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RESUMO 
 

 
Estudo do ciclo celular e sua regulação em plantas 

 
Marcelo de Freitas Lima 

 
Orientador: Paulo Cavalcanti Gomes Ferreira 

 
Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pós-graduação 

em Química Biológica, Instituto Bioquímica Médica, da Universidade Federal do Rio 
de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessários à obtenção do título de 
Doutor em Química Biológica.  
 
 

A correta progressão durante a mitose é regulada pelo Complexo Promotor da 

Anáfase (APC), uma grande E3 ubiquitina-ligase que marca reguladores importantes 

do ciclo celular para destruição 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, nós realizamos uma profunda pesquisa sobre os genes 

das subunidades do APC e seus ativadores nos genomas de Arabidopsis, arroz e 

poplar; além de seqüências disponíveis de outras plantas. Análises filogenéticas 

indicam que alguns genes das subunidades do APC e dos ativadores 

experimentaram maiores eventos de duplicação gênica em plantas do que em 

animais. Padrões de expressão de parálogos de algumas subunidades e ativadores 

de arroz sugerem que essas duplicações, ao invés de total redundância, refletem a 

especialização. A subunidade APC7 não está presente em algumas espécies de 

algas verdes e estes dados, juntamente com a sua ausência em linhagens mais 

antigas de metazoários, poderia significar que o APC7 não é exigido para a função 

APC em organismos unicelulares e pode ser resultado da duplicação de outra 

subunidade com domínio tetratricopeptideo (TPR). As análises de evolução das 

subunidades TPR sugerem que a duplicação de subunidades iniciou-se a partir dos 

domínios centrais. A crescente complexidade gênica/estrutural do APC, ligada à 

diversificação dos padrões de expressão sugere que as plantas terrestres 

desenvolveram mecanismos sofisticados de regulação da APC para lidar com o 

estilo de vida séssil associado a riscos ambientais. Plantas transgênicas de tabaco 
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superexpressando a subunidade APC10 de Arabidopsis foram expostas a condições 

de estresse hídrico e salino. Os resultados mostram que o gene AtAPC10 é um 

potencial candidato para aumentar a tolerância ao estresse salino em plantas 

cultivadas. A superexpressão de três amiRNAs, que possuem como alvos os genes 

das subunidades do APC (AtAPC4 e AtAPC5), resultou em fenótipos robustos, que 

lembram os fenótipos das plantas com mutações nos respectivos genes alvo. Para 

investigar a regulação da APC, o promotor do gene APC5 de Arabidopsis foi 

fusionado ao gene repórter GUS. Estudo histoquímico das plantas transgênicas 

revelou que o promotor de APC5 está ativo nas zonas meristemáticas. 

 

Palavras-chave: Ciclo celular, complexo promotor da anáfase, Arabidopsis. 
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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 Pós-graduação 
em Química Biológica, Instituto de Bioquímica Médica, da Universidade Federal do 
Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos requisitos necessários à obtenção do título 
de Doutor em Química Biológica. 
 

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. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1Ciclo celular vegetal 

 

As células eucarióticas em divisão passam por uma seqüência 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 duplicação exata do material genético e posterior distribuição 

das cromátides irmãs para as células filhas (Mironov et al., 1999). O ciclo celular é 

dividido em interfase e mitose. A interfase precede a mitose e pode ser dividida em 

três fases: G1, S e G2.  A mitose (M) corresponde ao processo de separação dos 

cromossomos duplicados para cada célula resultante e juntamente com a citocinese 

- processo que divide a célula em duas novas células - compõem a fase M (Elledge, 

1996). Além destas fases, existe a fase Go onde o ciclo sofre uma pausa e a célula 

entra em repouso (figura 1) (Pardee, 1989). Para monitorar a progressão do ciclo 

celular, existe um mecanismo bioquímico denominado ponto de checagem 

(checkpoint) (Wassmann e Benezra, 2001). Este é um importante sistema regulatório 

que controla a ordem e o tempo dos principais eventos ocorridos nas fases e 

assegura que eventos críticos sejam efetuados corretamente. Caso isto não ocorra, 

há uma paralisação do ciclo. Os pontos de checagem identificados são: no final de 

G1, no final da fase S, na transição G2-M, na transição metáfase-anáfase e na saída 

da fase M (figura 1).  
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Figura 1: Representação esquemática das fases do ciclo celular. O símbolo * representa os 
pontos de checagem. No final de G1  a célula opta por entrar numa nova rodada do ciclo; no final de S 
a célula verifica se o DNA foi duplicado corretamente; na transição G2-M a célula verifica se o 
ambiente está favorável para a divisão celular com a completa duplicação dos cromossomos; na 
transição metáfase-anáfase a célula inibe a separação das cromátides até que todos os cinetócoros 
estejam unidos aos microtúbulos; na saída de M a célula decide retornar ao ciclo celular ou pára e 
fica num estado quiescente (G0). 
 

 

Durante a fase G1, a célula monitora o seu tamanho e checa se o ambiente 

está favorável para a duplicação do DNA. Em plantas, a célula dobra de tamanho, as 

organelas aumentam em número, aumenta a síntese protéica e o núcleo começa a 

migrar pra o centro da célula. A célula em G1 pode entrar em um estado quiescente 

por tempo indeterminado (fase G0) ou progredir ao longo do ciclo. Na fase G0, a 

célula possui um tamanho menor, diminui a síntese de macromoléculas e ocorre a 

redução da atividade metabólica, quando comparadas as células em proliferação 

(Pardee, 1989) 

Na fase S ocorre a replicação do material genético e a síntese de proteínas 

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 

* 

* 
* 

* 

* 
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esse processo, ou seja, uma falha na replicação do DNA ou ocorrer reduplicação do 

DNA, isso poderá resultar numa mitose anormal ou numa amplificação do DNA. 

Como esses eventos são raros, fica claro que os processos que coordenam o início 

da replicação em milhares de sítios no genoma são precisamente regulados para 

prevenir qualquer tipo de falha (Leno et al., 1992, Stillman, 1996). 

A fase G2 é uma fase de controle, permitindo à célula checar se todo o 

material genético foi duplicado corretamente, antes de prosseguir para a próxima 

etapa. Os cromossomos começam a se condensar e ocorre a finalização da 

duplicação do par de centríolos. A fase M (figura 2) é dividida em cinco fases 

distintas: Prófase, Prometáfase, Metáfase, Anáfase e Telófase e culmina na divisão 

celular ou citocinese. Na Prófase os cromossomos gradualmente condensam-se e 

permanecem ainda difusos no citoplasma. Na Prometáfase ocorre a maturação dos 

cinetócoros e fixação dos microtúbulos nos mesmos, proporcionando o 

tensionamento dos cromossomos. Na Metáfase há o alinhamento dos cromossomos 

na placa equatorial. Na Anáfase, os cinetócoros de cada cromossomo separam-se, 

permitindo a movimentação das cromátides irmãs para os pólos opostos. Na 

Telófase os envoltórios nucleares são organizados ao redor de cada conjunto 

cromossômico e os mesmos tornam-se novamente filamentos finos  (Pidoux e 

Allshire, 2000; Alberts, 1994). Em plantas, durante a citocinese, os microtúbulos 

organizam-se formando o fragmoplasto entre os dois núcleos filhos. A placa celular é 

formada na região equatorial do próprio fragmoplasto e com o decorrer do tempo 

atinge a parede celular da célula mãe (Assaad, 2001). 
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Figura 2: Representação da fase M em uma célula vegetal eucariótica. A) Desenho esquemático 
da mitose (Prófase, Prometáfase, Metáfase, Anáfase e Telófase). B) Imagens por microscopia de 
células vegetais em diferentes etapas da mitose (Retirado do domínio http://www.sep.alquds.edu). 

 
 

1.2 Controle do ciclo celular vegetal 

 

O ciclo celular está relacionado com o modelo de formação de cada 

organismo. Plantas possuem características particulares no seu crescimento, 

modelo de desenvolvimento e arquitetura do corpo. Em contraste com os animais, a 

organogênese das plantas superiores se inicia no final da embriogênese, sendo 

mantida durante todo o desenvolvimento pós-embrionário. A formação de novos 

órgãos, como raízes laterais, caule, folha ou flores, e a determinação da 

especificidade do tecido é prolongada durante toda a vida da planta. Este 

desenvolvimento contínuo dos órgãos necessita de constante coordenação da 

proliferação com os vários programas de diferenciação e devem estar perfeitamente 

integrados com os mecanismos que regulam a atividade mitótica diferencial dos 

meristemas, para construir estruturas ordenadas (Lyndon, 1992; Hemerly, et al., 

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

A 

B 
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ciclo celular é adaptável, e que estratégias distintas de controle podem ser usadas. 

Devido ao seu estilo de vida séssil, plantas respondem as condições ambientais do 

meio pela mudança na sua fisiologia e redirecionamento do seu crescimento. Sinais 

do ambiente que influenciam o ciclo celular das plantas incluem: luz, ataque de 

patógenos, temperatura, água, nutrientes, contato e gravidade. Além disso, nas 

respostas celulares ao ambiente, alguns estímulos são transmitidos através da 

planta pelos hormônios, os 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 transição de uma fase do ciclo celular para outra ocorre de maneira 

ordenada e é regulada principalmente por duas famílias de proteínas: 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 proteínas diretamente 

relacionadas com a progressão do ciclo. Esta atividade quinásica depende da 

formação do complexo CDK-CYC, pois a CYC proporciona mudanças 

conformacionais no sítio catalítico 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 ocorrência de um determinado evento dentro do ciclo, por exemplo: duplicação do 
DNA ou eventos da fase M. Uma vez finalizado o evento, a atividade da CDK é inibida com a 
degradação 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 enzimático CDK-CYC é dependente de fosforilação, 

interações proteína-proteína, regulação transcricional e pós-transcricional, 

localização e proteólise (De Jager et al., 2005, Dewitte e Murray, 2003). Para o 

complexo CDK-CYC se tornar ativo, a CDK precisa sofrer defosforilação dos 

resíduos Thr-14/Tyr-15 e fosforilação do resíduo Thr-160. A fosforilação do resíduo 

Thr-160 é catalisada pelas quinases ativadoras de CDK (CDK-activating kinase – 

CAK) e a defosforilação dos resíduos Thr-14/Tyr-15 por membros da família CDC25 

(fosfatases) (Stals et al., 2000). A fosforilação dos resíduos Thr-14/Tyr-15, ou seja, a 

inibição do complexo CDK-CYC é catalisada pelas enzimas WEE1 e MYT quinases. 

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

das proteínas inibitórias de CDK (CDK-inhibitors – CKI) (Sherr et al., 1999). Estas 
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proteínas de baixo peso molecular dificultam a interação da CYC com a CDK 

correspondente. Outra família protéica, denominada subunidade da CDK (CDK-

subunit – CKS), pode atuar na ativação ou inibição complexo CDK-CYC e auxilia no 

reconhecimento ao substrato (Dewitte e Murray, 2003). 

Os níveis das CDKs e CYCs são mantidos por sofisticados mecanismos 

regulatórios (figura 4).  A expressão dos genes das CDKs é praticamente constante 

ao longo do ciclo, só aumentando ligeiramente no período funcional da CDK (Joubès 

et al., 2000).  As CYCs apresentam comportamento diferente. Apresentam picos de 

expressão e tradução em determinados períodos do ciclo e depois são rapidamente 

degradadas por proteólise (Joubès et al., 2000).  Este comportamento assegura que 

a atividade quinásica do complexo CDK-CYC será restrita àquele período 

determinado do ciclo. 

 

Figura 4: Controle do ciclo celular em A. thaliana. A expressão 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 fosforilação). As áreas preenchidas refletem 
qualitativamente o nível de intensidade de RNAm, proteína ou atividade quinásica, conforme a 
indicação.  (Retirada de Mironov et al.,1999) 



8 

 

• CDKs em plantas 

 

Baseado em estruturas primárias, 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 proteína quinase p58/GTA, membro da superfamília p34 (Cdc2) quinase.  

