRHIPQRPEMTLDAPDIVDDFYLNLLDWGNNNV
-—-AAD-————————- TASTHQAKPAKQRRYIPQSAERTLDAPDLVDDYYLNLLDWGSKNV
E-LRA--———————-— DAASIQAKPAKQRRYIPQSAERTLDAPELVDDYYLNLLDWGSSNV
QLLYE---———---- TLTSSQTKPARKCRHIPQSSERTLDAPGIVDDFYLNILDWGCKNV
-SFSPFGVD----DDSPGVSHSGPVKAPRKVPRSPYKVLDAPALQDDEFYLNLVDWSAQNV
-LYPPFDSD----VVS-GVSPS-PVKSPRKILRSPYKVLDAPALQDDFYLNLVDWSAQNV
-SLSPFGFD----DMSDLGVSNVAIKTPRKVSRSPYKVLDAPALQDDEFYLNLVDWSSHNV
-SLSPFGFD----GLSGPGVSNVAIKAPRKVSRSPYKVLDAPALHDDEFYLNLVDWSSHNV
ALFSDGDDE----GVLFPGVFTTRGTGPRKIPRSPYKVLDAPALQDDEFYLNLVDWSSHNI
FSPSILGHD----- SGISSESSTPPKPPRKVPKTPHKVLDAPSLODDEFYLNLVDWSSQNV
YSPSILGHD----- SGISSESSTTPKPPRKVPKTPHKVLDAPSLODDEFYLNLVDWSSQNV
FSPSILGND----- NGHSSDSSPPPKPPRKVPKTPHKVLDAPSLODDEYLNVVDWSSQNV

FAASAAATAGHYDCTAGSAESSTPRKPPRKVPKTPHKVLDAPSLODDEFYLNLVDWSSQNT

LATIALDHTVYLWDASTGSTSELVTIDEEKGPVTSINWAPDGRHVAVGLNNSEVQLWDSAS
LATIALDHTVYLWDASTGSTSELVTIDEEKGPVTSINWAPDGRHVAVGLNNSEVQLWDSAS
LATIALENTVYLWDASNGSTSELVTVGDEVGPVTSVNWAPDGLHLAIGLNNSNVQLWDSAS
LATIALGSTVYLWDASDGSTSELVTVDDEDGPITSVNWAPDGRHIAIGLNNSHIQLWDSAS
LAIALGSTVYLWDASDGSTSELVTVDDEDGPVTSVNWAPDGRHIAIGLNNSHIQLWDSAS
LAIALGDTVYLWDASSGSTSELVTIDEDKGPVTSINWTQDGLDLAVGLDNSEVQLWDCVS
LAIALGDTVYLWDASSGSTSELVTIDEDKGPVTSINWTQDGLDLAVGLDNSEVQLWDEVS
LATIALGDTVYLWDASSGSTYKLVTIDEEEGPVTSINWTQDGLDLAIGLDNSEVQLWDCVS
VIEQLGDTVYLWDASSCYTSKLVTIDDENGPVTSINWTQDGLDLAVGLDNSEVQVWDCVS
LATALGTTVYLWNASNSSISEVVTVDEEDGPVTSISWAPDGRHLAVGLDNSNVQLWDSAT
LSIALGDTVYLWDASSGSTSELVTVDEDSGPITSVSWAPDGQHVAVGLNSSDIQLWDTSS
LSIALGNSVYLWDATNSSTSELVTVDEDNGPVTSVSWAPDGRHIAVGLNSSDVQLWDTSS
MSIALGNTLYLWNSADGSIMDLVTIDEDDGPITSVSWSCDGQWIAVGLNSSDIQLWDTSS
LAVGLGNCVYLWNACSSKVTKLCDLGAEDS-VCSVGWALRGTHLAVGTSTGKVQIWDASR
LAVGLGNCVYLWNACSSKVTKLCDLGVDET-VCSVGWALRGTHLAIGTSSGTVQIWDVLR
LAVGLGNCVYLWNACSSKVTKLCDLGNDDG-VCSVGWAHRGTHLAIGTSNGKVQIWDASR
LAVGLGTCVYLWNACSSKVTKLCDLGNDDG-VCSVGWAHRGTHLAVGTSNGKVQIWDASR
LAVGLGNCVYLWNACSSKVTKLCDLGVDDN-VCSVGWAQRGTHLAVGTNQGKVQVWDATR
LAVGLGTCVYLWTASNSKVTRLCDLGPNDS-VCSVQWTREGSYISVGTHLGQVQVWDGTQ
LAVGLGTCVYLWTASNSKVTRLCDLGPNDS-VCSLOWTREGSYISIGTHLGQVQVWDGTQ
LAVGLGTCVYLWTASNSKVTKLCDLGPNDS-VCSVQWTREGSYISIGTSHGQVQVWDGTQ
LAVGLGNCVYLWSASNCKVTKLCDLGPRDS-VCAVHWTREGSYLAIGTSLGDVQIWDSSR

94
104
106

103
103
89

86

95

74

104
114
116
121
134
128
143
143
171
136
136
132
124

143
153
156

151
151
139
136
145
123
152
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APENDICE IX

Padrdes de duplicacdo dos dominios TPRs das subunidades do APC em Arabidopsis. A intensidade
dos sombreamentos reflete a pontuacdo, com o sombreamento mais escuro para as mais altas
pontuagdes. Os numeros em cada eixo indicam a orientagdo dos dominios na orientagdo N—C
terminal.
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APENDICE X
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Expression of AtAPC genes
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APENDICE XI - figuras suplementares do manuscrito estio nos apéndices da tese.

Genomic evolution and complexity of the Anaphase-

promoting Complex (APC) in land plants

Marcelo F. Lima'? Nubia B. Eloy*?, Rauan Sagit’, Cristian Rojas'? ,Thiago B Carvalho™? Livia

Vargas'?, Arne Elofsson®, Adriana S. Hemerly"?, Paulo C.G. Ferreira™?

! Laboratério de Biologia Molecular de Plantas, Instituto de Bioquimica Médica, CCS, Cidade
Universitaria — llha do Fund&@o, CEP 21941-590, Rio de Janeiro, RJ, Brasil

? Instituto de Pesquisas Jardim Botanico do Rio de Janeiro, Diretoria de Pesquisa Cientifica, Rua
Pacheco Ledo 915, CEP 22460-030, Rio de Janeiro, RJ, Brasil

% Stockholm Bioinformatics Center, Center for Biomembrane Research, Department of Biochemistry

and Biophysics, Stockholm University, 106, 91,Stockholm, Sweden

The orderly progression through mitosis is regulated by the Anaphase-Promoting Complex (APC), a
large multiprotein E3 ubiquitin ligase that targets key cell-cycle regulators for destruction by the 26S
proteasome. The APC is composed of at least 11 subunits and associates with additional regulatory
activators in mitosis and during interphase. Despite extensive research on APC and activator functions
in the cell cycle, only a few these components have been characterized functionally in plants. Here,
we describe an in-depth search for APC subunits and activator genes in the Arabidopsis, rice and
poplar genomes, and among available sequences from other plant genomes. Phylogenetic analyses
indicate that some APC subunits and activator genes have experienced more gene duplication events
in plants than in animals. Expression patterns of paralogs subunits and activators in rice suggest that
this duplication, rather than complete redundancy, reflects specialization. The subunit APC7 is not
present in some green algae species and these data, together with its absence from early metazoan
lineages, could mean that APC7 is not required for APC function in unicellular organisms and it may
be a result of duplication of another tetratricopeptide (TPR) subunit. Analyses of TPR evolution
suggest that duplications of subunits started from the central domains. The increased complexity of
the APC genic structural, tied to the diversification of expression paths suggests that land plants
developed sophisticated mechanisms of APC regulation to cope with the sedentary life style

associated with environmental exposures.
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INTRODUCTION

Cell proliferation is controlled by universally conserved molecular machinery in which the key
players are cyclin-dependent kinases (CDK) and cyclins (reviewed in Joubes et al., 2000).
Eukaryotes have therefore evolved elaborate mechanisms for CDK regulation. An
irreversible mechanism of CDK down-regulation is destruction of cyclin subunits (Furuno et
al., 1999; Gong et al., 2007). At the G;- to S-phase and metaphase to anaphase transitions,
CDKs are irreversibly inactivated by ubiquitin-mediated proteolysis of cognate cyclins (den
Elzen and Pines, 2001). Degradation of protein substrates through the ubiquitin-proteasome
pathway involves the activity of different E3 ligases, among them the anaphase-promoting
complex (APC). The APC was first identified based on its role in facilitating the
multiubiquitination of A- and B-type cyclins, thereby targeting them for proteasome-mediated
destruction during mitosis (Irniger et al., 1995; King et al., 1995; Sudakin et al., 1995;
Tugendreich et al., 1995). APC is a multiprotein complex conserved from plants to man and
contains at least 11 core subunits (Yoon et al., 2002). The APC is regulated in part by two
associated proteins, CDC20 and CCS52/CDH1, and both these proteins can activate the
APC with proper timing and provide substrate specificity (Zachariae et al., 1998; Kramer et
al., 2000). The APC is activated at metaphase/anaphase transition by the CDC20 protein
and later in telophase and G; by the CDH1 protein. Substrates that have a destruction box
(D-box), KEN-box or A-box motifs are recognized and ubiquitinated by the APC (Pfleger and
Kirschner, 2000; Glotzer et al., 1991, Littlepage et al., 2002).

The APC has important functions in mitosis, meiosis, G;-S-phase and in post-mitotic
differentiated cells (Reimann et al., 2001; Miller et al., 2006). The mitosis-specific activator
CDC20 is itself an APC substrate. Other targets of APC/C degradation are: Cyclins A and B;
protein kinases Plk1, CDC5, Aurora A and B; regulators of DNA replication Geminin, CDCB6;
and the anaphase inhibitor Securin (reviewed in Baker et al., 2007). The proteolytic events
triggered by the APC are required to release sister chromatid cohesion during anaphase, to
control the exit from mitosis and to prevent premature entry into S-phase (King et al., 1995;
Peters, 2002; Jeganathan et al., 2005).

Although the role of the APC in controlling cell-cycle progression has been extensively
investigated, recent work has shown the unexpected? presence of APC subunits in

differentiated tissues, in particular in the nervous system of vertebrates (reviewed in Kim and
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Bonni, 2007). In plants, the expression of several APC subunits has been detected in
differentiated tissues of Arabidopsis (Eloy et al, 2006; Serralbo et al, 2006). In addition, while
both CDC27a and CDC27b genes are essential during gametogenesis, the CDC27b subunit
has been implicated also in postembryogenic differentiation at the meristems (Pérez-Pérez et
al., 2008). Besides, it has been shown that reduced levels of APC6 and APC10 subunits in
Arabidopsis lead to plants with several defects in vascular development (Marroco et al.,
2009). These results indicate that, while the overall structure of the APC is conserved among
eukaryotes, this E3 ligase may have assumed specialized functions in the diverse kingdoms.
Gene duplication and retention in plants has been extensive and gene families are generally
larger in plants than in animals (Cui et al., 2006). Nevertheless, almost all studies on the
APC function in plants have been carried out in the model plant Arabidopsis thaliana.
Comparative genomic analyses can provide valuable insights into the organization of cell

cycle machinery and the evolution of these protein complexes.