A CDKA desempenha uma função importante nas transições das fases G1-S e 

G2-M. A superexpressão de dominantes negativos de CDKA de Arabidopsis thaliana 

em plantas de tabaco (Nicotiana tabacum) acarretou numa redução da taxa de 

divisão celular, diminuição do número de células e manutenção do tamanho das 

plantas. Entretanto, a razão G1/G2 continuou inalterada, corroborando com a 

observação da detecção 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 monocotiledôneas quanto em 

dicotiledôneas, sugerindo uma função única conservada na regulação do ciclo 

celular para cada um dos subgrupos (Corellou et al., 2005). Transcritos de CDKB1 

acumulam durante S, G2 e M, enquanto a expressão de CDKB2 é específica para G2 

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 redução na atividade da CDKB1 acarreta num aumento da razão 

4C/2C, pois ocorre um bloqueio da transição G2-M (Boudolf et al., 2004). 

As CDKs do tipo C e E são ortólogos das CDKs 9 e 8 de vertebrados, 

respectivamente.  Suas funções no controle do ciclo celular ainda permanecem 
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obscuras. Entretanto, é sabido que as CDKCs interagem com a CYCT (Joubés et al., 

2001). Este complexo CDKC-CYCT atua na elongação da transcrição por  fosforilar 

a RNA polimerase II e também fosforila a proteína retinoblastoma RBR (Barroco et 

al., 2003; Fülöp et al., 2005).  Inibindo o RBR por fosforilação, as CDKCs podem 

controlar a diferenciação celular sob o estímulo adequado. A CDKE atua na 

expansão das folhas e no desenvolvimento floral (Fülöp et al., 2005).  

As CDKs do tipo D e F são também chamadas de CAKs (quinases ativadoras 

de CDK). As CDKDs são funcionalmente semelhantes às CAKs de vertebrados, mas 

a CDKF é específica de plantas (Vandepoele et al., 2002; Umeda et al., 2005). 

Somente as CDKDs são capazes de fosforilar a região C-terminal da RNA 

polimerase II (Yamaguchi et al., 2003). Entretanto, a ativação do complexo CDKD-

CYCH pela CDKF não é dependente de ciclina. Recentemente, foi demonstrado que 

a CDKF ativa as CDKDs de Arabidopsis através de fosforilação direta (Shimotohno 

et al., 2004).  

 

• CYCs em plantas 

 

 Pouco se sabe sobre a natureza das interações entre as CYCs e as CDKs. 

Esta falta de informação 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 prováveis funções 

na progressão do ciclo celular. Em A. thaliana foram identificadas por anotação 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 do tipo 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 transição G1-S, as do tipo A transição S-M; e do tipo B 

regulam tanto G2-M quanto a fase M internamente (Breyne e Zabeau, 2001).  

As CYCs contêm uma região conservada de  250 aminoácidos chamada de 

núcleo da CYC (CYC core), o qual apresenta dois domínios: ciclina_N (cyclin_N) e 

ciclina_C (cyclin_C) (Wang et al., 2004).  O domínio ciclina_N possui  100 

aminoácidos e contém o sítio de ligação a CDK (também chamado de “cyclin box” e 

foi encontrada em todas as CYCs identificadas). O domínio ciclina_C é menos 

conservado e algumas CYCs, como as de G1 e G2 de humano, possuem o domínio 

ciclina_N, mas não o domínio ciclina_C. Além do núcleo central da CYC, existem 

dois motivos responsáveis pelo curso temporal das CYCs: a seqüência de 

destruição (Destruction-box – D-box) e a região PEST (região rica em resíduos de 

Pro(P), Glu(E), Ser(S) e Thr(T)) (Glotzer et al., 1991; Nagakami et al., 2002). A 

região PEST é encontrada em CYCs do tipo-D enquanto o D-box é encontrado em 

CYCs do tipo A e B. Estas seqüências de aminoácidos direcionam as CYCs para a 

proteólise via proteassomo 26S. 

 

• Regulação por CKI 

 

Durante o desenvolvimento vegetal, a célula pode executar diferentes 

programas do ciclo celular (Verkest et al., 2005). Quando permanece no estágio 

proliferativo, o complexo CDKB-CYC fosforila a CKI denominada KRP (Kip-related 

protein – KRP), promovendo assim o direcionamento da KRP para proteólise. Além 

disso, esta fosforilação inibe a interação da KRP com a CDKA. À medida que as 

células vegetais diferenciam, a taxa de proliferação diminui e as células podem 
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trocar o ciclo celular completo por um ciclo de endoreduplicação (endociclo ou 

endoreplicação). Durante a endoreduplicação, o DNA é replicado sem subseqüente 

mitose, elevando a poliploidia. Neste período, a atividade da CDKB diminui 

resultando na estabilização da proteína KRP. A KRP então se liga ao complexo 

CDKA-CYC não permitindo a entrada na mitose. Eventualmente, as células podem 

sair completamente do ciclo celular. Neste estágio, os níveis de KRP estão muito 

altos e inibem a atividade do complexo CDKA-CYC no final de G1 e no início de M. 

 

1.3 Ubiquitinação 

 

O ciclo celular pode ser compreendido como uma série de reações 

bioquímicas reversíveis, os quais criam um problema fundamental: como se pode 

assegurar que a célula irá passar da fase B para C ao invés de retornar para a fase 

A? Como foi criada esta ordem? A solução encontrada foi a degradação de 

proteínas que foram necessárias no estágio anterior, cuja rápida proteólise 

proporciona um mecanismo irreversível que bloqueia um possível retorno, 

direcionando o ciclo para a próxima fase.  Dois grandes complexos enzimáticos 

estão envolvidos diretamente na via de degradação de proteínas em eucariotos 

durante o ciclo celular: o complexo promotor da anáfase ou ciclossomo (Anaphase-

Promoting Complex or Cyclosome – APC/C) e o Skp1/Culina/proteína com o sinal F 

(Skp1/Cullin/F-box protein – SCF) (Sudakin et al., 1995; King et al., 1995; Bai et al., 

1996). Ambos utilizam o sistema proteolítico ubiquitina-proteassomo 26S (Ubiquitin-

26S proteasome – Ub-26S) para degradarem proteínas alvo (figura 5) (Hershko e 

Ciechanover, 1998).  
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Figura 5: Ciclo ubiquitina 26S proteassoma (Ub-26S). E1, enzima ativadora; E2, enzima 
conjugadora; E3, ubquitina ligase; Ub, ubiquitina; T, proteína alvo; 26S, proteassomo 26S e DUB, 
enzima deubiquitinadora. O processo começa com a E1, que forma uma ligação tioéster com a 
ubiquitina (1). Na etapa (2), a ubiquitina é transferida para a E2 e novamente é formada uma ligação 
tioéster. A E2 transfere a ubiquitina ativada para a E3 , a qual facilita a transferência da ubiquitina da 
E2 para o resíduo de lisina na proteína alvo (3 e 4).  Subseqüentes etapas de conjugação (5) 
adicionam cadeias de poliubiquitina na proteína alvo. As proteínas alvo poliubiquitinadas são 
direcionadas para o 26S proteassoma (6), onde as proteínas são degradadas e os monômeros de 
ubiquitina são recuperados pela ação da DUB (7). Eventos alternativos de ubiquitinação podem levar 
a uma regulação e não  uma  degradação. Neste processo, a ação da DUB é novamente importante 
para manter os níveis de ubiquitina livre constantes na célula (8). (Retirado de Sullivan et al., 2003). 

 

O processo de ubiquitinação inicia-se quando a enzima ativadora de ubiquitina 

(Ubiquitin-activating – E1) hidrolisa ATP e forma uma ligação tioéster de alta energia 

entre o resíduo de cisteína e a região C-terminal da ubiquitina (Pickart, 2001). A 

ubiquitina “ativa” é transferida para a enzima conjugadora de ubiquitina (Ubiquitin-

conjugating – E2), formando a mesma ligação tioéster de alta energia com o resíduo 

de cisteína da E2. Com a ajuda de uma terceira enzima, chamada de ubiquitina 

ligase (Ubiquitin-ligase – E3), a ubiquitina é transferida da E2 para o resíduo de lisina 

da proteína-alvo. Esta ligação amida é estável e permite que, ao longo do tempo, 



13 

 

mais moléculas de ubiquitina sejam adicionadas a proteína-alvo. A poliubiquitinação 

é importante, pois permite o reconhecimento do substrato pelo proteassomo 26S. As 

E3s são componentes importantes do processo, porque determinam a especificidade 

ao substrato, recrutam a E2 apropriada e contribuem para a atividade da E2 (Ardley e 

Robinson, 2005). As principais E3s que atuam no ciclo celular são os complexos 

APC e SCF (Vodermaier, 2004).  

A abundância de proteínas como homologia de seqüência  para componentes 

conhecidos da via ubiquitina-proteassoma em A. thaliana, ilustra o quanto é 

importante este sistema de degradação seletiva de proteínas nos vegetais. Tem-se 

especulado  que um pouco mais de 5% (>1300 genes) do genoma de A. thaliana  

codifica para componentes com funções definidas nas vias Ub-26S. Isto inclui 16 

genes para ubiquitina, dois genes da E1, pelo menos 45 genes para E2 e 54 para o 

26S (23 para o núcleo 20S e 31 para a região regulatória 19S). Os genes restantes 

(>1200 genes) codificam para E3s ubiquitina ligases (Yee e Goring, 2009). Em 

Saccharomyces cerevisiae existe uma única E1, 13 E2s e 82 E3s (Hochstrasser, 

1996).  O grande número de genes para E3s em A. thaliana em comparação aos 

outros componentes da via Ub-26S e até entre eucariotos, é um indicativo da 

importância da seletividade para a entrada na via de proteólise.  Como é a enzima 

que interage com a proteína alvo, a diversidade das E3s em eucariotos confere 

especificidade para o processo de ubiquitinação. As diversas E3s podem ser 

divididas em várias famílias baseadas no mecanismo de ação (complexos APC ou 

SCF) e pela presença domínios específicos (RING, HECT e U-box) (figura 6) (Yee e 

Goring, 2009).   
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Figura 6: Ubiquitina E3 ligase. (a) Consiste em uma única subunidade com peso típico > 100kDa 
com domínio HECT. A transferência da ubiquitina da E2 para a proteína alvo passa pela E3. (b) 
RING/U-box não participam diretamente da transferência da ubiquitina da E2 para a proteína alvo, 
porém ajudam servindo como base para a correta interação entre a E2 e a proteína. (c) SCF é 
composto por Rbx, uma proteína contendo o domínio RING que fornece a interação com a E2. A 
especificidade do SCF pela proteína alvo é dada pela família F-box. O SCF ajuda no direcionamento 
da ubiquitina da E2 para a proteína alvo. (Retirado de Sullivan et al., 2003). 
 

 

1.4 Complexo promotor da anáfase (APC) 

 

 O APC foi identificado como uma E3, e um importante componente da 

maquinaria de destruição de CYCs, por dois grupos de pesquisa (Sudakin et al., 

1995; King et al., 1995). Sudakin e colaboradores trabalharam com oócitos 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 sedimentação do complexo em 20S. Este complexo também 

poliubiquitinava CYCs na presença de E1 e E2. Experimentos de imunoprecipitação 

indicaram a presença das proteínas CDC27 e CDC16 no complexo 20S. Por se 

tratarem de proteínas importantes para a mitose, tanto em humano quanto em 

leveduras, os autores preferiram adotar um novo nome: complexo promotor da 

anáfase (APC).   

Sabe-se atualmente, que o APC não atua somente na degradação de CYCs 

(Peters, 2002). Além das CYCs do tipo A e B, proteínas quinases, inibidores da 
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anáfase, moléculas sinalizadoras, cofatores, proteínas do cinetócoro e proteínas 

com funções desconhecidas foram identificados como substratos dessa E3. 

É possível que a complexidade do APC esteja relacionada com sua 

intrigante regulação. Esta complexidade é surpreendente, porque muitas outras E3s 

são compostas por uma ou por poucas subunidades, indicando que a atividade 

ubiquitina ligase não é necessariamente dependente do número de proteínas 

envolvidas (Peters, 2002). Isto sugere que o APC poderia ter outras funções fora do 

ciclo celular, não se limitando apenas ao controle da transição G2-M e/ou que as 

subunidades adicionais poderiam também exercer funções regulatórias. 