In this article, we describe broad searches for the predicted sequences of the APC subunits
and the activators CDC20/CCS52 in plant sequences databases. Our results indicate that
land plants and green algae orthologs have an ancient evolutionary origin. We present
phylogenetic analysis of TPR subunits and activators, and their orthologs from other plants.
The evolution of Arabidopsis TPR domain suggests that tandem regions could have been
created from duplication of internal sequence domains. Overall, our data support the
proposal that APC subunits and activators have been conserved in the course of evolution.
However, while other eukaryotes like fungi and metazoans, have only one copy of each APC
subunit and its regulators, gene duplication of different subunits have occurred in
Arabidopsis, rice and poplar, and in other plant genomes as well. In Arabidopsis, duplication
of the CDC27 subunit led to substantial sequence divergence and specialization (Pérez-
Pérez et al., 2007). An attractive premise is that gene duplication of APC subunits may result
in the formation of APC subcomplexes that evolved to assume restricted specialized roles
during plant development. This hypothesis is supported by the observation that the two
copies of rice CDC23 and APC11 genes are differentially expressed in plant tissues or when

grown under either dark or light-mediated developmental programs.
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RESULTS AND DISCUSSION

Identification of APC subunits and activator genes

In order to carry out the cross-species comparison of the APC and activators, the Genomic
Research (TIGR) Rice genome database and DOE Join Genome Institute (JGI) Poplar
genome database. The sequences of the Arabidopsis APC subunits have been published
(Capron et al.,, 2003; Fulop et al., 2005; Eloy et al., 2006). After exhaustive data mining,
some genes were found only in the EST database Gene Index DFCI. Subsequently, the
SMART motif identification tool was used to identify predicted domains in all these candidate
proteins (Schultz et al., 2000). Using this strategy, we report the APC/activators in the
dicotyledonous poplar and the monocotyledon rice (Table I). All APC subunits and activators
were found, and they contained the predicted conserved domains, providing one of many
examples for the evolutionary conservation of the eukaryotic cell-cycle machinery (Passmore
et al., 2003; Page et al., 2005).

Two CDC27 homologs have been identified in Arabidopsis AtCDC27a and AtCDC27b (Blilou
et al., 2002). In poplar, two homologs of CDC27 were also identified: PtCDC27 1 and
PtCDC27_2. However, a careful inspection of the PtCDC27_2 deposited sequence revealed
a stop codon TAG at nucleotide position 1471-1473. This fragment was amplified and
sequenced and the presence of the stop codon was discarded. The expression of both
genes in leaves was confirmed by real-time RT-PCR (Supplemental Fig. S1 A and B). We
also found two homologs of PpCDC27 in the bryophyte Physcomitrella patens genome
(Rensing et al., 2008). However, only one copy of CDC27 was found in the rice genome and
in the other monocot plants as well. On the other hand, the rice genome has two OsCDC23
and OsAPC11 subunits. We examined other complete genomes and found two CDC23
(VwvCDC23 1 and VvCDC23 2) and APC11 (VVAPC1l1l 1 and VVAPC11l 2) genes in
grapevine (Jailon et al., 2007). Two homologs of PtAPC13 were found in the poplar genome,

a feature that has not been reported in any other eukaryotic species so far.



184

The structures of many predicted genes were considerably misannotated. Comparing EST
databases from plant species and using bioinformatic tools, it was possible to identify the
correct gene.sequences. The genomic sequence of OsAPC1 was not found in the TIGR
database, but a partial CDS was identified in the Gene Index database (Supplemental Fig.
S2). Most likely, the largest subunit of the APC had come apart by misannotation. Diverse
exon-intron structures needed correction in the genomics sequences. OSAPC4 may contain
an intron in the genomic ORF (Supplemental Fig. S3). The 3"region of predicted PtAPC4 and
the 5°-3’regions of PtAPC5 were incomplete. However, we found fragments from 3’regions
of both genes and fragments from the 57region of PtAPC5 in the EST database
(Supplemental Fig. S3). Interestingly, OsAPC5, OsCDC16 and OsAPC11_2 have a divergent
5’region compared to Arabidopsis and poplar genes (Supplemental Figs. S3 and S4). The
first methionine of OsCDC16 and OsAPC11_2 are upstream from a consensus start codon in
CDC16 and APC11 genes, but only in CDC16 there is EST support. The opposite occurs
with OsAPC5, where the first methionine is downstream from the consensus start codon. The
APC genes AtCDC26, OsCDC26, PtCDC26 and OsAPC13 were identified in ESTs

databases.

Arabidopsis contains three CCS52 genes, AtCCS52A1, AtCCS52A2 and AtCCS52B; and
five CDC20 genes (Fulop et al., 2005). In addition, we found another CDC20 homolog in the
Arabidopsis genome. This AtCDC20 6 (At5927945) showed major differences from
conserved structures of other CDC20; the CDS does not have the C-box sequence element
(consensus DRF/YIPXR) that was first identified in the N-terminal region of CDC20, although
it is conserved in all known APC/C co-activators (this was confirmed by re-sequencing -
Supplemental Fig. S5), and therefore AtCDC20_6 could be a pseudogene. The rice genome
has three predicted CDC20 genes and two CCS52 genes compared to five CDC20 and four
CCS52 genes in the poplar genome and to five CDC20 and three CCS52 in Arabidopsis
genome (Table I). Exon-intron organization of activators was analyzed and we found some
annotation errors. AtCDC20_5, PtCDC20 5, PtCCS52A1 and PtCCS52A1 2 have errors in
the 5" region. Using biocinformatics tools, we found that only PtCDC20_5 is without a C-box.
OsCDC20_1, AtCDC20_4, PtCDC20_2, PtCDC20_4 and PtCDC20_5 had mistakes in the 3’
region. This region contains the IR-tail sequence element (consensus IR) that occupies the C
terminus of APC activators and the APC subunit APC10. Comparing with EST databases, all
sequences were deduced and the IR-tail was identified (Supplemental Fig. S6). In
PtCCS52A1_2 and OsCDC20_2 genes, some introns were incorrectly included. The
opposite happened in the OsCDC20_1 gene, where one exon was absent. Alternative

splicing variants were found in the Arabidopsis, rice and poplar APC/activator genes (data
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not shown) and could represent another layer of complexity in the organization and function
of the APC. We selected only a single variant for further analysis.

Duplication of components of the cell-cycle machinery is rare in metazoans but it is a
widespread phenomenon in plants (Masuda et al., 2004; Wang et al., 2004, Mori et al., 2005;
Shultz et al., 2007) .It has been proposed that duplication, followed by sequence divergence
of promoter and/or coding regions, leads to novel and specialized functions unique to the
plant kingdom (Pérez-Pérez et al., 2007; Lammens et al., 2008). Still, Table 2 shows that
duplications of individual subunits of the APC are not present in all plants; on the contrary,
they may be restricted to a species or to small group of phylogenetically related plants and

may be involved in the organization of developmental events unique to this group.

Chromosomal location of genes for APC subunits and activator

The close similarity and presence of putative subunits and paralogs prompted us to
investigate the genome distribution of plant APC/activators. APC genes were found on five of
the five Arabidopsis chromosomes, 10 of the 12 rice chromosomes and 10 of the 19 poplar

chromosomes (and seven in scaffolds) (Fig. 1).

Only one APC subunit is duplicated in the Arabidopsis genome, AtCDC27a and AtCDC27b,
and they are located on different chromosomes, 3 and 2 respectively; they share 47%
identity and 64% protein similarity. A duplication event is predicted to have occurred in this
case according to the tool Paralogons in Arabidopsis (Blanc et al., 2003). Arabidopsis
CDC20 and CCS52 genes are located on chromosomes 4 and 5. AtCCS52A1 and
AtCCS52A2 appear to be the result of a recent duplication and AtCDC20_1 and AtCDC20_2

are present in tandem on chromosome four (Fll6p et al., 2005).

The nineteen rice APC and activator genes are distributed among all chromosomes, except
chromosomes 10 and 11. Based on the sequence consensus, rice genome, segmental
duplication information from the TIGR database was used to identify paralog genes. Each

pair of paralogs located in the corresponding segmental duplication regions share high
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sequence similarity. Two subunits — CDC23 and APC11 - are duplicated. OsCDC23_1 and
OsCDC23 2 are located on chromosomes 2 and 6 respectively. The sequences share low
but still significant homologies - 57% identity — suggesting either an ancient duplication event
or that the two genes are evolving quickly. OsAPC11_1 and OsAPC11 2 are located on
chromosome 3 and 7, and share 97% identify. No evidence was found of recent duplication

events for activators in rice.

In-silico chromosome mapping revealed that poplar APC/activators are scattered throughout
the genome. Paralogs are also located on different chromosomes or scaffolds. It is possible,
however, that some of the apparently closely related genes are in fact alleles from
unassembled haplotypes, which are potential artifacts from shotgun assembly of this highly
heterozygous genome. However, the apparent co-orthologs are divergent at the nucleotide
level, as well as in the flanking gene order, and they are identified in the syntenic blocks
which argue against the classification of the scaffold as a haplotype. Duplications of two APC
subunits were identified; CDC27 and APC13. PtCDC27_1 is located on linkage group VI
and PtCDC27_2 on scaffold 211. Both are very similar to each other - 88% identity and 85%
similarity for the amino-acid sequences. APC13 1 is 95% identical to APC13_2 and they are
located on linkage groups IV and XI respectively. Poplar CCS52 genes are closely related,
suggesting a recent genomic duplication event. Linkage groups Ill and | and VIIl and X share
large megabase-blocks in complete co-linearity. PtCDC20_1 and PtCDC20_3 are located in
chromosomal regions that might represent paralog segments — linkage groups Xlll and XIX.
Other CDC20 genes are located on linkage group XVI and scaffold_1538. The scattered
distribution of APC/activators is in good agreement with previous studies that described

large-scale duplication events in poplar (Tuskan et al., 2006)

Phylogenetic analysis of APC TPRs subunits and activators proteins

An important question is why the APC is composed of many different subunits, while most E3
ligases are composed of one to three subunits. Most of the APC subunits are conserved in
all eukaryotes and remain tightly associated throughout the cell cycle (van Leuken et al.,
2008; Peters, 2006). It seems probable that the complexity of multiprotein domains is related
to the intricate topology of APC (Jin et al, 2008; Herzog et al, 2009). One important domain in
the APC subunits is TPR. The TPR domain consists of 3-16 tandem repeats of 34 amino-

acids residues, although individual TPR domains can be dispersed in the protein sequence
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(Blatch and Laslle, 1999). TPRs appear to act as versatile protein-protein interaction
domains and it has been hypothesized that the TPR-containing proteins in the APC form a
scaffold on which the other subunits assemble (D"Andrea et al., 2003). Five APC subunits
contain TPR domains: CDC27, APC5, CDC16, APC7 and CDC23. TPR-containing
sequences of primitive red algae Cyanidioschyzon merolae; green algae Volvox carteri,
Chlorella sp., Micromonas sp and Ostreococcus sp; the bryophyte Physcomitrella patens; the
licophyte Selaginella moellendorfii; the land plants Vitis vinifera and Sorghum bicolor; and the
poplar, rice and Arabidopsis sequences were used to gain insight into the evolutionary
relationship between land plants and algae. The phylogenetic tree was constructed with the
MEGA4 neighbor-joining method, employing multiple alignments of 15 CDC27, 11 APC5, 12
CDC16, 9 APC7 and 14 CDC23 genes, with bootstrap analysis of 2,000 replicates to ensure
statistical reliability (Fig. 2). Subsequently, the 61 APC subunits were divided into five
phylogenetic groups of ortholog genes. The cladogram obtained shows the OsCDC23 genes
in the same branch, located in the same group as S. bicolor. Grapevine CDC23 genes are in
the same group as poplar. The cladogram also shows that the poplar and grapevine genes
are in the same branches in every group, and this could reveal slow evolutionary rates in
woody plants when compared with herbaceous plants. On the other hand, while Arabidopsis
CDC27a is in the same group of CDC27b, it is in a separate branch, and sequence
divergence and evolution may reflect the accelerated life cycle of this plant. Interestingly, the
APC5 and CDC16 clades do not contain duplicated genes. We have not identified an APC5
sequence in red algae C. merolae; however, this subunit sequence is not so well conserved
among different organisms, and it is possible that the similarity is too low to be identified by

BLAST comparison.

The APC7 gene is absent in green algae Chlorella sp and V. carteri, as well as in the red
alga C. merolae, but it is present in green algae Ostreococcus sp and Micromonas sp.
Chlorophytes (e.g., V. carteri) and Trebouxiophytes (e.g., Chlorella sp) have apparently lost
the APC7 gene, but the Prasinophytes (e.g., Ostreococcus sp, Micromonas sp) and land
plants retain this TPR subunit. These data also suggest that the primitive ancestor of
Chlorophyceae and Trebouxiophyceae classes lost APC7 gene during green algae evolution
(Supplemental Fig. S7). The APC7 gene is also not found in the yeasts, and it could mean
that it is not required for APC function in unicellular organisms and it could be a recent

duplication of another TPR subunit.
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The Arabidopsis genome codes for six CDC20 genes and three CCS52 genes. In addition,
CCS52 genes have been divided into two types (A and B) on the basis of function and
sequence analysis (Fulop et al., 2005). To gain an understanding of the evolutionary
relationship between activators from land plants and algae, phylogenetic analysis was
performed for activators from plants and algae genomes (Fig. 3). We used EST sequences
from Zea mays, Medicago truncatula and Saccharum officinarum to better estimate
divergence of monocot and dicot sequences. The phylogenetic tree reveals three major class
groups. Three genes, CmCDC20, CmCCS52 and SmCDC20_3, are isolated from the others
and thus need to be treated as unconserved sequences. One clade groups all CDC20
sequences (except CmCDC20 and SmCDC20_3), while two other clades included the
CCS52A and CCS52B sequences (except CmCCS52). The CDC20 clade is divided into two
subfamilies: one with S. moellendorfi and P. patens and another with algae and land plants.
The number of CDC20 copies varies according to species. Arabidopsis has 6 copies, rice 3,
poplar 5, grapevine 4, sorghum 3, S. moellendorfi 3 and P. patens 4. The CCS52A clade
contains more duplications than the CCS52B clade. All algae CCS52 genes, two copies of
PtCCS52A, AtCCS52A and SmCCS52, and three copies of PpCCS52 genes grouped into
the CCS52A branch.

Curiously, only one copy of the CDC20 and CCS52 (possibly a primitive A-type) genes was
found in algae genomes. The absence of CCS52B type genes in algae, P. patens and S.
moellendorfi is interesting because these species are at the base of plant evolution where
divergence into A-type and B-type has not occurred yet. Like Arabidopsis, poplar has two
copies of CCS52A; however poplar has an additional copy of CCS52B. Analyses of poplar
gene evolution must take into account the most significant event in the recent evolution of the
genus: a genome-wide duplication event that occurred approximately 65Mya and is still
detectable over approximately 92% of the genome (Tuskan et al., 2006). Based on the age
estimates of duplicate genes and homology microsynteny analysis, CDC20 and CCS52 gene
pairs are represented within segmental duplication regions associated with the recent

salicoid duplication event.

Comparison of Arabidopsis, rice and poplar TPRs proteins and determination of

orthology relationships

Progress in comparative genomics allows assessing the impact of genome evolution and

gene evolution on the appearance of novel biological functions and their effect on organismic
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complexity (Patthy, 2003). The importance of gene duplication in supplying raw genetic
material for biological evolution has been recognized for decades and is still extensively
studied. Gene duplication generates functional redundancy, which allows two identical genes
resulting from the duplication to accumulate mutations with relaxed selection pressure
(Zhang, 2003; Babushok et al., 2007). Differentiated or novel function may be achieved after
a period of evolution. Segmental duplication (tandem duplication of a genomic segment) is
the most prevalent way to generate redundant genes (Lynch and Conery, 2000). Segmental
duplication can also happen on a smaller scale, resulting in duplicated exons, rather than an
entire gene (Moore et al., 2008). These segmental duplication blocks can create protein
fragments (referred to as domain) that have structure and function (Vogel et al., 2005).

The TPR domain consists of a 34-residue repeat that adopts a helix-turn-helix conformation,
which is associated with protein-protein interactions (Wilson et al, 2005). The subunits
CDC27, APC5, CDC16, APC7 and CDC23 have TPR domains, but the total number of TPR
repeats and the position in each sequence is variable. Exon shuffling may be responsible for
internal duplications in repeats and we decided to investigate the exon-intron organization of
TPR genes in Arabidopsis, rice and poplar (Fig. 4A) (Schmidt et al., 2007). The number and
position of exons and introns in the genomic sequences are remarkably conserved in some
of the APC subunit genes. The CDC27 gene has two homologs in Arabidopsis and poplar,
and only one in rice. Interestingly, the CDC27 gene maintains 16 exons in monocot and
dicots. The APC5 and APC7 genes have one copy in all genomes and also maintain 20 and
18 exons respectively, in the three genomes. On the other hand, the CDC23 gene has two
homologs in rice and only one in Arabidopsis and poplar, but the most significant information
is the lower number of exons when compared with other TPR-containing genes. The
OsCDC23 2 has 6 exons and AtCDC23, PtCDC23 and OsCDC23 1 have 4 exons.
Examining the CDC16 gene we identify 15 exons in poplar, 16 exons in Arabidopsis and 17
exons in rice. We next compared the exon organization of all TPR genes from Arabidopsis
using domain prediction. Nine TPR repeat sequences were identified in AtCDC27a and
AtCDC16 sequences, two in AtAPC5 and ten in the AtAPC7 and AtCDC23 sequences (Fig.
4B). AtCDC27b has the same number of domains as AtCDC27a. Tandem arrangement of
TPR domains occurs predominantly at the C-terminal of AtCDC27a, AtCDC27b, AtCDC16,
AtAPC7 and AtCDC23 sequences. AtAPC5 has only two TPR domains, one in the middle of
the sequence and another at the C-terminal. The results show that TPR tandem repeat
topology on protein sequences is at least partially related with the exon organization of TPR

subunit genes.
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In the APC subunits, the tandem arrangement of TPR domains suggests that the elements
evolved by duplication followed by primary sequence divergence. Because TPR are
conserved structure repeat elements which are often divergent at the primary sequence
level, TPR domain sequences can diverge a great deal over time and have poor consensus
motifs. An approach to investigate the evolution of TPR domains in the subunits is to identify
patterns of TPR duplication from the alignments. Distinct patterns of repetition can often be
distinguished, and we tested whether the Arabidopsis TPR proteins have defined internal
repetition blocks. The sequences of TPR proteins were aligned to each other or in pairs
using the methodology described in Bjorklund et al., (2006). The pairwise sequence
similarities between all repeating domains in a protein were examined using the Smith-
Waterman algorithm to identify patterns of duplication from the alignments (Rice et al., 2000).
The alignment scores between the domains were displayed in a matrix (Fig. 4C and in
Supplemental Fig. S8). Comparing the proteins to themselves, there are similarities among
domains 4-6 in AtCDC27; and among domains 5-9 in AtCDC16. AtAPC7 has a pattern for
domains 1-2, AtCDC23 has patterns of similarities for domains 6-8; and no pattern was found
to for AtAPC5. Comparing the proteins in pairs, we can observe a diagonal match between
AtCDC27 domains 2-6 and AtCDC23 domains 3-7. There are also indications of similarities
for the pairs AtCDC27 and AtCDC16, AtCDC16 and AtCDC23. Although there are no
unambiguous duplication patterns for any of the proteins, the results suggest that TPR
domains in the APC genes have evolved by duplication of the central elements, or that

higher constraints are imposed to changes in the primary sequence of these repeats.

Expression analysis of APC subunits and activators genes

Gene duplication can be a source of innovation for the increased developmental complexity
of plants. Expression patterns can provide important clues for gene function under specific
conditions. We examined the expression of the APC subunit and activators genes in 5-day
old rice roots and shoots, and in sheath and blade of mature tissues (Fig.5A). As expected,
there are higher levels of gene expression in tissues with high proliferation rates, although
there is more mRNA in shoots than in roots. However, a complex pattern is observed when
their expression is examined in mature blade. In general, there is a general decrease in
expression for several genes, as expected. However, the degree of reduction is variable and

could reflect specialization of subunits and or activators. Levels of APC1, APC2, APC4,
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APC5, CDC16, CDC23_2, APC10, APC11_2, CDC26, and APC13 mRNA levels are reduced
in both sheath and blade compared to aerial part. On the other hand, APC11_2 and CDC27
MRNA levels are reduced only in the sheath, but not in the blade. Finally, there is no
reduction of APC7 mRNA levels in both sheath and blade. In contrast, expression levels of
activator genes are markedly reduced in mature leaves. However, although CCS52A mRNA
levels are lower in both sheath and blade, the diminution is less pronounced. In Medicago,
the CCS52A gene has been implicated in control of endoreduplication in nodules (Vinardell
et al., 2003). Recently, the CCS52A gene is important for maintenance of meristem activity in
roots of Arabidopsis (Vanstraelen et al., 2009). Therefore, it is possible that the CCS52A
could form a specialized complex with some of the APC subunits and assume a unique

function in mature leaves.

Growth response to dark is part of an integrated developmental change throughout all the
plant organs (Desnos et al., 1996). In Arabidopsis, hypocotyl cells undergo up to two rounds
of endoreduplication in light-grown seedlings, whereas an additional round can be observed
specifically during dark-grown development (Galbraith et al., 1991; Gendreau et al., 1997).
The endoreduplication regulatory mechanism is thought to be common to the G;-S transition
of the mitotic cell cycle (Edgar et al., 2001). G;-S transition is important for CDK inactivation
by cyclin proteolysis, mediated by APC®®"!, which then maintains cyclin instability in G, and
enables a new round of DNA replication by allowing the assembly of pre-replication complex
(pre-RCs) (Diffley, 2004). Almost all rice APC subunits have similar expression patterns, both
in roots and shoots (Fig. 5B). However, OsAPC11 1 and OsCDC26 mRNA levels increased
in darkness. Interestingly, the two OsCDC23 genes are differentially expressed in etiolated
roots. While, OsCDC23_1 mRNA levels do not change in roots grown in the dark or light,
OsCDc23 2 mRNA in roots is much lower when rice plants are grown in the dark. Similarly,
in etiolated rootsOsAPC11 1 mRNA levels increased while OsAPC11 2 levels decreased.
These results suggest that, following gene duplication, the APC11 and CDC23 genes

assumed specialized functions in rice.

The activators OsCCS52A and OsCCS52B exhibited high levels of mRNA in darkness and
OsCDC20_3 showed a lower level. One hypothesis for the high mRNA levels of CCS52
genes is that the APC®“%*? acts as a negative regulator of CYCA2;3/CDKA;1 complex in
Arabidopsis (Imai et al, 2006). The CYCAZ2;3/CDKA;1complex acts as a negative regulator of
endocycle and the APC activation by CCS52 may increase CYCAZ2;3 degradation and

consequently the progression of endocycle in darkness (Imai et al., 2006).
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We analyzed the expression in leaves of PtAPC10, PtCDC27_1, PtCDC20_1, PtCCS52A1_1
and PtCCS52B genes by real-time RT-PCR (Supplemental Fig. S1). Interestingly, PtCCS52B
exhibited lower mRNA levels compared with PtCCS52A1 1. Recent data suggest that the
MtCCS52B may have specific roles in M-phase progression, alternative or complementary to
those of MtCCS52A (Tarayre et al., 2004). Thus, CCS52A might have major roles in post-
mitotic, differentiating cells, in which degradation of specific APC targets could contribute to
differentiation of given cell types, tissues, or organs (Kondorosi and Kondorosi, 2004).