 

1.5 Ativadores do APC  

 

 A ativação do APC, em determinadas etapas do ciclo, assim como a seleção 

e a ligação aos substratos são coordenadas por duas proteínas ricas em domínio 

WD-40: CDC20 e CDH1 (CCS52 em plantas). A ligação desses ativadores ao núcleo 

do APC é regulada durante o ciclo e é mediada por dois motivos: C-box 

(DR(F/Y)IPxR) localizado na região N-terminal e o motivo IR localizado na região C-

terminal. Em células animais e em leveduras, a regulação do ciclo celular por CDC20 

e CDH1 é diferente (figura 7). Em ambos, os níveis de CDC20 são controlados 

transcripcionalmente e por proteólise que resultam na síntese durante as fases S-G2 

e sua degradação no final da fase M. Por outro lado, os níveis de RNAm e da 

proteína  CDH1 são constantes através do ciclo em leveduras. Em mamíferos, os 

níveis de RNAm de CDH1 flutuam durante o ciclo e apresentam um pico na mitose. 

Além disso, a proteína CDH1 medeia a própria degradação em G1. Ambas as 

proteínas, CDC20 e CDH1, contém muitos sítios para fosforilação dependente de 
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CDK. O complexo CDK-CYCB possui função antagonista na regulação do APCCDC20 

e APCCDH1. A fosforilação de subunidades do APC é necessária para sua ativação 

por CDC20, enquanto a fosforilação do CDH1 previne a formação do complexo 

APCCDH1 e leva a translocação deste complexo do núcleo para o citoplasma. A 

atividade quinásica do complexo CDK-CYCB é suprimida antes da mitose por 

fosforilação dos resíduos Thr14 e Tyr15 da CDK (Morgan, 1997). Estes resíduos são 

fosforilados pelas WEE1 e MYT1 e defosforilados por membros da família CDC25. 

No final da fase G2, o estoque de CDK-CYCB inativo é ativado abruptamente pela 

CDC25, e CDC25 é ativada pela PLK1 assim como por CDK-CYCB numa 

retroalimentação positiva. O complexo CDK-CYCB ativado também regula 

negativamente a si próprio por estimular o APCCdc20 através de fosforilação 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 fosforilação de CDC20 por 

CDK-CYCB é necessária para a ativação de APC/CCDC20 (Kotani et al., 1999). 

Portanto, CDK-CYCB viabiliza sua própria destruição estimulando APCCDC20 numa 

retroalimentação negativa. Em contraste, fosforilação do CDH1 por CDK-CYCB 

altera sua conformação e previne sua ligação ao APC (Kotani et al., 1999; Zachariae 

e Nasmyth, 1998). Esta inibição do APCCDH1 por CDK-CYCB durante a mitose é 

importante para a subseqüente ativação de APCCDH1 após a mitose. 

 Análises do CDC20 em plantas permanecem ainda inexploradas. O ativador 

CDH1, denominado CCS52 em plantas, já apresenta alguns dados na literatura.  Já 

foram encontrados e analisados em Medicago truncatula e em A. thaliana (Fülöp et 

al., 2005). MtCCS52A é um ortólogo do CDH1 de levedura. A superexpressão do 

MtCCS52A em leveduras resulta numa inibição do crescimento, elongação das 
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células e ciclos de endoreduplicação, devido alteração no padrão de degradação da 

CYC mitótica. Análises funcionais da proteína MtCCS52A levaram a descoberta de 

outro motivo conservado (YxxLL(K/R)xxLFC) em ativadores do tipo CDH1, 

denominado CSM (CDH1 specific motif – motivo específico para CDH1). Este motivo 

é essencial para interação do ativador CCS52A com o APC. O genoma de A. 

thaliana contém três genes CCS52, AtCCS52A1, AtCCS52A2 e AtCCS52B; e seis 

genes CDC20 (Fülöp et al., 2005). Com base nesses dados oriundos da anotação 

do genoma de A. thaliana, podemos notar um aumento no número de ativadores em 

plantas em comparação com outros organismos. Estudos de expressão indicam que 

os níveis de RNAm dos ativadores AtCCS52A1 e AtCCS52A2 aumentam durante a 

transição G1-S e diminuem durante G2. O contrário é visto com AtCCS52B, onde 

seus níveis aumentam em G2 e diminuem em G1. 

 

Figura 7: Ativação do APC por CDC20 ou CDH1 durante o ciclo celular. APC
CDC20

 é montado na 
prófase (P) e inicia a degradação da CYCA já na prometáfase (PM). A proteólise da CYCB e do 
inibidor da separase, securina (SEC), dependem do complexo APC

CDC20
. Um possível atraso na 

metáfase (M) é normal até que o ponto de checagem do fuso mitótico (SAC) forneça sinais de 
regularidade na progressão. Durante a anáfase (A) e a telófase (T), APC

CDH1
 está ativo. Este 

complexo  contribui para a degradação da securina e da CYCB; e medeia a destruição de substratos 
adicionais como PLK1 e CDC20. Isto leva a inativação do APC

CDC20
. Em G1, APC

CDH1
 medeia a 

destruição da E2 (UBCH10) e ,portanto, permite que ocorra o acúmulo de CYCA. Acúmulo de CYCA 
contribui para a inativação do APC

CDH1
 na transição G1-S. (Retirado de Peters, 2006) 

Atividade 

Fase 

Fase 

Níveis de 

proteína 
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1.6 Substratos do APC 

 

• Proteólise de CYCs 

 

O APC foi inicialmente descoberto com uma E3 ubiquitina ligase que é 

essencial para destruição da CYCB na mitose. Este processo é iniciado na metáfase 

e é fundamental para inativação da CDK e subseqüente saída da mitose. O início da 

proteólise da CYCB depende da formação do complexo APCCDC20. O  APCCDC20  

adiciona ubiquitina em resíduos de lisina da CYCB em uma aparente maneira não 

seletiva; CDK que não sofre nenhuma modificação por ubiquitinação perde a 

afinidade pela CYCB. A CYCB marcada, pela adição de ubiquitina, é encaminhada 

para degradação via 26S proteassoma. Uma vez isolada de uma CYC, a CDK muda 

de conformação e não consegue mais hidrolisar ATP, resultando na completa 

inativação da mesma. Esta situação permite que proteínas fosfatases defosforilem 

substratos anteriormente fosforilados pelo complexo CDK-CYCB sem que haja um 

ciclo fútil. A defosforilação é um pré-requisito para a desmontagem do fuso mitótico, 

a diminuição da condensação dos cromossomos,  formação do envelope nuclear e o 

início da citocinese.  

A instabilidade das CYCs do tipo A e B é conferida por uma pequena 

seqüência na região N-terminal denominada D-box (RxxaLxbxxcxN, onde xa 

freqüentemente é A ou V, xb freqüentemente é G e xc freqüentemente é I ou L) 

(Glotzer et al., 1991) . A ausência ou mutações do D-box inibem drasticamente a 

proteólise dessas CYCs. Vale ressaltar que a proteína CDC20 não interage com o 

D-box dos substratos e a falta de outros componentes da via Ub-26S proteassomo 

inibe a degradação das CYCs (Yamano et al., 2004). Um mutante nulo para a E2  
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não apresenta degradação das CYCs do tipo A e B (Townley et al., 1997). Um 

segundo motivo de degradação é conhecido como KEN-box (Pfleger e Kirschener, 

2000). Fica localizado predominantemente na região N-terminal dos substratos e 

apresenta a seguinte assinatura: KENxxx(E/N/D).  A própria proteína Cdc20 de 

humanos possui KEN-box em sua seqüência. Recentemente foi descrito um novo 

motivo de degradação via Ub-26AS, denominado A-box (PSxxxQRVxxQ) (Littlepage 

et al., 2002). Foi encontrado na proteína Aurora-A durante estudos com o complexo 

APCCDH1.  

 

• Separação das cromátides 

 

A mais conhecida e possivelmente a mais importante função do APC é a 

promoção da anáfase (como está descrito em seu próprio nome). Para permitir a 

segregação dos cromossomos e cumprir um de seus objetivos, a coesão das 

cromátides irmãs precisa ser removida (figura 8). Durante a metáfase, APCCDC20 

inicia este processo por ubiquitinação da securina, uma pequena proteína que 

funciona como um inibidor da protease separase.Uma vez ativada, a separase cliva 

a coesina e isto resulta na separação das cromátides. Embora a destruição da 

securina seja essencial para a ativação 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 possível explicação seria a existência de um 

mecanismo independente da securina que controle a atividade da separase. Um 

mecanismo pode ser a fosforilação da separase e subseqüente associação com o 

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

extratos de ovos de Xenopus laevis (Stemmann et al., 2001; Gorr et al., 2005). 
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APCCDC20 pode contribuir para a ativação da separase por ubiquitinar ambas as 

proteínas securina e a CYCB. Durante o ponto de checagem do fuso mitótico, 

proteínas específicas atuam inibindo o prosseguimento da anáfase caso haja algum 

erro na separação das cromátides. Esta inibição se dá pela inativação do complexo 

APCCDC20 até que o problema seja de alguma forma solucionado. Fazem parte 

desde complexo inibidor do cinetócoro: Bub1, Bub3, Mad1, Mad2, Mad3 e MPS1 

(Chan et al., 2005). A ordem e a natureza das interações durante o ponto de 

checagem ainda não foram totalmente elucidados (Hoyt, 2001). Foi demonstrado 

que Mad2 se liga a Cdc20 e previne a formação do complexo APC/CCdc20 (Chan et 

al., 2003).  Isto pode levar à paralisação do ciclo durante a anáfase.  

 

 

Figura 8: Regulação na mitose pelo APCCDC20. Durante a prometáfase, proteínas do ponto de 
checagem do fuso, Mad2 e BubR1, estão ativas nos cinetócoros que não estão presos, firmemente, 
aos microtúbulos (feixes verdes). MAD2 e BubR1 inibem a capacidade de APC

CDC20
 de ubiquitinar a 

securina e a CYCB e, portanto, previne a anáfase e saída da mitose. Na metáfase, quando os 
cinetócoros estão presos aos microtúbulos, APC

CDC20
 ubiquitina a securina e a CYCB. Isto promove a 

ativação da separase e inativa a CDK. A separase cliva a coesina e inicia-se a separação das 
cromátides. A inativação da CDK leva a defosforilação dos substratos por fosfatases e a saída da 
mitose. (Retirado de Peters, 2006). 
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• Retorno a G1 e progressão no ciclo 

 

Semelhante ao APCCDC20, APCCDH1 é regulado e atua degradando substratos 

específicos durante a mitose. Começando pelo CDC20 e PLK1;  e terminando pela 

marcação de Aurora-A e B no final da fase G1. A destruição de proteínas via 

APCCDH1 é importante para finalizar a mitose, iniciar a fase G1 e comprometer a 

célula com a fase S.  No início da fase S, APCCDH1 está inativo pela ligação do 

inibidor Emi1 com CDH1, resultando na estabilização da ciclina A. Esta ativação da 

ciclina A - associada à CDK - acarreta numa progressão coordenada do ciclo celular 

na transição  G1/S. Uma falta de coordenação na transição G1/S pode levar a uma 

entrada prematura na fase de replicação do DNA (Ezhevsky et al., 2001). 

A superexpressão de PLK1 e Aurora-A levam a anormalidades no 

centrossomo, indicando que a destruição dessas proteínas em G1 é essencial para a 

sincronização do ciclo celular e para duplicação do centrossomo (Nguyen et al., 

2005). Durante a transição G1-S, a proteína retinoblastoma (RB)  é um regulador 

negativo da progressão do ciclo e foi demonstrado, recentemente, interação do APC 

com tal proteína (Binné et al., 2007). O ativador CDH1 não somente interage com 

RB, mas também é necessário para a paralisação do ciclo induzida por RB. Estes 

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

 

• Outros substratos 

 

Existem, todavia, muitos outros substratos do APC. Estes outros alvos incluem 

outras CYCs, subunidades regulatórias de quinases, quinases e proteínas 

acessórias (tabela 1). Uma proteólise importante na fase M é a da geminina (Bell, 
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2002). A degradação da geminina libera CDT1 do complexo Gemina-CDT1 e isto 

resulta no início da organização do complexo pré-replicativo. O complexo pré-

replicativo atuará na fase S promovendo duplicação do genoma. Em plantas, até o 

presente momento, não foi encontrado um ortólogo para a geminina.  

 

Tabela 1. Substratos mitóticos do APC.  

Substrato Início da degradação APC ativo Referência 

CYCA Prófase APC
CDC20 

(antes da 

mitose); APC
CDH1

 (G1) 

Geley et al., 2001 

Nek2A Prófase APC
CDC20

 Hames et al., 2001 

CYCB Metáfase APC
CDC20 

e APC
CDH1

 King et al., 1995 

Securina Metáfase APC
CDC20 

e APC
CDH1

 Jeganathan et al., 2005 

Xkid Metáfase APC
CDC20 

 e APC
CDH1

 Antonio et al., 2000 

Prc1 Metáfase APC
CDH1

 Juang et al., 1997 

Kip1 Metáfase APC
CDC20

 Gordon e Roof, 2001 

Cin8 Metáfase APC
CDH1

 Hildebrandt e Hoyt, 2001 

Tpx2 Anáfase APC
CDH1

 Stewart e Fang, 2005a 

Plk1 Antes da saída da mitose APC
CDH1

 Lindon e Pines, 2004 

Aurora-A Antes da saída da mitose APC
CDH1

 Littlepage e Ruderman, 2002 

Cdc20 Antes da saída da mitose APC
CDH1

 Pfleger e Kirschener, 2000 

Aurora-B Antes da saída da mitose APC
CDH1

 Stewart e Fang, 2005b 

Anilina Antes da saída da mitose APC
CDH1

 Zhao e Fang, 2005 

(Adaptado de Peters, 2006) 
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1.7 Subunidades do APC 

 

O APC é uma E3 que tem sido extensamente estudada, desde leveduras até 

plantas (figura 9). Entretanto, pouco se sabe sobre o número total de subunidades 

por organismo e suas funções dentro ou fora do complexo APC. O número de 

subunidades identificadas em S. cerevisiae 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 não 

apresentam ortólogos em humanos. A subunidade APC7 não é encontrada  em 

levedura. Já em A. thaliana, as subunidades APC9 e Mnd2 não foram identificadas 

(tabela 2) (Capron et al., 2003a; Fülöp et al., 2005). Porém, foram identificados dois 

genes homólogos ao CDC27 de humano: AtCDC27A e AtCDC27B. Nosso grupo 

isolou os genes já descritos do complexo APC em A. thaliana e realizou 

experimentos sobre níveis de expressão em alguns tecidos, interação in vitro e 

interação in vivo utilizando o sistema de duplo-híbrido 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 interações entre as subunidades desde 

levedura até plantas.  
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Figura 9: Modelo de ubiquitinação via APC. O substrato se liga tanto ao ativador quanto ao APC 
usando seqüencias de degradação (retângulos vermelhos).  A posição do substrato no núcleo do 
APC possibilita que múltiplas lisinas sejam alvo de ataque da E2-Ub. Resíduos próximos a E2 
promovem a catálise, que é estimulada pela ligação ao APC. Algumas subunidades foram ocultadas 
para possibilitar uma melhor visualização do complexo. (Retirado de Matyskiela et al., 2009)  

 

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

H. sapiens S. cerevisiae A. thaliana Motivo estrutural 

APC1/TSG24 Apc1 APC1 Rpn1 e Rpn2 

APC2 Apc2 APC2 Culina 

CDC27/APC3 Cdc27 CDC27B/HOBBIT TPR 

NI NI CDC27A TPR 

APC4 Apc4 APC4 WD-40 

APC5 Apc5 APC5 TPR 

CDC16/APC6 Cdc16 CDC16/NOMEGA TPR 

APC7 NI APC7 TPR 

CDC23/APC8 CDC23 CDC23 TPR 

NI Apc9 NI - 

DOC1/APC10 DOC1 APC10 DOC 

APC11 Apc11 APC11 RING-H2 

CDC26 Cdc26 CDC26 - 

APC13 Swm1/Apc13 APC13 - 

NI Mnd2 NI - 
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Recentemente, dados relativos a estequiometria do APC mostraram que 

algumas subunidades estão presentes em mais de uma cópia (Passmore et al., 

2005). O APC de Xenopus, levedura e humano apresentam variações no número de 

cópias das subunidades e isto está diretamente relacionado com as diferenças de 

massa dos complexos purificados (1500 -1700KDa) (Dube et al., 2005; Passmore et 

al., 2005).  

A maior subunidade do APC, APC1, possui uma região de alta homologia com 

as proteínas Rpn1 e Rpn2, que fazem parte da região de reconhecimento de 

substratos ubiquitinados do 26S proteassoma (Jörgensen et al., 2001). Em Xenopus, 

mutantes da proteína XlAPC1 ficam paralisados na metáfase, acarretando um 

fenótipo semelhante aos mutantes XlCDC27 (Peters et al., 1996). As subunidades 

XlCDC16, XlCDC23 e XlCDC27 interagem com a subunidade XlAPC1, sugerindo 

que esta subunidade seja um ancoradouro para os outros componentes do APC/C 

(Peters et al., 1996). Em Drosophila melanogaster, mutações no gene DmAPC1 

afetam o desenvolvimento dos olhos por causar uma paralisação em G1 (Tanaka-

Matakatsu et al., 2007).  

A subunidade APC2 contém o domínio culina e interage fortemente com a 

subunidade APC11, que contém o domínio RING-H2. Em combinação com as E2s 

Ubc4 ou UbcH10, o heterodímero APC2-APC11 é suficiente para catalisar a 

ubiquitinação das CYCs do tipo B e securinas humanas (Tang et al., 2001). 

Entretanto, este pequeno núcleo APC2-APC11 não possui especificidade ao 

substrato durante o processo de ubiquitinação. Muitas E3s, incluindo APC e SCF, 

apresentam este modelo caracterizado pela presença de proteínas contendo os 

domínios RING e culina (Passmore, 2004). Em humanos, a proteína CDH1 interage 

com a região do APC onde o HsAPC2 está localizado (Dube et al., 2005). Isto 

 



26 

 

confirma a hipótese de que o domínio culina do HsAPC2 é necessário para a 

atividade catalítica do APC. O uso de anticorpo anti-HsAPC2 inibe a 

poliubiquitinação de substratos específicos do APC (Dube et al., 2005). Em A. 

thaliana, o gene AtAPC2 é capaz de complementar parcialmente leveduras mutantes 

termo-sensíveis (apc2ts) e a proteína AtAPC2 interage fortemente com as 

subunidades AtAPC11 e AtAPC8/AtCDC23 (Capron et al., 2003b). As plantas com 

gene AtAPC2 mutado (T-DNA) não apresentam paralisação na metáfase, porém 

foram detectados problemas na gametogênese feminina (Capron et al., 2003b).  

As subunidades CDC16, CDC23, CDC27, APC5 e APC7 contêm o motivo 

estrutural TPR (TetratricoPeptide Repeat) (Sikorski et al., 1991). O motivo é 

caracterizado pela repetição de 34 aminoácidos em regiões variáveis da proteína. 

Apesar da seqüência de 34 aminoácidos ser degenerada, o motivo estrutural gerado 

é conservado (D‟Andrea et al., 2003). O motivo TPR é encontrado em proteínas com 

funções diversas e aparentemente está relacionado com a interação proteína-

proteína. Em levedura, ScCDC16, ScCDC23 e ScCDC27 formam um complexo, e 

mutantes para cada subunidade ficam paralisados em metáfase (Sikorski et al., 

1990; Lambe et al., 1994; Heichman e Roberts, 1996). Em A. thaliana, mutantes 

para o gene AtCDC16/Nomega (T-DNA) possuem embriões incapazes de degradar 

a CYCB. Já em Medicago truncatula, MtCDC16 é um regulador importante na 

formação de raízes laterais e nódulos (Kuppusamy et al., 2009). Redução dos níveis 

de CDC16 em A. thaliana, utilizando RNAi, leva a uma diminuição do tamanho das 

células da epiderme foliar (Marrocco et al., 2009). Mutantes AtCDC27B/Hobbit 

apresentam problemas no desenvolvimento das raízes laterais, expansão celular e 

respostas à 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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não viáveis, indicando um mecanismo redundante para ambas as subunidades 

CDC27 durante a gametogênese (Pérez-Pérez et al., 2008). Nosso grupo estudou a 

superexpressão do gene AtCDC27A em plantas de tabaco e constatou aumento de 

biomassa, reorganização do meristema, aumento no padrão de ubiquitinação, 

alterações dos níveis de expressão das CYCs do tipo A, B, D e da CDKA (Rojas et 

al., 2009 - APÊNDICE XII).  Esses dados comprovam que a subunidade AtCDC27A 

atua na regulação do crescimento da planta e pode alterar o padrão de ubiquitinação 

dependendo da sua concentração. Em células humanas, a subunidade CDC23 atua 

em conjunto com CDC27 para manter os níveis corretos e a instabilidade natural do 

ativador CDC20 (Prinz et al., 1998). A regulação da transcrição também é alvo desta 

subunidade, visto que o inibidor de transcrição SIN1 interage na sua região N-

terminal com o CDC23 e sua região C-terminal com proteínas envolvidas com a 

transcrição (Shpungin et al., 1996). Isto sugere a uma função regulatória direta do 

APC ou somente desempenhada por uma subunidade, sem passar pela maquinaria 

de ubiquitinação. Em humanos, níveis baixos de APC7 está relacionado com 

tumores invasivos (Park et al., 2005). Plantas de tabaco superexpressando 

AtCDC27A possuem níveis 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 replicação viral e aumenta a sobrevida das 

plantas (Akad et al., 1999). Experimentos em nosso laboratório corroboram com tal 

dado e fortalecem a idéia da atuação do APC num possível sistema de defesa da 

planta, visto que algumas proteínas virais possuem subunidades do APC como alvo 

inibitório ou até o complexo em si (Teodoro et al., 2004; Mo et al., 2009). A 

subunidade APC5 de A. thaliana e humanos contém o domínio TPR com alta 

degeneração e baixa homologia quando comparado com outras subunidades TPR.  
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Mutantes do APC5 de D. melanogaster diminuem a degradação da CYCB, mas não 

apresentam o fenótipo característico de mutantes paralisados em metáfase (Bentley 

et al., 2001). Isto corrobora com os dados que sugerem que o APC5 está 

comprometido com outros processos regulatórios. Em S. cerevisiae a E3 Rsp5p 

interage com o ScAPC5 e ambos regulam o remodelamento da cromatina (Arnason 

et al., 2005). Em humanos, HsAPC5 e HsAPC7 interagem diretamente com os 

coativadores CBP (Calmodulin-Binding Protein - CBP) e p300 (Turnell et al., 2005). 

A interação estimula a atividade acetiltransferase e potencializa a transcrição 

dependente de CBP/p300. 

A subunidade APC4 apresenta repetições do domínio WD40. Este mesmo 

domínio é encontrado nas proteínas ativadoras CDC20 e CDH1. Experimentos com 

S. pombe revelam uma localização 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 não 

realizam a anáfase I e os cromossomos permanecem sem segregar (Furuta et al., 

2000).  

A subunidade APC10/Doc1 possui o domínio DOC e foi identificada 

primeiramente em S. cerevisiae (Hwang et al., 1997). Mutantes Doc1 (Destruction of 

Cyclin), embora não letais, apresentam um atraso no ciclo celular por degradarem 

baixas taxas de CYCB (Kominami et al., 1998). Imunoprecipitação utilizando 

anticorpo anti-ScCDC16 co-sedimenta ScCDC23, ScCDC27 e Doc1 em levedura 

(Hwang et al., 1997). O APC sem a subunidade Doc1 (APCDoc1) se liga a CDC20 ou 

CDH1 normalmente, porém enquanto o APCCdh1 interage com CYCB o APCDoc1 não 

reconhece o substrato (Passmore et al., 2003).  Doc1 reconhece o substrato através 

do D-box e auxilia no processo de ubiquitinação estimulando a taxa de incorporação 
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de ubiquitina (Carroll et al., 2005). Provavelmente, reduzindo a velocidade de 

dissociação do substrato (Carroll et al., 2002). A região C-terminal do APC10 de 

eucariotos contém o motivo IR que está relacionado diretamente com a interação 

com a subunidade HsCDC27 (Vodermaier et al., 2003; Wendt et al., 2001). 