CONCLUSION

Through genome-wide bioinformatics analyses of the complete genomes of Arabidopsis, rice
and poplar, we identified ortholog genes of APC subunits and activators. In addition, their
occurrence was demonstrated in algae, bryophyte and other monocotyledonous and
dicotyledonous species as well. A distinctive feature of these genomes is the presence of
characteristic duplication patterns (Supplemental table Sl). In Arabidopsis, only the CDC27
gene is duplicated. Rice and poplar have two duplicated subunits, CDC23-APC11 and
CDC27-APC13 respectively. Among other plant genomes, grape and P. patens have two
copies of the CDC23 and CDC27 genes, respectively, and grape has two copies of the
APC13 gene. The two isoforms of CDC23 and APC11l genes in rice are differentially
expressed in light- and dark grown plants. In Arabidopsis, the duplicated copies of the
CDC27 gene exhibit significant sequence differences, and seem to have assumed
specialized functions, indicative of the occurrence of APC subcomplexes (Pérez-Pérez et al.,
2007). While the coding sequences of the rice genes are quite conserved, it is possible that
their controlling elements have diverged and that they are assuming new functions in the
APC during plant development. Paralogs usually display different functions, whereas
orthologs may retain the same function (Tatusov et al., 1997). As in yeasts, APC7 is not
present in the green algae Chlamydomonas reinhardtii, V. carteri and Chlorella spp. The
absence of this subunit at the root of animal and land-plant evolution suggests that this
subunit may have appeared after a gene duplication event in a TPR-containing subunit gene,
and it may not be essential for APC activity in unicellular organisms. Curiously, it might be
the case also in later metazoans, once Drosophila APC7 knocked down flies and null

mutants are viable and fertile (Pal et al., 2007).
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The activators CDC20 and CCS52 have many copies in plants. This is in sharp contrast with
the situation in metazoans, where only one copy of each regulator is present per genome.
Due to the duplications, Arabidopsis contains three CCS52 activators; CCS52A, CCS52A1
and CCS52B. In addition, six CDC20 genes were found, but AtCDC20_6 is probably a
pseudogene because the important motif KEN-box is absent (Pfleger and Kirschner, 2000;
Burton and Solomon, 2001; Castro et al., 2003). In poplar, the CCS52A and CCS52B genes
are also duplicated. Five CDC20 genes are present in poplar, the same number found in
Arabidopsis. Interestingly, rice contains one copy of the CCS52A and CCS52B genes; and
three copies of CDC20 genes. This suggests that the duplication of the CCS52 genes
occurred in dicotyledonous plants after the separation from monocotyledons. Recent

duplication of the CDC20 genes has occurred also in Arabidopsis and poplar.

Plants can adopt dramatically different alternative developmental pathways and must
integrate cell-cycle progression, growth and development in response to environmental cues.
It is believed that multiple members of a specific gene family of a particular organism are the
natural products generated from the long evolutionary history that the organism experienced
(Moore and Purugganan, 2005). The number of members of a gene family reflects a
succession of genomic rearrangements and expansions due to extensive duplication and
diversification that occurred in the course of evolution. Phylogenetic analysis of the APC
subunits and activator proteins is very illuminating. The fact that all subunit types except
APC7, were found in all plant genomes analyzed, including red algae, green algae and other
primitive organisms, suggests that the complete set of genes encoding the APC subunits
was already present in the common ancestor of plants and animals. The activators descend
from a common ancestor and correspond to well-conserved structures. In all algae species
analyzed, there is only one copy of CDC20 and CCS52 genes. Land plants have amplified
the number of activators and this fact may be associated with substrate specificity and or

with the complexity of their developmental programs.

By comparing the similarity between different TPR domains within one protein it might be
possible to trace the evolutionary history of the internal duplications. The alignment scores
between domains showed limited similarities among TPR subunits of AtCDC27, AtCDC16,
AtAPC7, AtCDC23 and AtAPC5. The sequence of TPR subunits can diverge a great deal
over time and they have poor consensus motifs, and therefore it was not possible to detect
unambiguous duplication patterns for any of the proteins. Nevertheless pairwise comparisons

indicated greater similarity for the central domains, especially between CDC27 and CDC23,
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CDC27 and CDC16, and CDC23 and CDC16. In all cases, the similarity scores between
TPR subunits 4 in CDC16 and CDC27, and TPR subunit 5 in CDC23 are higher, suggesting
that the TPR tandem evolution most likely started from the middle domains. Because the
primary amino acid sequence of TPR subunits tends to diverge, the higher degree of
similarity among the central subunits may also indicate that stronger evolutionary constraints
are applied to these regions.

Previously, we have shown that the Arabidopsis subunit genes are differentially expressed
according to whether the plants are grown in the dark or under light. When Arabidopsis
plants were grown in the dark, only AtAPC1, AtAPC2 and AtCDC16 increased mRNA levels
(Eloy et al., 2006). However, real-time RT-PCR expression profiles of rice APC and activator
genes showed spatial modulation of gene expression of the duplicated subunit genes in
different tissues (root and aerial parts) of plants grown under different light treatment.
OsAPC11_1 mRNA accumulates to higher levels in etiolated roots when compared with
OsAPC11_2 mRNA, and OsCDC23_1 mRNA is present in etiolated roots at almost twice the
levels of OsCDC23 2. These data suggest that the duplicated rice APC subunits could
participate in different APC subcomplexes and that they may have assumed new specialized

functions as they diverged during evolution.

Most E3 ligases are composed by one to two polypeptides (Graig et al., 2009). In contrast,
the cell cycle regulators SCF and APC are formed by a larger number of subunits. However,
for both complexes, biochemical activity can be achieved by only two subunits, a Cullin
related proteins together with a RING finger protein. In both cases, substrate specificity is
defined by the adaptor subunit. The human genome contains 69 F-Box proteins — the SCF
activator - and 2 APC activators, CDH1 and CDC20 (Frescas and Pagano, 2008; Pesin and
Orr-Weaver, 2008). In plants, SCF-related complexes are involved in many physiological
processes and approximately 700 F-box proteins have been identified in Arabidopsis (Cagne
et al., 2002). The number of APC activators have also suffered an expansion in the higher
plant lineages, though a more modest one, the number varying from 9 in poplar and
Arabidopsis to 6 in rice. We and others have shown that differential expression of APC
subunits could be a source of complexity in regulation of the APC (Eloy et al, 2006, Perez
Perez et al.,, 2008). The results present here suggest that gene duplication, followed by
sequence divergence and differential expression, could be that another tier of regulation of
ubiquitin-mediated proteolysis mediated by specific APC complexes composed by particular

subunit isoforms. Future studies employing functional genomics approaches will be required
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to define the impact of duplications or splicing variants on cell-cycle progression at the
cellular level and the associated plant developmental processes at the whole-organism level.

MATERIALS AND METHODS

Gene Identification and Chromosomal Location

Searching of multiple databases was performed to find members of APC, CDC20 and CCS52 in
Arabidopsis, rice and polar. The strategy to obtain each gene in a genome was the following;
Arabidopsis sequences have been published (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000), but
additional searches were carried out against the TAIR8 database (http://www.arabidopsis.org). The
sequences obtained were then used as queries to search against the following databases: Oryza
sativa L. cv. Nipponbare - The Institute for Genomic Research (TIGR)
(http://rice.plantbiology.msu.edu), Populus trichocarpa Nisqually-1 - DOE Join Genome Institute
(http://genome.jgi-psf.org/Poptrl_1/Poptrl_1.home.html), Sorghum bicolor BTx623 - DOE Join
Genome Institute (http://genome.jgi-psf.org/Sorbil/Sorbil.home.html), Vitis Vinifera PN40024 -
Genoscope (http://www.genoscope.cns.fr/cgi-bin/blast_server/projet_ML/blast.pl), Ostreococcus sp
RCC809 - DOE Join Genome Institute (http://genome.jgi-
psf.org/OstRCC809_1/OstRCC809_1.home.html), Volvox carteri - DOE Join Genome Institute
(http://genome.jgi-psf.org/Volcal/Volcal.home.html), Chlorella sp. NC64A - DOE Join Genome
Institute  (http://genome.jgi-psf.org/ChINC64A_1/ChINC64A _1.home.html) Micromonas sp NOUM17
(RCC299) - DOE Join Genome Institute (http://genome.jgi-psf.org/MicpuN3/MicpuN3.home.html),
Physcomitrella patens - DOE Join Genome Institute (http://genome.jgi-
psf.org/Phypal_1/Phypal 1.home.html), Selaginella moellendorffii - DOE Join Genome Institute
(http://genome.jgi-psf.org/Selmol/Selmol.home.html) and Cyanidioschyzon merolae
(http://merolae.biol.s.u-tokyo.ac.jp) databases using the BLASTP and TBLASTN programs. In
addition, Arabidopsis APC and activator sequences were used to search against Zea mays, Medicago
truncatula and  Saccharum  officinarum  EST  databases at Gene Index DFCI
(http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/cgi-bin/tgi/Blast/index.cgi). Chromosomal locations of APC
subunits and CDC20/CCS52 genes were obtained using the BLAST server and additional physical
localization tools of each genomic browser.

Identification of Protein Domains

The SMART database (http://smart.embl-heidelberg.de) was used to confirm whether each predicted

proteins  sequence  maintains conserved domains and motifs. The  TPRpred
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(http://toolkit.tuebingen.mpg.de/tprpred) search program was used to confirm the TPR domain in
specific sequences (Karpenahalli et al., 2007).

Phylogenetic Analysis

Phylogenetic analysis of TPR subunits and activators CDC20 and CCS52 was carried out using the
Neighbor-Joining method in the Molecular Evolutionary Genetics Analysis software package - MEGA4
(Tamura et al., 2007). Alignment for tree construction was done using ClustalW with the Gonnet
scoring matrix. Reliability of the obtained trees was tested using bootstrapping with 2,000 replicates.

Exon-intron and TPR Domain

Exon-intron information was obtained from TAIR, TIGR and JGI databases. The sequences of the
repeating domains were extract and aligned to each other using the Smith-Waterman alignment tool in
the EMBOSS package and default parameters (Rice et al., 2000; Bjorklund et al., 2006). This gave

pairwise alignment scores between all individual domains in a repeat (Figure 4 and supplemental S8).

Plant Materials

Rice seeds (Oryza sativa L. cv. Nipponbare) were disinfected with 5% sodium hypochlorite for 20 min
and thoroughly washed with water. For darkness treatment, seedlings were grown hydroponically
(0.5X Hoagland’s solution) in a greenhouse at 25-28°C for 2 weeks. The control group was grown
with a photoperiod of 12 h light/ 12 h dark and the etiolated group was grown in darkness. For auxin
treatment, seedlings were grown in Petri dishes (0.5X Hoagland’s solution agar) in the greenhouse at
25-28°C for 2 weeks. Seedlings were transferred to new Petri dishes and incubated for 2 and 8 h in
either water or 2 uM NAA solution. Harvested seedlings were frozen in liquid nitrogen immediately and
store at -70°C until RNA isolation. Leaf poplar RNA was provided by Rodrigo T. Lourenco (Forest
Biotechnology Group, North Carolina State University).