Curiosamente, os ativadores CDC20 e CDH1 também possuem este motivo, 

sugerindo que as subunidades contendo TPR auxiliam no contado entre o APC10, 

proteínas ativadoras (CDC20 ou CDH1), E2 e outras subunidades do APC 

(Vodermaier et al., 2003). Em A. thaliana, a superexpressão de APC10 reduz o 

número de células com conteúdo 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 superexpressão 

de AtAPC10 propicia um aumento da área foliar e conseqüente aumento de 

biomassa em tabaco.  

A subunidade CDC26 foi identifica em S. cerevisiae, e o seu  papel  se 

manteve pouco estudado até recentemente (Hall et al., 2003). Em C. elegans, uma 

pequena inibição via RNAi do gene CDC26 acarreta defeitos na polaridade celular 

do embrião, e uma forte inibição leva a uma paralisação na metáfase da meiose I 

(Dong et al., 2007). Em S. pombe foi identifica interação 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 estabilização do 

complexo TPR (Wang et al., 2009). 

A subunidade Swm1/APC13 foi descrita em S. cerevisiae atuando na 

estabilização das subunidades CDC16 e CDC27 (Hall et al., 2003) Em A. thaliana, 

BNS/APC13 está relacionado com o fenótipo “bonsai” quando regulado 
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epigeneticamente pelo alelo DDM1 através de modificações no padrão de metilação 

do DNA (Saze e Kakutani; 2007).  

 

1.8 Genômica comparativa em plantas 

 

O ciclo celular tem sido amplamente estudado em vários organismos e com o 

acesso recente a uma enorme quantidade de dados genômicos, deu-se origem a 

uma nova abordagem integrada chamada genômica comparativa. Nós cogitamos a 

possibilidade da análise comparativa de genomas para identificação de genes 

ortólogos em organismos importantes e estratégicos. Comparando o ciclo celular 

através das espécies, revelou-se que sua regulação é conservada evolutivamente. O 

melhor exemplo conhecido é o papel central das CYCs e quinases em todas as 

linhagens eucarióticas 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 disponíveis, em especial das espécies que estão localizadas na 

base evolutiva das plantas: as algas. Estes são organismos com um mínimo de 

organização celular e possuem, de forma intrigante, um conjunto completo de genes 

do ciclo celular - CDKs, CYCs, CKS, RB, E2F, DP, DEL, CDC25 e Wee1 (Robbens 

et al., 2005). Quando analisamos o  APC e seus ativadores nas algas, encontramos 

o mesmo padrão de conservação, porém com algumas peculiaridades. 

O desenvolvimento vegetal possui características particulares e tentar 

compreender este processo é de grande importância para a pesquisa biológica. Uma 

forma de desvendar como o desenvolvimento está 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 transição G2-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 anáfase 

(APC) em plantas, buscando entender os mecanismos envolvidos nas transições 

das fases do ciclo celular que levam a célula a eventos de diferenciação celular. O 

objetivo geral do meu trabalho consiste na caracterização das subunidades APC4, 

APC5 e APC10 de A. thaliana, bem como determinar a função dessas proteínas nos 

processos biológicos. 

 

2.2 Objetivos específicos do projeto 

  

● Análise evolutiva do APC e seus ativadores em plantas; 

● Caracterização das plantas de tabaco AtAPC10OE, AtCDC27aOE e 

10/27aOE sob estresse salino; 

● Caracterização das plantas de tabaco AtAPC10OE, AtCDC27aOE e 

10/27aOE sob estresse hídrico; 

●  Análise de parâmetros fotossintéticos das plantas de tabaco AtAPC10OE, 

AtCDC27aOE e 10/27aOE sob estresse hídrico; 

●  Análise das plantas de A. thaliana superexpressando as construções de 

microRNA artificial das subunidades AtAPC4 e AtAPC5 (amiRNA-AtAPC4 e 

amiRNA-AtAPC5); 

● Análise do promotor do gene AtAPC5. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1 Hormônios e antibióticos 

 

3.1.1 Hormônios para cultivo de N. tabacum 

 

Hormônio Solução estoque 
Concentração final de uso na 

cultura de tecidos 

AIA 10mg/mL 0,1g/mL 

6BA 10mg/mL 1g/mL 

 

 

3.1.2 Antibióticos para cultivo de N. tabacum 

 

Antibiótico Solução estoque 
Concentração final de uso na 

cultura de tecidos 

Kanamicina (Km) 50mg/mL 50g/mL 

Cefotaxima (Cf) 250mg/mL 250g/mL 

 

 

3.1.3 Antibióticos para seleção de bactérias transformadas 

 

Antibiótico Solução estoque 
Concentração final 

E. coli 

Concentração final 

A. tumefaciens 

Ampicilina (Ap) 100mg/mL 100g/mL - 

Cloranfenicol (Cm) 100mg/mL 34g/mL - 

Espectinomicina (Sp) 50mg/mL 50g/mL 100g/mL 

Estreptomicina (Sm) 100mg/mL 20g/mL 300g/mL 

Gentamicina (Gm) 40mg/mL 5g/mL 40g/mL 

Kanamicina (Km) 50mg/mL 50g/mL - 

Rifamicina (Rf) 50mg/mL 100g/mL 100g/mL 
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3.2 Cepas de bactérias 

 

 Escherichia coli DH5 

 Agrobacterium tumefaciens C58C1 RfR pMP90 GmR 

 

3.3 Plantas  

 

 Arabidopsis thaliana ecotipo Columbia (Col) 

 Nicotiana tabacum variedade SR1  

● Oryza sativa cultivar Nipponbare 

● Populus trichocarpa 

 

3.4 Meios de cultura 

 

Todos os meios de cultura foram esterilizados por autoclavação durante 15 

minutos a 120°C e 1 atmosfera. 

 

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

 

 Triptona 10g/L 

 Extrato de levedura 5g/L 

 NaCl 10g/L 

 Ajustar para o pH 7,0 com NaOH 1M 

 Para meio sólido, acrescentar ágar 1,5% 
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3.4.2 Composição do meio YEB (Yeast Extract Broth) para crescimento de              

A. tumefaciens 

 

 Extrato de carne - 5g/L 

 Extrato de levedura - 1g/L 

 Peptona - 5g/L 

 Sacarose - 5g/L 

 MgSO4.7H2O - 2x10-3M 

 Ajustar para o pH 7,4 com NaOH 1M 

 Para o meio sólido, acrescentar ágar 1,5%  

 

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

 

 Sais de MS - 4,03g/L 

 Sacarose - 30g/L 

 Ajustar para o pH 5,7 com KOH 1M 

 Para meio sólido, acrescentar ágar 0,8%  
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3.4.4 Composição do meio GM (Germination Medium) para cultivo de            

A. thaliana 

 

  Sais de MS - 4,03g/L  

  Sacarose - 30g/L 

  MES - 0,5g/L 

  Ajustar para o pH 5,7 com KOH 1M 

  Para meio sólido, acrescentar ágar 0,8%  

 

3.4.5 Composição da solução de Hoagland para cultivo de O. sativa 

 

  KNO3  - 202g/L  

 Ca(NO3)2.4H2O - 472g/L  

 FeEDTA - 15g/L    

 MgSO4.7H2O - 493g/L     

 NH4NO3  -  80g/L     

 KH2PO4  - 136g/L 

Micronutrientes         

 H3BO3  - 2.86g/L 

 MnCl2.4H2O  - 1.81g/L 

 ZnSO4.7H2O - 0.22g/L 

 CuSO4  - 0.051g/L 

 Na2MoO4.2H2O - 0.12g/L      

 Ajustar para o pH 6,0 com KOH 3M 
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3.5  Material vegetal e condições 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 esterilização, as 

sementes de Arabidopsis, mantidas a 4C, foram colocadas em tubos de 

microcentrífuga contendo 1mL de etanol a 70% por dois minutos. Após a retirada do 

etanol, as sementes foram colocadas em uma solução de hipoclorito de sódio 5% e 

Tween a 0,01% por 15 minutos. As mesmas foram lavadas cinco vezes em água 

destilada autoclavada. As sementes esterilizadas foram dispostas em meio de 

cultura sólido com o auxílio de palitos de madeira autoclavados. A quebra da 

dormência foi feita a 4C por pelo menos dois dias. As plantas foram cultivadas em 

casa de vegetação a 21 0C com fotoperíodo 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 esterilização, as sementes de tabaco, mantidas a 4C, foram colocadas em tubos 

de microcentrífuga contendo 1mL de etanol a 70% por dois minutos. Após a retirada 

do etanol, as sementes foram colocadas em uma solução de hipoclorito de sódio 5% 

e Tween a 0,01% por 15 minutos. As mesmas foram lavadas cinco vezes em água 

destilada autoclavada. As sementes esterilizadas foram dispostas em meio de 
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cultura sólido com o auxílio de palitos de madeira autoclavados. As plantas foram 

cultivadas em casa de vegetação a 28°C com fotoperíodo 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 sódio 5% por 20 

minutos e, posteriormente, lavadas com água destilada. Para o tratamento no 

escuro, as plantas foram cultivadas em hidroponia (0.5X solução de Hoagland) em 

estufa a 25-28 °C durante 2 semanas. O grupo controle foi cultivado com fotoperíodo 

de 12h claro/12h escuro, sob intensidade luminosa entre 3.500-6.000 lux, e o grupo 

etiolado foi cultivado na escuridão (plantas de 10 dias).  Para a coleta de tecidos 

(parte aérea e raiz - 5 dias), as plantas foram cultivadas em hidroponia (0.5X solução 

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 lâmina - 120 dias). As plantas e tecidos coletados foram 

congelados em nitrogênio líquido e armazenadas a -80°C até a extração do RNA.  

 

3.6 Material biológico para análise da expressão gênica  

 

3.6.1 Arroz 

 

Para o tratamento no escuro, as plantas foram cultivadas em hidroponia (0.5X 

solução de Hoagland) em estufa a 25-28 °C durante 2 semanas. O grupo controle foi 

cultivado com fotoperíodo de 12h claro/12h escuro e o grupo etiolado foi cultivado na 
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escuridão (plantas de 10 dias).  Para a coleta de tecidos (parte aérea e raiz - 5 dias), 

as plantas foram cultivadas em hidroponia (0.5X solução 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 lâmina - 

120 dias). As plantas e tecidos coletados foram congelados em nitrogênio líquido e 

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

 

3.6.2 Arabidopsis  

 

Plantas de A. thaliana - controle e transformadas com as construções 

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 

vegetação a 21°C com fotoperíodo de 16 horas de luz sob intensidade luminosa 

entre 3.500-6.000 lux. Para análise de expressão gênica, foram coletadas folhas de 

plantas de 20 dias. 

 

3.6.3 Poplar 

 

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

de biotecnologia de florestas, Universidade Estadual da Carolina do Norte). 
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3.7 Análise da expressão gênica  

 

3.7.1 Extração de RNA total e tratamento com DNAse I 

 

O RNA total foi extraído seguindo o método descrito por Logemann e 

colaboradores (1987). O material foi macerado em nitrogênio líquido e transferido 

para tubos de 1,5mL contendo 500L de um tampão de extração (200mM Tris-Cl 

pH7,5; 100mM LiCl; 5mM EDTA; SDS a 1%), 250L de fenol pH 8,0 e 250L de 

clorofórmio. 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 250L de fenol e 

250L de clorofórmio. 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 4oC 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 250L de água destilada 

DEPC, ao qual foram adicionados 25L de NaOAc 3M DEPC e 550L de etanol 

absoluto. A mistura foi incubada a -70oC 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 solução etanol 70% DEPC, sendo 

posteriormente centrifugado a 20.000g por 5 minutos. A solução de etanol foi 

descartada e o excesso do mesmo foi retirado com auxilio de uma pipeta. O RNA 

precipitado foi finalmente ressuspenso em 50L de H2O milli-Q DEPC. 

                                                             
* Todas as soluções usadas para extração de RNA e síntese de 1

a
 fita foram tratadas com 0.1% de 

dietilpirocarbonato (DEPC), um potente inibidor de RNAse, durante 16 horas e foram depois 
autoclavadas. 



41 

 

Antes da síntese do cDNA, os RNAs totais foram tratados com DNAse I, para 

eliminar qualquer contaminação por DNA genômico. Os RNAs foram incubados com 

0,5U de DNAse I (Amersham biosciences - GE healthcare) para cada 1g de RNA 

total, no tampão da enzima (200mM Tris-Cl pH 8,3, 500mM KCl, 25mM MgCl2, 

DEPC 0,1%), a 37oC por 10 minutos. O volume de reação final foi determinado pela 

quantidade da enzima usada, sendo 10L de reação para cada microlitro de enzima. 