Gene Expression Analysis

Oryza sativa japonica subspecies was used to prepare all generic material. Total RNA was extract
from materials according to Longemann et al. (1987). After treatment with RNAse-free DNase |
(0.5u/pg RNA), total RNA (2.5ug) was transcribed using random hexamer primers according to the
manufacturer’s protocol (Applied Biosystems).The cDNA was amplified using Tagman® Reverse
Transcription Reagent kit (Perkin-Elmer Applied Biosystem) on the GeneAmp 9700 thermocycler

(Applied Biosystems) under standard conditions. Transcript levels were determined by qRT-PCR using
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a 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems). For poplar gene expression analysis, cDNA
synthesis and gRT-PCR were performed as described for rice. The data were first normalized to the
level of expression of Os28S, OsActin and PtActin for each RNA sample. Primers used for real-time
RT-PCR were designed in gene specific region using Primer Express V3.0. Gene primer sequences
used in the gqRT-PCR analysis are listed: 0s28S forward (F) 5° GCGAAGCCAGAGGAAACT 3,
0s28S reverse (R) 5"GACGAACGATTTGCACGTC 3, OsActin F 5
CTTCATAGGAATGGAAGCTGCGGGTA 37, OsActin R5" CGACCACCTTGATCTTCATGCTGCTA 3,
OsAPC1F 5° CTTGAGCTCTGCTTGCATCT 3, OsAPCl1 R 5 GCTTACAGCCATCTGCAGTC 37,
OsAPC2 F 5° AATGCTGGGGACAATCTTCT 3, OsAPC2 R 5" TAATGGGTCTGCTTCCACAG 3,
OsCDC27 F 5" AGCGACTTGCTACCTTCACA 3’, OsCDC27 R 5" TTGACAGGACACAAGGCTTC 3,
OsAPC4 F 5° CGACAAGGATGGCCTGTTAT 37, OsAPC4 R 5° GAAGCGCTTGAAAATTCCTG 3,
OsAPC5 F 5" TTCGTTGGTCTATGCAACCT 3’, OsAPC5 R 5° AACGGGAACTTCTCTTCAGC 3,
OsCDC16 F 5" ACAGGAGGAGGGTGATCAAG 37, OsCDC16 R 5 GATTTTGCTTGCGTGAAGAA 3,
OsAPC7 F 5" AGACTTCAGGGGAGCTCAAG 37, OsAPC7 R 5 TTGAGAGCTTTTGCAGACTGA 3,
OsCDC23 1 F 5 CGCTGAAGCTTAATCGAAAGT 3, OsCDC23 2 R &%
GACCAAGACCATACCAAGCA 3, 0OsCDC23 2 F 5 CAGTTCTGGTGGAATCTGTCA 3,
OsCDC23 2 R 5" CAAGATGTGCACTAGCAAGGA 3’, OsAPC10 F 5° TGATCCCCGAGAAACATTC
3, OsAPC10 R 5 GAAGTGAAGTGAAATGGCTGAT 3, OsAPC11 1 F 5
CCAGGATGAAACCTGTGGTA 37, OsAPCl11 1 R 5 GTTTGAGAATTGACCCACTTGA 3,
OsAPC11 2 F 5 AAACATGCGGCATATGCA 3, OsAPC11 2 R 5
AAGTGGCGTAGATGTCTGAGAA 3’, OsCDC26 F 5° ATCGGCCTCCCTACCAT 3’, OsCDC26 R 5
GAGGAGAGGCTAGGGTTTGG 37, OsAPC13 F 5 TTGTGCTGGTTGGCTTTC 3°, OsAPC13 R 5
CGTCCTCATCGACATCGT 37, OsCDC20_1 F 5" ATGATCGGTGCATCAGGTT 3’, OsCDC20_1 R 5’
GGCAAAGAACACGAGCAGT 37, OsCDC20_2 F 5° CCTGTCCGGAATAAACCTGT 3’, OsCDC20_2
R 5 CACTCGATCTCATCGGAGAA 3, OsCDC20_3 F 5 TTCACATTTGGGATGTGTCC 3,
OsCDC20_3 R 5" TACCACCACCTCCAGTTGC 3’, OsCCS52A F 5° GCCCCAGGAAGATCCCTA 3,
OsCCS52A R 5" TGCTGCATGCATTCCATAA 37, OsCCS52B F 5° GTCACCAAGCTCTGCGATT 3,
OsCCS52B R 5° TCCTCCCATGTTCCTAATCC 37, PtActin F 5° GGTCAAGGCTGGGTTTGCT 37,
PtActin R 5° TCGCCAACATAGGCATCTTTT 3°, PtAPC10 F 5 ATGACCCTAGGGAAACATTT 3,
PtAPC10 R 5" AAAAGGCTGATGCGGAAAAG 3', PtCDC27_1 F 5 TGGCCTTCCAAACCTGTCAT 37,
PtCDC27_1 R 5 GGCATGCTAAGATTGGAACCA 3, PtCDC27_2 F 5
AGCCGGATGTTATTTGCAAAA 37, PtCDC27_2 R 5" ATGCCGCTTCAGCTTCATTT 3’, PtCDC20_1
F 5 TTTATTCCAAACCGGTCAGC 3°, PtCDC20 2 R 5 TCGGTTCATGTTCAAGGATTC 3,
PtCCS52A F 5" TTCCCCCTCGAGACCTATTT 37, PtCCS52A R 5" CATTGGGATTGTCCTCCTTC 3,
PtCCS52B F 5° CGTATCATCACCCAGAGCAA 3, PtCCS52B R 5" TCGTTGCCTCCTTCTTTAACA
3. Data were analyzed using 7500 SDS software V1.4 (Applied Biosystems).
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Supplemental Data

The following materials are available in the online version of this article.

Supplemental Figure S1. PtCDC27_2 sequencing and poplar genes expression.
Supplemental Figure S2. OsAPC1 EST.

Supplemental Figure S3. OsAPC4, PtAPC4 and AtAPC4; OsAPC5, PtAPC5 and AtAPC5 sequence

alignments.

Supplemental Figure S4. OsCDC16 and OsAPC11_2 N-terminal regions.
Supplemental Figure S5. AtCDC20_6 sequencing.

Supplemental Figure S6. Activator alignments.

Supplemental Figure S7. Green algae phylogenetic tree.

Supplemental Figure S8. TPR matrices.

Supplemental Table SI. APC subunits copies in plants.
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Figure 1. Chromosomal locations of rice and poplar APC subunits and activators. Chromosome numbers are indicated at
the bottom of each chromosome. Paralogs are linked by dashed lines. A, chromosomal positions of genes in rice. B,

chromosomal positions of genes in poplar. Seven poplar genes were assigned to scaffolds.
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Figure 2: Phylogenetic relationships of APC TPR proteins from diverse species. Protein sequences were aligned with
ClustalW using the Gonnet scoring matrix in MEGA4. The unrooted tree was generated using the MEGA4 program by the
Neighbor-Joining method. Branches with less than 50% bootstrapping support were condensed. The abbreviations of
species names are as follows: At, Arabidopsis thaliana; Pt, Populus trichocarpa; Os, Oryza sativa; Vv, Vitis vinifera; Zm,
Zea mays; So, Saccharum officinarum; Sb, Sorghum bicolor; Mt, Medicago truncatula; Pp, Physcomitrella patens; Sm,
Selaginella moellendorffii; Msp, Micromonas sp; Osp, Ostreococcus sp; Csp, Chlorella sp; Vc, Volvox carteri; Cm,

Cyanidioschyzon merolae.
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Figure 3: Phylogenetic relationships of CDC20 and CCS52 proteins from diverse species. Protein sequences were
aligned with ClustalWW using the Gonnet scoring matrix in MEGA4. The unrooted tree was generated using the MEGA4
program by the Neighbor-Joining method. Branches with less than 50% bootstrapping support were condensed. The
abbreviations of species names are as follows: At, Arabidopsis thaliana; Pt, Populus trichocarpa; Os, Oryza sativa; Vv,
Vitis vinifera; Zm, Zea mays, So, Saccharum officinarum; Sb, Sorghum bicolor, Mt, Medicago truncatula; Pp,
Physcomitrella patens; Sm, Selaginella moellendorffii; Msp, Micromonas sp; Osp, Ostreococcus sp; Csp, Chlorella sp; V¢,

Volvox carteri; Cm, Cyanidioschyzon merolae.
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Abstract The Anaphase Promoting Complex (APC)
controls CDK activity by targeting the ubiquitin-dependent
proteolysis of S-phase and mitosis-promoting cyclins.
Here, we report that the ectopic expression of the Ara-
bidopsis CDC27a, an APC subunit, accelerates plant
growth and results in plants with increased biomass pro-
duction. CDC27a overexpression was associated to apical
meristem restructuration, protoplasts with higher “H-
thimidine incorporation and altered cell-cycle marker
expression. Total protein extracts immunoprecipitated with
a CDC27a antibody showed ubiquitin ligase activity,
indicating that the Arabidopsis CDC27a gets incorporated
mto APC complexes. These results indicate a role of
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AtCDC27a in regulation of plant growth and raise the
possibility that the activity of the APC and the rates of
plant cell division could be regulated by the concentration
of the CDC27a subunit.
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Abbreviations

APC Anaphase promoting complex

CaMV Cauliflower mosaic virus

NOS Nopaline sintase terminator

gqPCR  Quantitative polymerase chain reaction
SAM Shoot apical meristem

SDS Sodium dodecyl sulfate

TPR Tetratricopeptide repeat

Introduction

In contrast to animals, plant development is mostly post-
embryonic; during embryogenesis the main developmental
event is the establishment of the root-shoot axis. Organ
initiation and growth take place after germination, driven
by cell division and differentiation at the meristems. It has
been proposed that the cell cycle regulatory components
(e.g. cyclins, CDKs) could have a bifunctional role in
plants. In addition to regulation of the cell cycle process
itself, they could be involved in the coordination of cell
division in the context of a developing organism (Boudolf
et al. 2004; Cockeroft et al. 2000; Vlieghe et al. 2003;
Ramirez-Parra et al. 2004). Progression through the cell
division cycle requires the temporal and spatial control by
regulatory proteins in order to correctly duplicate the DNA
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and to deliver the newly duplicated genomes to the two
daughter cells during mitosis. In eukaryotes, regulation of
cell cycle progression relies on the function of CDKs
(Sherr and Roberts 2004). CDK activity is crucial at both
the G1 to S phase and the G2 to M phase transitions and is
regulated through association with regulatory cyclin sub-
units, posttranslational modifications and proteolysis (King
et al. 1996). After entering mitosis, this complex is no
longer needed and it must be rapidly inactivated trough
degradation of the cyclin. Hence, exit from mitosis requires
the destruction of the mitotic cyclin and this task is carried
out by the APC, or cyclosome (Morgan and Roberts 2002).
The APC ubiquitinates target proteins, mediating their
degradation via the proteasome machinery (Glotzer et al.
1991).

The APC is a multi-subunit E3 ubiquitin ligase that
controls CDK activity by targeting the ubiquitin-dependent
proteolysis of S-phase and mitosis-promoting cyclins.
During the cell cycle, the APC has an extensive array of
functions and a wide range of substrates have been iden-
tified (Harper et al. 2002; Peters 2006). CDC27a is one of
the four tetratricopeptide repeat (TPR) subunits of the
APC. TPR motifs present in APC subunits are expected to
function as receptors that interact with regulatory proteins
such as Cdhl and Cdc20. Experiments in vitro and in vivo
showed that the C-termini of Cdc20 and Cdhl bind to the
closely related TPR domain of CDC27 (Vodermaier et al.
2003). This could bring substrates into proximity of APC
catalytic core, composed of APC2/APC11 proteins. Less
understood is the role of the APC outside of the mitotic
cycle, during development. Still, there is increasing evi-
dence that the APC plays a critical role in non-dividing
tissues, specially in the control cell growth and differenti-
ation in the human nervous system (Kim and Bonni 2007).