Ao tubo de microcentrífuga de 1,5mL, contendo o RNA tratado, foram 

adicionados um volume de fenol. As fases foram misturadas por agitação 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 clorofórmio. O 

material foi misturado por agitação durante 1 minuto e centrifugado a 20.000g por 2 

minutos. Após a centrifugação, a fase aquosa foi transferida para um novo tubo. O 

RNA foi precipitado pela adição de 1/10 do volume de  NaOAc 3M DEPC e 2 

volumes de etanol absoluto, seguido de incubação a -70oC por 30 minutos ou 

durante a noite a -20oC. Depois foi centrifugado a 20.000g por 20 minutos a 4oC. O 

sobrenadante foi descartado e o RNA precipitado foi lavado com uma solução de 

etanol a 70% em água DEPC. A amostra foi centrifugada a 20.000g por 5 minutos a 

4oC. A solução de etanol foi descartada e o excesso de etanol foi retirado com uma 

breve centrifugação. O RNA precipitado foi ressuspenso em 30l de H2O milli-Q 

DEPC. 
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3.7.2 Síntese de primeira fita de cDNA 

 

O RNA total foi tratado com DNAse I e depois foi feita uma reação de 

transcrição reversa para a obtenção da primeira fita de cDNA a partir do RNAm. As 

sínteses de primeira fita foram realizadas utilizando 2 kits: “First-Strand cDNA 

Synthesis Pharmacia Kit” (GE healthcare) e “Taqman 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 reações com volume final de 15L, de acordo com o 

fabricante. 2,5g de RNA total foram desnaturados a 65oC por 10 minutos num 

volume de 8L. Após este período de desnaturação foram adicionados ao RNA: 1L 

(0,2g) do oligonucleotídeos Not-dT, 1L de 200mM DTT e 5L 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 37oC. Os 

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

 

Oligonucleotídeo utilizado: 

Not-dT: 5'-AACTGGAAGAATTCGCGGCCGCAGGAAT18-3' 
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 Primeira fita para análise de RT-PCR em tempo real 

 

A primeira fita de cDNA sintetizada usando o “Taqman First strand cDNA 

synthesis kit”, foi feita em reações com volume final de 25L, de acordo com o 

fabricante. Para cada 500ng de RNA total foram adicionados 2,5L de  TaqMan RT 

Buffer 10X, 5,5L de 25mM MgCl2, 5 L de dNTPs Mix, 1,25L de Hexâmero 

randômico, 0,5L de RNase Inhibitor, 0,625L de MultiScribeTM Reverse 

Transcriptase (50U/L). As amostras foram incubadas a 25oC por 10 minutos, 

seguidos por 48oC por 30 minutos e um último passo de 95oC por 5 minutos. As 

amostras foram diluídas quatro vezes com 10mM de Tris-Cl pH 8,0 e armazenadas a 

-20oC ou prontamente utilizadas. 

 

Oligonucleotídeo utilizado: 

Hexâmero randômico (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 recomendações do 

fabricante. 

A reação foi feita em uma placa de 96 poços (MicroAmp Optical 96 - Well 

Reaction Plate - Applied Biosystems). Em cada poço foram colocados 6,25L da 

reação de primeira fita diluída 4 vezes, 12,5L da solução “Mix RT-PCR” e 6,25L de 

uma mistura dos dois oligonucleotídeos específicos para cada gene (APÊNDICE I) a 

3,6M cada um. Para cada reação, que utilizava os oligonucleotídeos específicos 
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para cada gene, foi feita outra com oligonucleotídeos específicos para o gene RNAr 

28S (28S), gene constitutivo em todas as células da planta. Esta reação foi utilizada 

como controle positivo e como normalizador da quantidade de primeira-fita de cDNA 

utilizada nos experimentos. 

Como controle negativo, foi feita uma reação nas mesmas condições do 

controle positivo sem o molde de primeira fita.  

O resultado bruto do programa do RT-PCR em tempo real é uma curva 

logarítmica da intensidade de fluorescência na fase inicial, que se transforma, 

gradativamente, num platô de saturação. Para determinarmos a quantidade precisa 

do produto de PCR, é imprescindível que o ponto de medição seja bem 

determinado. É preciso desconsiderar o sinal inicial, que pode conter fluorescência 

basal. Esta é muito evidente nos ciclos iniciais, antes de haver uma quantidade 

significativa do DNA amplificado. É baseado nestes ciclos que se determina a linha 

de fluorescência básica das amostras. O ponto de medição escolhido foi acima da 

linha de base, ainda na fase logarítmica da curva. 

O ponto de medição determina o número de ciclos necessários para gerar a 

fluorescência 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 fluorescência encontrada naquele determinado 

número de ciclos, em unidade arbitrária. O valor da fluorescência de cada amostra 

com os oligonucleotídeos específicos dos genes em questão foi, então, subtraído 

pelo valor de fluorescência da amostra correspondente ao oligonucleotídeo 28S. A 

planta SR1 de cada tempo foi escolhida o “calibrador”. Assim, as amostras foram 

normalizadas pela quantidade de primeira-fita. Depois deste cálculo 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 o gene em questão em relação 

ao controle do experimento. 

 

Fl. Rel. = (CT gene - CT 28S) = CT – CT SR1 = CT = 2CT 

Onde, Fl. Rel. é a fluorescência relativa. 

CT 28S é a média de número de ciclos no ponto escolhido do controle com 28S. 

CT gene é a média de número de ciclos no ponto escolhido da curva em questão. 

Para expressão relativa dos experimentos com os controles experimentais, então: 

Fl. Rel. exp / Fl. Rel. cont 

 

3.8 Clonagem 

 

3.8.1 Clonagem utilizando o sistema Gateway (Invitrogen ®) 

 

 Este sistema baseia-se na transferência de uma ou mais seqüências de DNA 

para múltiplos vetores em reações paralelas, enquanto mantém a mesma orientação 

e código de leitura. Para isto, a técnica utiliza sítios específicos de recombinação 

(att) do fago  e um conjunto de enzimas denominadas recombinases. O sistema de 

clonagem é constituído por duas etapas: a reação LR e a reação BP.  

 

 Reação BP 

 

É uma reação de recombinação, catalisada pela “BP Clonase Enzyme Mix”, 

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

trabalho pDONR221 - APÊNDICE II). Esta reação serve para criar um vetor de 
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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 inserção do 

gene de interesse no vetor doador, é necessário acrescentar regiões de 

recombinação nos oligonucleotídeos específicos. Assim, o produto final da reação 

de PCR estará flanqueado pelas seqüências de recombinação attB1 e attB2. Quando 

ocorrer a reação BP, o vetor doador (que possui regiões attP1 e attP2) irá 

recombinar com o produto do PCR (que possui regiões attB1 e attB2) e formará um 

vetor de entrada contendo as regiões attL1 e attL2 (Figura 10). Isto garante a 

orientação correta da ORF após a reação.  

As condições usadas na amplificação dos cDNAs das subunidades do APC 

escolhidas foram (quadro 1) (1°PCR): 

 

Componentes Volume 

cDNA 100ng/mL 1L 

Oligonucleotídeo attB1 10M 2,5L 

Oligonucleotídeo attB2 10M 2,5L 

dNTP 10mM 1,5L 

Enhancer 10X 5L 

Tampão da enzima 10X 5L 

Enzima Pfx 5U/L 0,5L 

MgSO4 50mM 1L 

Água Milli-Q 31L 

Volume Final 50L 

 

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

utilizando as seguintes condições (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 repetições a partir do passo 2 

6 68°C 10 minutos 

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

 

As amplificações por PCR de algumas ORFs deste trabalho foram realizadas 

utilizando apenas um par de oligonucleotídeos específicos, contendo toda a 

seqüência adaptadora da região de recombinação attB (figura 10). Com a inclusão 

da região de recombinação nos oligonucleotídeos específicos, somente uma reação 

de PCR é necessária (oligonucleotídeos com 60 nucleotídeos). 

Entretanto, para a amplificação de algumas ORFs, uma segunda reação de 

PCR foi realizada utilizando o produto do primeiro PCR como molde. 

Oligonucleotídeos contendo a região adaptadora, inclusive parte da região existente 

no primeiro par de oligonucleotídeos específicos, foram utilizados para gerar um 

produto final contendo a região de recombinação attB (figura 10). 

Na segunda amplificação (quadro 3) (2° PCR), os seguintes parâmetros 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 repetições a partir do passo 2 

6 94°C 15 segundos 

7 55°C 30 segundos 

8 68°C 3 minutos 

9 25 repetições a partir do passo 6 

10 68°C 5 minutos 

 
Quadro 3: Programa da segunda reação da PCR para clonagem em vetores Gateway.  
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Figura 10: Esquema da metodologia GATEWAY de clonagem dos cDNAs das subunidades do 

Complexo Promotor da Anáfase. Os genes de interesse são amplificados com oligonucleotídeos 

específicos, porém com adaptadores que possuem uma parte da seqüência de recombinação (1
o
 

PCR). Uma vez amplificado, uma segunda rodada de PCR é realizada com oligonucleotídeos 

adaptadores (ADAPT) que reconhecem a seqüência de recombinação. Este segundo produto 

amplificado é clonado através de uma reação BP em um vetor doador. A partir deste vetor (vetor de 

entrada), é possível clonar o gene de interesse na fase de leitura correta em qualquer vetor Gateway 

(reação LR), desde que o vetor de destino possua a seqüência de recombinação (attR, círculos 

vermelhos). Ver APÊNDICE III para os clones de destinos construídos para a realização deste 

trabalho. 

Fragmento a ser amplificado 

a partir do cDNA 

Produto do 1° ou 2° PCR 

attB1                                             attB2 

Reação BP 

Vetor doador 

221 

221 

Vetor de entrada 

2° PCR - oligonucleotídeo ADAPT 

1° PCR - oligonucleotídeo específico + ADAPT* 

Reação LR 
Vetor de destino 
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O fragmento de DNA de interesse, após a purificação, foi clonado no vetor 

pDONR221 (Invitrogen) em uma reação denominada BP (quadro 4). A reação BP foi 

incubada a 25°C por 12 horas e posteriormente dialisada durante 3 horas em 

membrana 0,025m (Millipore). Após a diálise, a reação foi utilizada para 

transformar E. coli DH5 por eletroporação. As colônias resistentes a 50g/mL de 

kanamicina foram inoculadas em meio LB líquido acrescido deste antibiótico. A 

extração do DNA plasmidial foi feita utilizando o kit “GFX Plasmid Minipreparation” 

(GE Healthcare) seguindo as instruções do fabricante. Uma vez confirmado por 

digestão e por seqüenciamento, este novo plasmídeo passa a ser chamado de clone 

de entrada. 

 

Componentes Quantidade 

Vetor doador (pDONR 221) 40fmol 

Produto de PCR 100fmol 

Tampão da enzima 5X 1L 

Enzima BP Clonase 5X 1L 

Água Milli-Q Completar até o volume final 

de 5L 

 
Quadro 4: Componentes da reação BP. Reações com volume final de 5L. 
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 Reação LR 

 

A partir do clone de entrada pode-se transferir o DNA para qualquer vetor de 

expressão Gateway. A reação LR é justamente a recombinação entre o vetor de 

entrada do sistema e o vetor de destino (figura 10). Esta reação é catalisada pela 

“LR Clonase Enzyme Mix”. As regiões attL1 e attL2 presentes no vetor de entrada 

(formado pela reação BP) e as regiões attR1 e attR2 presentes nos vetores de 

destino serão recombinadas e surgirá o clone de expressão. O clone de expressão 

resultante possui os sítios attB1 e attB2 idênticos aos presentes nos produtos de 

PCR. Neste trabalho, os vetores de destino utilizados foram pK7WG2 e pKGWFS7 

(APÊNDICE II). Os clones destino gerados neste trabalho estão descritos no 

APÊNDICE III. 

A reação LR deve ser incubada a 25°C por 12 horas e posteriormente 

dialisada durante 3 horas em membrana 0,025m (Millipore). Após a diálise, a 

reação foi utilizada para transformar E. coli DH5 por eletroporação. As colônias 

resistentes aos antibióticos exigidos pela seleção do vetor foram inoculadas em meio 

LB líquido acrescido dos antibióticos específicos. A extração do DNA plasmidial foi 

feita utilizando o kit “GFX Plasmid Minipreparation” (GE Healthcare) seguindo as 

instruções do fabricante. Uma vez confirmado por digestão, este novo plasmídeo 

passa a ser chamado de clone de destino. 
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Componentes Quantidade 

Vetor de destino 75 fmol 

Vetor de entrada com o 

gene de interesse 

0,5L (250ng) da extração de 

DNA plasmidial 

Tampão da enzima 5X 1L 

Enzima LR Clonase 5X 1L 

Água Milli-Q Completar até o volume final 

de 5L 

 

Quadro 5: Componentes da reação LR. Reações com volume final de 5L. 
 

 
Os vetores doadores e os vetores de destino contêm o gene ccdB flanqueado 

pelas regiões de recombinação. Por codificar uma proteína letal para as bactérias 

utilizadas nos experimentos, funciona como um agente inibidor de falsos positivos. 

Caso não ocorra a recombinação, as bactérias transformadas com estes vetores 

falharão no momento da replicação do DNA. Assim, qualquer falha na recombinação 

entre os vetores não resultará em clones viáveis.  

 

● Clonagem em vetor amiRNA 

 

O microRNA artificial (amiRNA) oferece 4 seqüências de oligonucleotídeos 

(I até IV), que são usados para projetar seu microRNA artificial no precursor 

miR319a por mutagênese sítio 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 SmaI) (APÊNDICE II). Vetor fornecido pelo grupo do 

Detlef Weigel (weigel@weigelworld.org). 
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O precursor contendo amiRNA é gerado por reações sobrepostas. A 

primeira rodada amplifica os fragmentos (a) até (c) (quadros 6, 7 e 8). Estes são, 

posteriormente, unidos na reação (d) (quadros 9 e 10). Oligonucleotídeos A e B são 

baseados na seqüência do plasmídeo. Eles estão situados fora do local de 

clonagem do pBSK para gerar maior número de produtos de PCR. Para clonagem 

no sistema Gateway (reação BP), foram utilizados oligonucleotídeos GWA e GWB 

para inserção das seqüências de recombinação (reação (e), quadros 11 e 12). Uma 

vez realizada a inserção das seqüências de recombinação, os produtos foram 

clonados, via reação BP, no vetor pDONR221 e, posteriormente, via reação LR, no 

vetor pK7WG2. Após cada reação, os produtos eram verificados em gel de agarose 

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

 

I: microRNA sense 

II: microRNA anti sense 

III: microRNA* sense 

IV: microRNA* anti sense 

 

Figura 11: Representação esquemática da metodologia de produção de amiRNA utilizando 
como molde o miR319a clonado no vetor pBSK. As direções de leitura dos miRNA e dos miRNA* 
estão representados na figura por setas. 
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 Oligonucleotídeo sense Oligonucleotídeo anti sense Molde 

(a) A IV pRS300 

(b) I II pRS300 

(c) III B pRS300 

(d) A B (a) + (b) + (c) 

(e) GWA GWB (d) 

 
Quadro 6: Conjunto de reações necessárias para produção do amiRNA. Cada reação é 
dependente de um molde específico.  

 

Para as reações (a), (b) e (c). 

 

Componentes Volume 

DNA plasmidial (1:100) 2,0L 

Oligonucleotídeo 10M 2,0L 

Oligonucleotídeo 10M 2,0L 

dNTP 2mM 5,0L 

Tampão da enzima 10X 5,0L 

Enzima Pfu 5U/L 0,5L 

Água Milli-Q 33,5L 

Volume Final 50L 

 
Quadro 7: Protocolo da reação da PCR para produção dos fragmentos (a), (b) e (c). Tampão da 
enzima Pfu (50mM Tris-Cl pH8.0, 50mM KCl, 1mM MgSO4 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 repetições a partir do passo 2 

6 72°C 7 minutos 

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

 

Para a reação (d). 

 

Componentes Volume 

PCR (a) 0,5L 

PCR (b) 0,5L 

PCR (c) 0,5L 

Oligonucleotídeo A 10M 2,0L 

Oligonucleotídeo B 10M 2,0L 

dNTP 2mM 5,0L 

Tampão da enzima 10X 5,0L 

Enzima Pfu 5U/L 0,5L 

Água Milli-Q 34,5L 

Volume Final 50L 

 
Quadro 9: Protocolo da reação da PCR para produção do fragmento (d). Tampão da enzima Pfu 
(50mM Tris-Cl pH8.0, 50mM KCl, 1mM MgSO4 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 1´30´´ 

5 24 repetições a partir do passo 2 

6 72°C 7 minutos 

 
Quadro 10: Programa das reações (d) para produção do amiRNA. 

 

Para a reação (e). 

 

Componentes Volume 

PCR (d) 2,0L 

Oligonucleotídeo 10M 2,0L 

Oligonucleotídeo 10M 2,0L 

dNTP 2mM 5,0L 

Tampão da enzima 10X 5,0L 

Enzima Pfu 5U/L 0,5L 

Água Milli-Q 33,5L 

Volume Final 50L 

 
Quadro 11: Protocolo da reação da PCR para produção do fragmento (e). Tampão da enzima Pfu 
(50mM Tris-Cl pH8.0, 50mM KCl, 1mM MgSO4 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 1´30´´ 

5 24 repetições a partir do passo 2 

6 72°C 7 minutos 

 
Quadro 12: Programa das reações (e) para produção do amiRNA. 

 

3.8.2 Verificação do produto de PCR em gel de agarose e eluição do DNA 

 

Os produtos das reações de PCR foram eletroforeticamente separados em gel 

de agarose 1% (USB), preparado com tampão TAE 0,5X (80mM Tris; 80mM ácido 

acético; 2mM EDTA pH 8,0) e brometo de etídeo (0.5µg/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 instruções do 

fabricante.  

As bandas desejadas foram cortadas do gel com o auxílio de uma lâmina de 

bisturi. Estas bandas foram colocadas em um tubo de microcentrífuga de 1,5mL. 

Para cada 10mg de gel foram adicionados 10L de tampão 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 microcentrífuga de 1,5mL e 

incubada por 1 minuto à temperatura ambiente. O sistema tubo/coluna foi então 
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centrifugado por 30 segundos a 20.000g e o líquido descartado. Foram adicionados 

500L de tampão de lavagem à coluna de purificação e posteriormente esta foi 

centrifugada por 30 segundos a 20.000g. A coluna foi transferida para um novo tubo 

de microcentrífuga de 1,5mL. Foram adicionados 30L de água Milli-Q a coluna. 

Após centrifugação, a solução contendo o DNA eluído do gel foi estimada através de 

eletroforese em gel de agarose 1%. 

 

3.8.3 Preparação de bactérias eletrocompetentes e eletroporação 

 

Bactérias E. coli DH5 eletrocompetentes foram preparadas de acordo com 

protocolo descrito por Ausubel et al. (1992). 

Para a eletroporação, foram utilizadas alíquotas de 40L de E. coli DH5 

eletrocompetentes e 20-100ng de DNA. As eletroporações foram realizadas em 

cubetas (Bio-Rad) de 1,8kV a 200 e 25F em um eletroporador (Eppendorf) como 

descrito por Ausubel et al., (1992). 

 

3.8.4 Preparação de A. tumefaciens competente 

 

Uma colônia isolada de A. tumefaciens C58C1 pMP90 foi inoculada em 5mL 

de YEB líquido contendo 100g/mL de Rf e 40g/mL de Gm. Este pré-inóculo foi 

incubado a 28°C, sob agitação, por aproximadamente 16 horas e depois diluído em 

100mL de meio YEB contendo os mesmos antibióticos já citados. A cultura de 

100mL cresceu a 28°C, sob agitação, até a D.O.600nm de 0.5. Atingida a D.O., cultura 

foi centrifugada a 4ºC 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 CaCl2. 

Alíquotas de 100L foram feitas e estocadas a –70ºC. 

 

3.8.5 Transformação de A. tumefaciens e seleção 

 

A transformação de A. tumefaciens consiste numa brusca alternância de 

temperatura (caracterizando o choque térmico). Adicionou-se 1µg de DNA na 

alíquota de células competentes. O tubo de microcentrífuga foi colocado em 

nitrogênio líquido 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 agitação. Posteriormente, o tubo de 15mL foi 

incubado a 30°C por 2 horas sob agitação. Ao final do período, a suspensão celular 

foi plaqueada em YEB sólido contendo os antibióticos adequados. 

 

3.8.6 Minipreparação de DNA plasmidial e digestão com enzimas de restrição 

 

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

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

Healthcare) e o protocolo utilizando lisozima. 

 

 Kit “GFX Plasmid Minipreparation” 

 

Uma colônia isolada da bactéria E. coli DH5 com o plasmídeo de interesse 

foi inoculada em 3mL de meio LB líquido, contendo os antibióticos específicos para 

cada clone. 
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O inóculo foi incubado a 37°C, sob agitação, por aproximadamente 16 horas 

para o crescimento da mesma. A cultura foi transferida para tubos de 

microcentrífuga de 1,5mL e centrifugada a 20.000g por 3 minutos. O meio LB foi 

descartado e as bactérias precipitadas foram ressuspensas, sob agitação, em 300L 

da Solução I (100mM Tris-Cl pH 7.5, 10mM EDTA pH 8.0, 400g/mL RNase I). 

Posteriormente, foram acrescentados 300L da Solução II (NaOH 1M, SDS a 5,3%). 

Depois da lise bacteriana, 600L da Solução III (Acetato de potássio 5M) foram 

adicionados para completa neutralização. O lisado foi centrifugado a 20.000g por 5 

minutos e o sobrenadante transferido para uma coluna de purificação GFX acoplada 

a um tubo coletor de 2mL. A coluna foi centrifugada a 20.000g por 30 segundos e o 

líquido armazenado no tubo coletor descartado. Foram adicionados 400L 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 microcentrífuga e 50L de água 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 plasmídeo purificado permaneceu diluído em 50 L de água Milli-

Q. 

O plasmídeo extraído foi digerido com enzimas de restrição para verificar a 

ligação do fragmento desejado no vetor (seguindo protocolos descritos por 

Sambrook e Colaboradores, 1989). Enzimas de restrição foram escolhidas e 1-2g 

de DNA plasmidial foram digeridos com 3U de cada enzima para cada 1g de DNA. 

Os tampões utilizados na digestão foram os recomendados para cada enzima pelo 

fabricante. A reação de digestão ocorreu durante 3-4 horas a 370C e foi analisada 

posteriormente em gel de agarose 1%. 
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 Lisozima 

 

Uma colônia isolada da bactéria E. coli DH5 com o plasmídeo de interesse 

foi inoculada em 5mL de meio LB líquido contendo os antibióticos específicos para 

cada clone. 

 O inóculo foi incubado a 37°C, sob agitação, por aproximadamente 16 horas 

para o crescimento da mesma. A cultura foi transferida para tubos de 

microcentrífuga de 1,5mL e  centrifugada a 20.000g por 3 minutos. O meio LB foi 

descartado e as bactérias precipitadas foram ressuspensas, sob agitação, em 175L 

de tampão TEZ (50mM Tris-Cl pH 8.0, sacarose a 15%, 50mM EDTA pH 8.0). 

Posteriormente, adicionou-se 25L de lisozima (10mg/mL) e incubou-se por 15 

minutos a temperatura ambiente. Após a adição de 400L de água 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 

sódio 3M e 1 Volume de isopropanol. A mistura foi centrifugada a 20.000g por 20 

minutos. O sobrenadante foi descartado e o plasmídeo precipitado foi lavado com 

uma solução de etanol a 70 %. Uma nova centrifugação foi realizada a 20.000g por 

5 minutos. A solução de etanol foi descartada e o precipitado foi ressuspenso em 

50L de H2O Milli-Q. 
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3.9 Plantas transgênicas 

 

3.9.1 Obtenção de plantas AtAPC10OE  

Após a obtenção das linhagens transformadas in vitro (geração T0), as plantas 

superexpressando a subunidade AtAPC10 foi transferida para a terra até gerarem 

sementes por autofecundação (geração T1). As sementes foram coletadas, 

esterilizadas e guardadas a 4ºC. A partir da semeadura de 100 sementes de cada 

linhagem AtAPC10OE em MS/Km, foi possível determinar a segregação mendeliana 

(figura 12). Para verificar se o agente seletor estaria ou não influenciando no 

fenótipo, 50 sementes foram semeadas em MS sem antibiótico. 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 autofecundação dessas plantas resultou em sementes 

correspondentes a geração T2, Estas sementes foram esterilizadas, guardadas a 4°C 

e semeadas em meio MS/Km para determinar sua segregação (homozigotas ou 

hemizigotas). As sementes T2 foram objetos de estudo deste trabalho. 
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Figura 12: Esquema para obtenção de uma geração T2. As plantas T0 geraram sementes por 
autofecundação. A segregação dessas sementes foi determinada (3:1) e as plantas passadas para a 
terra (geração T1). As plantas da geração T1 geraram sementes por autofecundação (geração T2). 
Plantas homozigotas e hemizigotas de cada linhagem foram objetos das análises.  
 