Previous work has shown that APC subunits are dif-
ferentially expressed in Arabidopsis organs, suggesting that
in plants the complex might be regulated by subunit
availability and that the different subunits could play
unique regulatory roles (Eloy et al. 2006). The expression
of the APC genes in non-dividing tissues suggests that also
in plants they could have functions during cell differenti-
ation and development. In particular, the CDC27a subunit
gene is expressed in tissues with low proliferation rates,
such as stems and leaves. Intriguingly, although homozy-
gous mutants of most APC subunits are gametophytic
lethal (Capron et al. 2003; Kwee and Sundaresan 2003),
CDC27a mull mutants are viable and phenotypically
indistinguishable from wild type plants (Perez-Perez et al.
2008). In contrast, mutations in the HOBBIT/CDC27b gene
strongly affects cell division and differentiation after
embryogenesis (Blilou et al. 2002). In contrast, during
gametogenesis CDC27a and HOBBIT/CDC27b seem to
perform redundant functions (Perez-Perez et al. 2008).

@ Springer

In order to investigate the role of the individual APC
subunits during plant development, we ectopically
expressed the Arabidopsis CDC27a subunit in Nicotiana
tabacum. Here, we show that plants overexpressing Ar-
CDC27a exhibit increased growth rates and increased
organ size, while overall plant morphology is not affected.
We determined that the cellular basis of this growth phe-
notype is an accelerated cell division and re-organization of
the shoot apical meristem. At the molecular level the data
suggest that the Arabidopsis CDC27a protein is incorpo-
rated in a complex with ubiquitin ligase activity, and that
this activity is enhanced compared to wild type plants.
Hence, these results indicate that the AtCDC27a subunit
has multiple roles during plant development, and after
embryogenesis it plays a role in the control of plant growth.

Results

Ectopic expression of AtCDC27a accelerates
the growth of tobacco plants

To investigate the role of the AtCDC27a gene during plant
development, we studied the effect of an increase in its
expression level. We choose N. tabacum for being a fast
transformable plant that due to its larger size is easier to
analyze by standard molecular and histological approaches
than Arabidopsis thaliana. Ten independent single-copy
transgenic tobacco lines expressing the AtCDC27a gene
under the control of the constitutive 35S cauliflower
mosaic virus (CaMV) promoter were obtained.

When compared to the SR1 wild-type control, all lines
exhibited accelerated growth and increased size of cotyle-
dons and true leaves (Fig. la, b). The increased leaf size
was accompanied by a significant increase in dry matter of
plant stems, and to a less extent of leaves and roots, mea-
sured at different stages of development (Fig. lc). Together
with the enhanced growth there was a decrease in flowering
time in all transgenic lines studied compared to wild type
plants (Fig. 1d; Table 1). Despite the earlier flowering, the
transgenic plants produced the same final number of leaves,
indicating that leaf initiation rate at the shoot apex was
proportionally accelerated. There was also a direct corre-
lation between number of days to flowering and height at
flowering time, and more precocious lines were the highest
ones at bloom. These observations indicate that next to
growth, the rate of plant development was enhanced in 35S-
AtCDC27a plants. However, we also observed that the leaf
width/length ratio was similar in transgenic and SR1 plants,
showing that morphogenesis of the leaf was unaffected
(Supplementary material S1A). Likewise, flower morphol-
ogy was not affected (Supplementary material SIB). In
order to verify if the phenotype observed was not due to
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Fig. 1 Phenotypic characterization of AtCDC27a-overexpressing
tobacco plants (CDC27a0E). a Leaf development. b 15-day-old N.
tabacum plants. /: WT (SR1); 2: line 1.1; 3: line 1.3; 4: line 18; 5:
line 32. ¢ Dry matter distribution in organs of CD27aOE plants at 60

Table 1 Phenotypic characterization at flowering time in T3 popu-
lations of untransformed and CDC27a0E tobacco plants

Lines No of days to flowering Height at flowering time (cm)
1.1 (T3) 942 +2.03 147 £ 1.79

1.3 (T3) 90 + 3.03 161 + 1.41

18 (T3) 89 +3.28 135+ 1.21

32 (T3) 97 + 4.62 137 +£1.33

WT (T3) 115 £ 449 123 £ 1.14

WT wild type

Significance levels of transgenic plants compared with wild type:
P < 0.001. Values indicate average £SE; n = 10 in all cases

heterologous gene expression, we generated Arabidopsis
plants ectopically expressing the AtCDC27a gene under the
control of the 35S promoter. The analyses show that, like in
tobacco, the overall plant growth in transgenic Arabidopsis
plants is enhanced (Supplementary material S2A-B). For
further analyses, the tobacco line 1.3 was selected and used
for more detailed phenotypic and molecular analysis
because was the most representative.

First we investigated the expression pattern of the trans-
gene. Real-time RT-PCR using primers specific for the
Arabidopsis gene and that do not recognize the tobacco

and 90 days post-germination (60 dpg and 96 dpg). d Height
differences between 3-month-old transgenic and wild type plants. /.
wild type; 2, line 35; 3, line 18.1; 4, line 1.3; 5, line 1.1

Cdc27 ortholog, showed that the expression of AtCDC27a
was well above background levels in seedlings and in leaves
during the entire plant development (Fig. 2a-b). Western
blot shows that AtCDC27a protein was detected in 15-old-
day seedlings, increasing at least twofold at 25 days
(Fig. 2¢). In Arabidopsis all APC components are trans-
criptionally regulated during leaf development, with high
expression levels specifically during the proliferation phase
(Eloy et al. 2006). To analyze if APC components are also
altered in transgenic plants, we performed an expression
analysis of tobacco APC7 gene in developing seedlings. The
results showed that APC7 mRNA levels are slightly down-
regulated (Fig. 3a). This trend was also observed in leaves of
different stages of development (Supplementary material S3)
and suggests that there may be some coordination between
the different APC components. The overexpression of
CDC27a in tobacco plants also results in changes in
CycA3;3, CycBl;2, CycD3;3 and CdkA; 3 steady state levels
(Fig. 3b, e), indicating a modification in cell cycle machinery
which could be associated with altered cell division rates.
Specifically, we see that CdkA;3 levels are increased as well
as cyclins that are normally expressed in S-phase (CycD3;3
and CycA3) are upregulated, whereas the M-phase specific
CycBlI;2 is slightly downregulated (Menges et al. 2005).
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Fig. 2 Expression profile of CDC27a at transcriptional and post-
transcriptional level. a AthCdc27a mRNA levels in seedlings of
15 days post-germination. b Developmental expression of AtCdc27a
in leaves of 45- (L4, L5) and 60-day-old- (L8, L9) plants. The
transcript level is represented as a ratio of the absolute value of the
studied gene to the absolute value of 285 gene. Primers used here
amplify the cdc27a gene from overexpression lines, but not the Cdc27
ortholog from tobacco. The data are the result of at least two
experiments and representative results are shown. ¢ Protein gel blot of
extracts from wild-type and AtCDC27a-expressing tobacco plants of
different ages. Blots were probed with purified antiserum raised
against a specific C-terminal region of AtCDC27a. Relative intensity
of bands was calculated as described in “Materials and methods™. All
experiments were carried out on equal amounts of protein extracts.
15d, 15-day-old seedlings extract; 25d, 25-day-old seedling extract

Because of the heterologous expression system, we
addressed the question if the cellular localization of the
Arabidopsis CDC27a subunit in N. tabacum was similar to
that observed in Arabidopsis cells (Capron et al. 2003). To
check this, we assayed first the in vivo localization of
AtCDC27a. When we expressed this subunit fused to GFP
gene under the control of the 35SCaMV promoter in the
tobacco-derived BY2 cells, we observed a predominant
nuclear localization, with temporal co-localization between
Cdc27a and mitotic spindle and chromosomes in mitosis
(Supplementary material S4). These results indicate that
localization of Arabidopsis CDC27a during the cell cycle is
similar in N. rabacum and in Arabidopsis.

Cellular parameters underlying the enhanced growth
phenotype

In higher plants, most of aerial parts of the body are ulti-
mately derived from a small population of mitotic cells, the
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shoot apical meristem (SAM). To determine whether the
faster development and increased leaf initiation in the
transgenic lines could be associated with changes at the
cellular architecture of the SAM, we characterized the SAM
structure of 35S-AtCDC27a plants under light microscope.
No obvious differences were detected in the basic structure
of the SAM, as normal pattern of zonation (L1, L2, L3) and
the overall SAM diameter were similar in both wild type
and transgenic plants (Fig. 4a, b). However, when the
average area of layer L1 cells was measured, we observed
that SAM from 35S-ArCDC27a plants exhibited cells with
smaller size, when compared to control in the same stage of
development (Fig. 4¢). As a result, the average L1 cell
number in 358-ArCDC27a was slightly larger, maintaining
however the overall SAM size (Fig. 4d).

To verify if differences in cell size and area were
maintained in differentiated tissues we performed trans-
versal sections of stems of 35S-AtCDC27a and control
plants. Unlike the shoot apex, the diameter of the differ-
entiated stem was increased in the transgenic plants
(Fig. 4e). To investigate the cellular basis in more detail,
we analyzed the epidermis and the two cortical layers of
the stem. Similar to the situation in the SAM, we found that
the number of cells was significantly increased by the
transgene in all three layers (Fig. 4f). However, in contrast
to the situation in the SAM, cells were also consistently
larger in the transgenic plants, albeit not significantly in the
outer layer of the cortex (Fig. 4g).

To understand the effect of the transgene on the devel-
opment of lateral organs, we investigated the development
of the leaves in detail. To this end, the area of leaf 1 and 2
was determined by quantitative image analysis from day 11
till day 25 after sowing. Cell number and cell size were
determined in the abaxial epidermis, which lacks tric-
homes. The results showed that leaves are already bigger in
overexpressing AtCDC27a plants than in SR1 at the earlier
stages of development that were analyzed (Supplementary
material S5A). Also, the cellular data indicate that, at least
in these stages, there are more cells in the transgenic
leaves, demonstrating that the observed growth phenotype
by enhanced levels of CDC27a is due to enhanced cell
division during the very early stages of its development
(Supplementary material S5B).

To investigate the impact of the transgene on cell cycle
regulation in these plants in more detail, we performed
flow-cytometry analysis. Young leaves of wild type
tobacco plants contained approximately 20% more cells in
2C than in 4C, reflecting the relative durations of G1 and
G2 phases. In contrast, in 355-ArCDC27a plants there is a
decrease in the relative proportion of 2C to 4C cells. In
mature leaves, the same distribution of 2C and 4C cell was
found, showing that in contrast to Arabidopsis (Beemster
et al. 2005) there is very little endoreduplication in this
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species. These data also suggest that both G1/S and G2/M
transitions as well as the exit from mitosis are enhanced
(Supplementary material S6).

358-ArCDC27 protoplasts have higher rates
of *H-thymidine incorporation

Plants overexpressing the AtCDC27a show increased
growth due to enhanced cell division at the shoot apex and
during the early stages of leaf development. To investigate
whether cells indeed have an intrinsically higher capacity
to divide, we investigated if differentiated transgenic leaf
cells would be able to reinitiate cell division quicker than
cells from non-transformed plants. Protoplasts from in vitro
grown transgenic and control plants were incubated in
medium in presence of *H-thymidine. The availability of
nutrients and hormones induce mitotic activity in cells,
which can be measured by *H-thymidine incorporation into
DNA. Forty-eight hours after induction protoplasts were
collected, washed, and quickly frozen in liquid nitrogen.
Acid-insoluble DNA was extracted and *H-thymidine
incorporation was measured. At the time of transition, we
measured similar background levels in both transgenic-
and control-derived protoplasts. However, after 48 h,
*H-thymidine incorporation was considerably higher in

35S8-AtCDC27a-derived protoplasts, when compared to
control protoplasts (Fig. 5). This indicates that 35S-At-
CDC27a-derived protoplasts re-enter the division cycle
faster and reach the S-phase earlier, a larger fraction of the
protoplasts is induced to divide and/or cell division rates of
dividing protoplasts are increased.

Overexpression of AtCDC27a increases ubiquitination
in tobacco plants

CDC27 is an essential subunit of the E3 ubiquitin-protein
ligase called the APC. To address whether the ectopi-
cally expressed AtCDC27a could be incorporated into
protein complexes containing E3 ligase activity, in vitro
ubiquitination assays were carried out with total protein
extracts from 355-AtCDC27a transgenic and non-trans-
genic plants, immunoprecipitated with an antibody raised
against the AtCDC27a protein. In vitro ubiquitination
was carried out in the presence of human El1 and E2
enzymes with and without purified Arabidopsis Cyclin
Bl;1 protein as an APC substrate. The typical size
increasing pattern was observed in the immunological
detection only when Cyclin Bl was included and is in
accordance with a progressive ubiquitination reaction.
These data indicates that AtCDC27a is associated with
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Fig. 4 AtCDC27a induces re-organization of meristem structure and
alters cell size in non-meristematic tissues from 15-day-old seedlings.
a Longitudinal sections of 15-day-old SAMs of WT (left) and 35S-
AtCDC27a line 1.3 (right) stained with Toluidine Blue. Three
parameters of meristems were measured: diameter (between the two
red dots) (b) L1 layer cell area (¢) and L1 layer cell number (d) mean
values and standard errors correspond to 10 individuals.

protein complexes capable to perform ubiquitination in
vitro of APC substrates (Fig. 6). Because AtCDC27a
antibody can precipitate APC activities from the plant
protein extracts it is likely that the protein is correctly
incorporated in plants and could mediate the observed
growth enhancement in the overexpression lines through
increased APC activities. The flow cytometry analysis
suggested a fast exit from mitosis in the overexpression
lines.
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Bar = 50 pm. e Three concentrical layers of cells were measured
in transversal stem sections of WT (left) and 35S-AtCDC27a line 1.3
(right), as described in methodology. Cell number (f) and mean cell
area (g) in epidermis and two cortical layers were measured and
compared between transgenic and wild type, at same position in both
cases. EPD epidermis, OCL outer cortical layer, /CL inner cortical
layer. Bar = 100 pm

Discussion

While the role of the APC in coordinating cell cycle pro-
gression is widely recognized, much less is known about its
possible functions throughout development (Harper et al.
2002). Transcripts from some of the APC core subunits,
including the CDC27 TPR-containing subunit, and from
the CDHI1 activator have been detected in non dividing
post-mitotic neurons (Gieffers et al. 1999). In Arabidopsis,
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Fig. 5 Increased DNA synthesis in carly stages of culture of
protoplasts derived of transgenic Cdc27a OE. Freshly prepared
protoplasts were incubated for 48 h in complete K3 medium with
hormones and *H-thymidine. Values and standard error correspond to
quadruplicate experiments and were expressed as counts per minute
per microgram of protein

two genes encoding CDC27 homologs (ArCDC27a and
AtCDC27b/HOBBIT) were identified, and it has been
shown that transcripts from both genes are detected in
tissues with low proliferation rates, suggesting that they
might have functions outside the mitotic cycle (Eloy et al.
2006). In this context, it has been shown that the HOBBIT
gene links cell division and differentiation (Blilou et al.
2002). The function(s) of the other CDC27 homolog during
development remains elusive, because null mutant plants
are viable and phenotypically indistinguishable from the
wild type (Perez-Perez et al. 2008). Therefore, the method
of choice to understand their function during postembry-
onic development has been their ectopic expression under
the control of constitutive promoters (Gutierrez 2005).
Here, we reported such a study on the overexpression of the
AiCDC27a in N. tabacum driven by the 35S CaMV
promoter.

CDC27a overexpression modulates cell division rates
and developmental timing

Our results show that tobacco plants ectopically expressing
the ArCDC27a gene develop faster and generate larger
structures. As a consequence, developmental timing is
considerably influenced, and flowering occurs earlier in the
transgenic plants. This results in taller plants and with
significant more biomass accumulation, particularly at the
stem. Microscopic analyzes revealed a subtle cellular
re-organization in meristematic cells. In meristems of

WT CDC27a0E

Fig. 6 Plant CDC27a bind to functional ubiquitination complex. A
his-tagged version of Cyclin B1:1 from Arabidopsis thaliana was
used in an in vitro ubiquitination assay. Cyclin B was mixed with
Recombinant E1 and E2 enzymes and same amounts of immunopre-
cipitations made on WT and CC27aOE extracts with anti-Ath-
CDC27a. The positions of mono- and polyubiquitinated substrates are
indicated (Ubil-4). The data is the result of three independent
experiments and the representative picture is shown

15-day-old seedlings we found smaller cells, what often
coincides with fast cell division rates, and an increment in
cell number at L1 layer, without any apparent changes in
meristem diameter. Additional evidence that cell division
is accelerated in the 35S8-AtCDC27a plants is that proto-
plast from mature leaves re-enter into the cell cycle quicker
than those obtained from wild type plants. The ectopically
expressed protein behaves in tobacco similarly to what has
been observed in Arabidopsis since the sub-cellular local-
ization of Arabidopsis CDC27a observed in BY2 cells is
comparable to the observed in Arabidopsis cells (Capron
et al. 2003). The only discrepancy between our localization
results and those from Capron and co-workers is the
presence of CDC27a in cells at metaphase. One possible
reason of this difference could be the lack of free epitopes
in the previous work at this stage, as in this assay anti-
bodies were used to immunodetect CDC27a. In our case, a
fusion with GFP was introduced and visualized in living
cells. Another strong support for a conserved function of
the Cdc27a in both Arabidopsis and tobacco is that the
same phenotype of accelerated growth observed with the
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ectopic expression in tobacco is observed in Arabidopsis
358-ArCDC27a plants (Supplementary material S2).

In plants, CDKA/CYC activity is crucial to control cell
cycle progression and the size and maintenance of stem cell
pools. CDKA is typically highly abundant throughout the
cell cycle, determining the competence to divide (Hemerly
et al. 1993), whereas the expression of most cyclins is
restricted to a limited portion of the cell cycle where their
activity is required. The best known function of CDC27a is
its role in the APC complex which executes targeted pro-
teolysis of mitotic cyclins, enabling mitotic exit. Increased
CDC27a levels could lead to altered APC activity, which
would affect the break-down of mitotic cyclins. This could
impinge on mitotic entry, as kinase activity to trigger M-
phase entry will be affected. At the same time, mitotic exit
is also dependent on cyclin destruction and could also be
affected. If we suppose that the increased proliferation
observed in the transgenic cells could be due to an altered
APC activity in G2/M and faster transition through this
checkpoint, we would expect to see a smaller fraction of
cells in G2 phase of the cell cycle, combined with a
reduction of the G2 and M phase specific Cyclin B
expression, an increase in G1 and S phase specific Cyclin A
and D expression, and similar expression levels of CDKA.
Flow cytometry data however show an increase in 4C
fraction, combined with increased expression of A and D-
type cyclins and CDKA. The data strongly suggest a
function of CDC27a in other regulatory processes, which
would stimulate GI1/S transition through increased
expression of CDKA and GI1/S specific cyclins. Experi-
ments with Arabidopsis cell suspensions have shown that
CycD3; 1 is rate limiting for the G1/S transition (Planchais
et al. 2004). The Cyclin D regulates the E2F/Rb pathway
and recent work has revealed that local reduction of the
Retinoblastoma-related gene increases the size pool of
stem cells in the root meristem in Arabidopsis (Wildwater
et al. 2005). CdkA and CycA3;3 transcripts are both more
abundant in the transgenic plants, most remarkable,
CycD3;3 mRNA steady state levels are more than three
times higher in the transgenic seedlings (Fig. 2f). Hence,
our results suggest that ectopic expression of AtCDC27a is
activating pathways upstream of the CDK/CYCD.

Plants overexpressing CDC27a are morphologically
indistinguishable from the wild types

Surprisingly, the morphology of the transgenic plants is
entirely normal at all stages of the development. This
contrasts with what is observed when cell cycle regulators
are overexpressed. CycD3;3 induces leaf curling and
hyperplasia in Arabidopsis (Dewitte et al. 2003). Defects in
root and shoot formation, and a reduction in endoredupli-
cation were observed in tobacco ectopically expressing the
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CycA3;3 (Yu et al. 2003). Likewise, the genetic manipu-
lation of the E2F/RB pathway resulted in a variety of
morphological deficiencies in differentiation and morpho-
genesis (De Veylder et al. 2002; del Pozo et al. 2002;
Vlieghe et al. 2003). On the other hand, overexpression of
the AtCycD2 in tobacco leads to accelerated growth and
plants with normal morphology (Cockeroft et al. 2000).
Plant growth is mainly controlled by the timing that mer-
istematic cells exit cell division, and we indeed observed
that, while the overall structure of the meristem is main-
tained, there are more cells per area which could indicate
an increase in the rate of plant growth. One possibility is
that the small increase in E3 ligase produced by excess
CDC27a could also lead to slight enhancement of cyclin
proteolysis, which in tum would accelerate cell cycle
transitions and produce higher rates of cell division at the
meristems. Altematively, CDC27a could act higher in the
pathway that stimulates proliferation, and leading to
coordinated stimulation of multiple components required to
increase proliferation without leading to developmental
defects. Finally, because Cdc27a is expressed at low levels
in Arabidopsis and it does not functionally complement a
yeast strain carrying a Cdc27 temperature sensitive muta-
tion, its overexpression could produce an inhibitory effect
on the APC/Cdh1 type, leading to an increase of Gleyclins
and earlier entry into cell cycle.

Support for functional divergence of CDC27a

Is there evidence that would support a functional diver-
gence of the CDC27a gene? Indeed, based on functional
complementation of temperature sensitive yeast CDC27
mutants it has been suggested that HOBBIT/CDC27b is the
only functional homolog of the yeast CDC27 gene (Blilou
et al. 2002). More importantly, recently it has been ele-
gantly shown that, after embryogenesis, HOBBIT/CDC27b
is the only homolog essential for APC activity and accurate
plant development (Serralbo et al. 2006). Still, both CDC27
subunits are required to produce viable gametes in Ara-
bidopsis (Perez-Perez et al. 2008). In addition, our recent
results have shown that both Arabidopsis homologs interact
and therefore could also be part of the core APC (Eloy
et al. 2006). However, it is noteworthy that, on average, the
steady state levels of CDC27a mRNA are one order of
magnitude lower than of the CDC27bh gene. In particular,
the transcript derived from the ArCDC27a cDNA used in
this work is even less abundant. Biochemical character-
ization of the human APC has suggested that the TPR
containing subunits such as CDC27a could act as receptors
that interact with the activators protein CDH1 and CDC20
(Vodermaier et al. 2003). It has been also shown that APC/
CDHI complexes depleted of CDC27 retain enzymatic
activity, although five times CDHI protein is required for
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wild-type activity (Thornton et al. 2006). In these cir-
cumstances, the presence of elevated amounts of CDC27a,
and of APC activity in cells and tissues where it is normally
expressed in very low levels, could modulate the activity of
the APC, by either increasing its overall activity or by
conferring novel properties to the complex as a whole.

Materials and methods
Molecular cloning of AtCDC27a

In order to isolate ArCDC27a, human CDC27a
(NP_001247.2) was used to search homologues in the TAIR
EST database. Best match was selected and used to screen
an Arabidopsis cDNA library made of C24 ecotype seed-
lings. Probes were labeled with *?P random-labeling
method by using T7 QuickPrimer kit (Amersham Pharma-
cia Biotech). Hybridization was carried out at 65°C for
overnight in 0.5 mM phosphate buffer (pH 7.2), 7% sodium
dodecyl sulfate (SDS), 1 mM EDTA, and 0.5 mg mL™"
salmon sperm DNA. Membranes were washed in 40 mM
phosphate buffer, 1% SDS for 30 min at room temperature
followed by 5-10 min at 65°C, and then were subjected to
autoradiography at —80°C for overnight. A positive clone
was purified from the cDNA libraries and sequenced using
synthetic primers. This sequence is slightly different from
AtCDC27a of GeneBank. We denominated this variant
AtCDC27aSpl and it was submitted to NCBI data bank
(Access number DQ922637). For practical reasons we will
refer to this variant as AtCDC27a, unless mentioned. Next,
AtCDC27a was amplified with the forward primer
5'-ggegtegacatggagaatetactggegaat-3', and the reverse pri-
mer 5'-gggtctagactacaaattttectecgtcac-3’. The PCR-gener-
ated full-length ArCDC27a ¢cDNA sequence was digested
with Necol/BamHI (underlined in primers) and cloned in
pBS358S plasmid, between the CaMV 35S promoter (35S)
and the nopaline sintase terminator (NOS). The construc-
tion 358-ArCDC27a-NOS was then excised with Sall/Xbal
and sub-clonated into equally restricted pGSV4 binary
vector (Herouart et al. 1993).

Plant transformation

The AtCDC27a expression cassette was introduced in N.
tabacum by Agrobacterium-mediated transformation
(Horsch et al. 1985). The Agrobacterium tumefaciens strain
LBA4404 harboring pGSV435sAtCDC27a was used in the
co-cultivation procedure. To induce callus formation, leaf
strips were incubated in MS medium containing 30 g L™"
of sucrose, 2 mg L™" of 6-benzylaminopurine (Serva,
Heidelberg, Germany), and 0.05 mg L™" of naphthalene-
acetic acid (Serva). Seeds obtained from TO plants by

self-pollination were germinated on MS medium supple-
mented with 100 mg L™" kanamycin to get transformed T1
plants. The kanamycin-resistant plantlets were cultured in
vitro until they grew sufficient roots and then were trans-
ferred to the greenhouse. Self-pollination was repeated
until T3 generation plants that were subsequently used in
all experiments described here.

BY?2 transformation

CDC27a gene was subcloned into pK7WG2 vector (Karimi
et al. 2002) through GATEWAY technology (Invitrogen)
and introduced in Agrobacterium tumefaciens. BY2 cells
were transformed as described elsewhere (An 1985).
Briefly, four-milliliter aliquots of a 4-day-old, exponen-
tially growing suspension of BY?2 cells were transferred to
a 90-mm Petri dish and incubated at 25°C with 100 pL of
an overnight culture of A. rumefaciens harboring the binary
plasmid. After 2 days of co-cultivation, the cells were
plated on MS solid medium containing 250 pg mL™" car-
benicillin and 100 pg mL™" kanamycin. After 4 weeks, the
kanamycin-resistant calli were collected and transferred
onto solid medium containing 100 pg mL™" kanamycin,
Resistant calli were subjected to genomic PCR analysis to
confirm the existence of the transgenes. Wild type and
transformed cells were maintained as described by Nagata
et al. (1992).

Immunoprecipitation and ubiquitination assay

358-ArCDC27a and wild type tobacco plants were immu-
noprecipitated with antibody prepared against CDC27a
Arabidopsis protein. Briefly, total extract was prepared in
200 ul of lysis buffer [10 mM tris—HCI (pH 7.4), 150 mM
NaCl, 2 mM, 1% NP-40, | mM p-mercaptoetanol, 1 mM
PMSF]. The lysates were cleared by centrifugation at
14,000 rpm for 30 min at 4°C and immunoprecipitated
with the primary monoclonal antibody bound to protein A-
Sepharose (Amersham-Pharmacia) with gentle rocking at
4°C, for 2 h. The beads were washed seven times with
I mL of washing buffer [20 mM Tris—HCI (pH 7.4), 5 mM
EDTA, 150 mM NaCl, 0.2% NP-40].

The immunoprecipitate was mixed with 50 mM Tris
(pH 7.4) 5 mM MgCl,, 2 mM ATP (Boston Biochemicals),
human HA-ubiquitin (3 pg). human recombinant El
(80 nM), human recombinant E2 (0.5 pM) (Boston Bio-
chemicals) and 0.4 mM DTT in a final volume of 30 pL.
As a substrate we used Arabidopsis Cyclin B1;1 His-tagged
expressed in E. coli and purified with his-beads (Qiagen)
according to the manufacturer’s protocol. Each reaction
mixture was subjected to SDS-PAGE on a 10% gel, fol-
lowed by immunoblotting analysis with the anti-His
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antibody (Amersham Pharmacia) and anti HA antibody
(Amersham Pharmacia).

Protein gel blot analysis

For each sample, whole seedlings were collected and
quickly frozen in liquid nitrogen, ground and mixed with
an equal volume of extraction buffer (50 mM Tris-HCI,
150 mM NaCl, 15mM EGTA, 15 mM MgCl,, 1 mM
DTT, and 0.1% (v/v) Tween 20, pH 7.5) containing a
protease-inhibitor cocktail according to the manufacturer’s
instructions (SIGMA), then centrifuged 20 min at 18,000g
at 4°C. Protein gel blot analysis of AtCDC27a was per-
formed in 15- and 25-day-old seedlings extract, essentially
as described elsewhere (Towbin and Gordon 1984). At-
CDC27a protein was detected with rabbit anti-AtCDC27a
antibody (a kind gift from Ben Scheres, Department of
Molecular Cell Biology, Utrecht University). Blots were
probed with the ECL Western blot detection system
according to the manufacturer’s instructions (Amersham
Biosciences). Densitometric analysis was carried out with
Multi Measure plugin of Imagel (rsb.info.nih.gov/ij/).

Leaf measurement and cell number analysis

The leaf measurement and subsequent cell number analysis
of 355-CDC27a and SRI1 plants was performed on the
abaxial epidermis of leaf 1 and 2 blades harvested daily
from days 11 to 25, as described earlier (De Veylder et al.
2001). Plants were sown in quarter sections of round 12-cm
Petri dishes filled with 100 mL of 1 x Murashige and Skoog
medium (Duchefa, Haarlem, The Netherlands) and 0.9%
plant tissue culture agar. All healthy plants were placed in
ethanol overnight to remove chlorophyll, and subsequently
cleared and stored in lactic acid for microscopy.

Flow cytometry analysis

The first leaves tissues from 12 and 30 day-old seedlings in
proliferating stage were chopped with a razorblade in
500 pL of buffer (45 mM MgCl,, 30 mM sodium citrate,
20 mM 3-[N-morpholino J-propane-sulfonic acid, pH 7, and
1% Triton X-100) (Galbraith et al. 1991), filtered over a
30 pm mesh. To this supernatant 1 pL of 4,6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) from a stock of 1 mg mL™ ' was
added. The nuclear DNA content distribution was analyzed
with a Cyflow ML flow-cytometer (Partec, Germany).

Real time PCR
Seeds of N. rabacum were plated on agar-solidified culture

medium (Murashige and Skoog MS, with 1% of sucrose at
pH 5.7 and 0.8% plant tissue culture agar) under light
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length conditions of 16 h of light/8 h of darkness and at
24°C. For RNA expression analysis, in vitro whole seed-
lings of 12, 14, 15, 16, 20, 25 and 30 days after germina-
tion were used (as described above), or mature leaves from
plants grown in growth chamber (previously germinated in
vitro and transferred after 20 days after germination). In
this case, leaves number 4 and 5 where from 45-day-old
plants and leaves number 8 and 9 where from 60-day-old
plants. Plants in growth chamber were maintained in pots
containing a 1:2 vermiculite:soil mixture, with a cycle of
12 hlight (~ 120 pEinstein m” s~') and 12 h dark at 24°C.
Total RNA was extracted from the frozen materials
according to Logemann et al. (1987). To eliminate the
residual genomic DNA present in the preparation, RNA
was treated by RNAse-free DNAse 1, according to the
(Amersham Biosciences).
RNA was then quantified with a spectrophotometer and

loaded onto an agarose gel to check its integrity. First
®

manufacturer’s instructions

strand cDNA was synthesized using “TagMan~ Reverse
Transcription Reagents” (Applied Biosystems) with Ran-
dom Hexamer primer solution on 1 pg RNA template
according to the manufacturer’s instructions.

The Real Time PCR amplification has been performed
with oligonucleotides specific for 6 tobacco genes (APC7,
CdkA, CyeB, CveA, CyeD, cdk2) and A. thaliana specific
primer CDC27a gene. The sequences of primers used for
the quantitative analysis are described in Supplementary
materials (Table S1). The ¢DNA was amplified using
SYBR-Green® PCR Master Kit (Perkin-Elmer Applied
Biosystem) on the Gene Amp 9600 thermocycler (Perkin-
Elmer Applied Biosystems) under standard conditions. For
the time series the “qPCR Core Kit for Sybr Green I”
(Eurogentec) was used on the iCycler from BioRad. The
data were normalized to the level of expression of 28S for
each RNA sample and then normalized to the level of the
controls for expression analyses comparing overexpressor
with wild type plants.

Microscopy

For microscopic examination, whole 15-day-old seedlings
were fixed with cacodylate buffer (pH 7.0) for at least 24 h.
After rinsing, samples were dehydrated in a progressive
series of ethanol dilutions (70, 80, 90, 95, and 100% for
90 min each) and embedded in historesin (Leica Instru-
ments, Heidelberg, Germany). Then, seedlings were grad-
ually infiltrated with basic resin (ethanol:basic resin 1:1, v/
v for 4 h; ethanol:basic resin 1:1, v/v overnight; and pure
basic resin for 1 day) and with a mixture of basic resin and
activator (for 5 h) and washing with the complete resin
mixture. Sections (5 pm thick) were cut with a rotary
microtome (RM 2145; Spencer, Germany) and stained with
0.05% toluidine blue and examined with an Olympus
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BX50 microscope. A preliminary examination enabled to
select the median meristem figures, measuring the biggest
diameter in the complete series of every seedling. In the
selected images, cells in L1 layer were counted and mea-
sured with CoolSnap Pro software (Media Cybernetics,
Inc., Silver Spring, MD). Cell area was obtained assuming
a squared geometry. In all cases the values were taken from
ten seedlings and expressed as mean with corresponding
standard errors. In the case of differentiated tissues, 1.3 and
WT 15-day-old seedlings were defoliated, embedded in
historesin and completely sectioned from apex to root.
Sections were stained and orderly mounted in microscope
slides. These series were examined starting by sections
corresponding to apex, toward the root, and the first fully
rounded stem image (nearly, after the leaf insertion zone)
was selected and measured. BY2 cells were observed and
photographed in an Olympus BX50 microscope, provided
with a CoolSnap-Pro camera. DNA images were obtained
staining cells with DAPI 1 pg mL™" for 10 min. Images
were processed with Adobe Photoshop.

3H-thy midine incorporation

Protoplasts were isolated from in vitro-cultured tobacco
plants. After washing, protoplasts were incubated in tissue
culture plates (2 x 10° mL™") in 2 mL of K3 complete
culture medium. The culture media contained the appro-
priate hormones (NAA: 1 mg L™'; BAP 0.2 mg L™") and
2 uCi L' of mcthyl—'?H thymidine. The protoplasts were
cultured for 48 h, at 25°C, 5000 lux, and 16 h of light, and
then macerated in 300 uL of cold 10% TCA and centri-
fuged for 5 min at 14,000g in an Eppendorf centrifuge.
Supernatant was discarded and pellet was washed once in
cold 5% TCA. *H-thymidine incorporation was measured
in the other 200 puL as described elsewhere (Lepetit et al.
1992). Samples were normalized after determination of
protein concentration performed in 50 pl of supernatant
using a protein assay kit (Bradford; BioRad). Mean values
and standard errors correspond to quadruplicate samples.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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