 

 3.9.2 Estresses salino e hídrico das plantas AtAPC10OE, AtCDC27aOE, 

10/27aOE e SR1 

As plantas AtAPC10OE, AtCDC27aOE, 10/27aOE e SR1foram germinadas em 

meio MS, MS+NaCl 0,3% e MS+NaCl 0,7%. Após 10 dias de período in vitro, as 

plantas foram analisadas. Para acompanhar o crescimento radicular, as plantas 

AtAPC10OE, AtCDC27aOE, 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 vegetação na posição vertical (sob condições anteriormente 

mencionadas).  Após 20 dias de período in vitro, as placas foram analisadas. 

Para realizar o estresse hídrico, 10 plantas das linhagens transformadas 

AtAPC10OE, AtCDC27aOE, 10/27aOE e do controle SR1 foram separadas em dois 

Segregação 

Segregação 
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grupos. Um foi submetido ao tratamento de restrição hídrica e outro não teve seu 

regime hídrico alterado. O tratamento iniciou-se com a primeira medição do aparelho 

fotossintético. 

 

3.9.3 Verificação de massa fresca e seca das plantas de tabaco 

 

As folhas e o caule de cada tabaco foram coletados e imediatamente pesados 

em balança de precisão. 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 à massa 

seca.  

 

3.9.4 Análise estatística das plantas de tabaco 

 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad 

Prism versão 3 (GraphPad Software Incorporated). Cada análise estatística foi 

realizada com um número de amostras igual a 12 (plantas) por construção/linhagem. 

Os valores extremos obtidos (valor máximo e mínimo) foram descartados. Os 

experimentos foram realizados em duplicata. Os dados obtidos foram submetidos à 

análise de variância e feito o teste Turkey para comparação de médias. O teste 

Turkey permite estabelecer a diferença mínima significante, ou seja, a menor 

diferença de médias de amostras que deve ser tomada como estatisticamente 

significante, em determinado nível.  
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3.9.5 Conteúdo relativo de água 

 

Discos foliares (2 cm de diâmetro) das plantas submetidas ao estresse hídrico 

e controle foram excisados; e pesados em balança de precisão com 5 algarismos 

significativos. Após 3 dias em estufa a 50°C, os discos foliares foram novamente 

pesados. A diferença entre as medições indicaram a perda de água dos discos e 

manutenção do peso do material orgânico. Cada excisão foi realizada durante as 

medições do aparelho fotossintético.  

 

3.10 Análise fotossintética 

 

Os valores do rendimento quântico do fotossistema II (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 

fluorescência modulada (MINI-PAM, Walz). O desempenho fotossintético em função 

de níveis crescentes de luz foi determinado utilizando a programação do mesmo 

equipamento, com níveis crescentes de luz durante 4 minutos, em oito estágios de 

30 segundos cada. Ao final de cada nível de luz foi aplicado um pulso saturante 

(cerca de 6000 μmol.m-2s-1) para a determinação de parâmetros de fluorescência. O 

rendimento quântico efetivo do fotossistema II foi determinado conforme Genty et al. 

(1989) através da fórmula: φ = ΔF/F„m = (F„m - F)/F„m, onde F é a fluorescência da 

clorofila na amostra adaptada à luz e F„m a máxima fluorescência da amostra 

adaptada à luz, com o pulso saturante. A taxa aparente de transporte de elétrons 

(ETR) foi determinada da mesma forma utilizada por Lüttge et al (1998): ETR = 

0,5.(ΔF/F„m).DFF. Segundo Lüttge et al. (1998), é de se esperar que a fotossíntese 
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não atinja o “estado estacionário” devido ao tempo muito pequeno de exposição a 

cada nível de luz mas o método permite rápidas medidas comparativas entre 

diferentes tratamentos. O excesso relativo de radiação fotossinteticamente ativa foi 

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

 

3.11 Identificação dos genes e localização cromossômica 

 

Pesquisas em várias bases de dados foram realizadas para encontrar as 

subunidades do APC, CDC20 e CCS52 em Arabidopsis, arroz e poplar. A estratégia 

para a obtenção de cada gene nos genomas foi o seguinte: seqüências de 

Arabidopsis, anteriormente publicadas (The Arabidopsis Genome Initiative, 2000), 

foram obtidas no banco de dados TAIR8 (http://www.arabidopsis.org). As seqüências  

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/Poptr1_1/Poptr1_1 . home.html), Sorghum bicolor BTx623 - DOE Join 

Genome Institute (http://genome.jgi-psf.org/Sorbi1/Sorbi1.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/Volca1/Volca1.home.html), 

Chlorella sp. NC64A - DOE Join Genome Institute (http://genome.jgi-

psf.org/ChlNC64A_1/ChlNC64A_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/Phypa1_1/Phypa1_1.home.html),  Selaginella 

moellendorffii - DOE Join Genome Institute (http:/ / genome.jgi-

psf.org/Selmo1/Selmo1.home.html) e Cyanidioschyzon merolae 

(http://merolae.biol.su-tokyo.ac.jp). A busca por seqüências 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 officinarum no Gene Index DFCI 

(http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/cgi-bin/tgi/Blast/index.cgi). Localizações 

cromossômicas das subunidades do APC e dos genes CDC20/CCS52 foram obtidas 

utilizando BLAST e outras ferramentas de localização genômica. 

 

3.12 Identificação dos domínios de proteína 

 

O banco de dados SMART (http://smart.embl-heidelberg.de) foi usado para 

confirmar se cada seqüência de proteínas possui domínios e motivos conservados. 

O programa de pesquisa TPRpred (http://toolkit.tuebingen.mpg.de/tprpred) foi 

utilizado para confirmar a presença do domínio TPR em seqüências específicas 

(Karpenahalli et al., 2007). 

 

3.13 Análise filogenética 

 

As análises filogenéticas das subunidades TPR e ativadores CDC20 e CCS52 

foram realizadas utilizando o método de Neighbor-Joining, presente no programa de 

análise genética e evolução molecular - MEGA4 (Tamura et al., 2007). O 

alinhamento para a construção da árvore foi realizada usando ClustalW com o matriz 
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Gonnet de pontuação. A confiabilidade das árvores obtidas foi testada utilizando 

“bootstrap” com 2000 repetições. 

 

3.14 Exon-intron e domínio TPR 

 

A informação sobre exon-intron foi obtida a partir dos domínios TAIR, TIGR e 

bases de dados JGI. As seqüências dos domínios de repetição foram extraídas e 

alinhadas entre si usando o Smith-Waterman, uma ferramenta de alinhamento no 

pacote EMBOSS (Rice et al., 2000; Björklund et al., 2006). Isso gerou pontuações 

dos alinhamentos entre todos os domínios individuais. 
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CAPÍTULO I 

 

Análise evolutiva do APC em plantas 
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1 Identificação das subunidades do APC e  dos ativadores 

 

Embora todas as previsões do número de genes estejam sujeitas a 

alterações, 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 duplicação e a fixação de genes em plantas são 

extensas e o número de famílias gênicas são geralmente maiores em plantas do que 

em animais (Cui et al., 2006). As informações disponíveis sobre seqüências de 

genes relacionados com o ciclo celular vegetal levantam uma série de questões. Os 

genomas das plantas codificam todas as subunidades do APC e todos os tipos de 

ativadores? Será que os genes possuem uma estreita relação filogenética? O 

quanto são comparáveis os padrões de expressão dos genes do ciclo celular de 

diferentes espécies? Os genomas de Arabidopsis, arroz e poplar proporcionam uma 

excelente combinação para uma amplo estudo dos genes do APC e dos ativadores 

em planta.  

A fim de realizar uma comparação do APC e ativadores entre as espécies, 

seqüencias de Arabidopsis foram usadas para identificar possíveis ortólogos  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 seqüencias das 

subunidades do APC em Arabidopsis já foram publicadas e serviram de base para a 

busca por ortólogos (Capron et al., 2003a, Fülöp et al., 2005; Eloy et al., 2006). Após 

exaustiva procura nos bancos de dados, alguns genes foram encontrados somente 
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em bancos de seqüencias expressas (Expressed Sequence Tag – EST) 

armazenadas no Gene Index DFCI. Posteriormente, a ferramenta SMART, para 

identificação de motivos, foi usada para identificar possíveis domínios em todas as 

proteínas candidatas (Schultz et al., 2000).  Usando esta estratégia, foi feita uma 

relação das seqüências de subunidades do APC e ativadores em dicotiledônea 

(poplar)  e em monocotiledônea (arroz) (tabela 3). Todas as fases de leitura aberta 

(Open Reading Frame – ORF) das subunidades do APC e ativadores foram 

identificadas, e as respectivas proteínas traduzidas contêm os domínios 

conservados. Isto é um dos muitos exemplos para a conservação evolutiva da 

maquinaria do ciclo celular eucariótico (apenas o APC9 parece ser único em S. 

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

Descrição do gene Arabidopsis thaliana Oryza sativa Populus trichocarpa Motivo das proteínas 

Subunidades do 
APC 

Números de acesso  

APC1 At5g05560 TC286185
a
 Pt765590 Repetição de Rpn1/2  

APC2 At2g04660 LOC_Os04g40830 Pt832637 Domínio Culina  

APC3/CDC27a At3g16320   Repetição de TPR  

APC3/CDC27b At2g20000 LOC_Os06g41750 Pt835890 Repetição de TPR 

   Pt278795 Repetição de TPR 

APC4 At4g21530 LOC_Os02g54490 Pt817758 Repetição de WD-40  

APC5 At1g06590 LOC_Os12g43120 Pt592813 Repetição de TPR 

APC6/CDC16 At1g78770 LOC_Os03g13370 Pt585761 Repetição de TPR 

APC7 At2g39090 LOC_Os05g05720 Pt828004 Repetição de TPR 

APC8/CDC23 At3g48150 LOC_Os02g43920 Pt834319 Repetição de TPR 

  LOC_Os06g46540  Repetição de TPR 

APC10 At2g18290 LOC_Os05g50360 Pt796785 Domínio Doc 

APC11 At3g05870 LOC_Os03g19059 Pt292476 Domínio RING-H2  

  LOC_Os07g22840  Domínio RING-H2  

CDC26 

APC13 

TC308166
a
 

At1g73177 

TC356501
a
 

TC311476
a
 

TC118342
a 

Pt647861 

- 

- 

   Pt660762 - 

Ativadores     

CDC20_1 At4g33260 LOC_Os09g06680 Pt571123 Repetição de WD-40 

CDC20_2 At4g33270 LOC_Os04g51110 Pt272847 Repetição de WD-40 

CDC20_3 At5g26900 LOC_Os02g47180 Pt738273 Repetição de WD-40 

CDC20_4 At5g27080  Pt256238 Repetição de WD-40 

CDC20_5 At5g27570  Pt257786 Repetição de WD-40 

CDC20_6 At5g27945   Repetição de WD-40 

CCS52A1 At4g22910 LOC_Os03g03150 Pt415429 Repetição de WD-40 

CCS52A1_2   Pt180625 Repetição de WD-40 

CCS52A2 At4g11920   Repetição de WD-40 

CCS52B 

CCS52B_2 
At5g13840 LOC_Os01g74146 

Pt820353 

Pt833809 

Repetição de WD-40 

Repetição de WD-40 

 a 
Números de acesso do projeto Gene index  (http://compbio.dfci.harvard.edu/tgi/) 
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Dois homólogos de CDC27 foram identificados em Arabidopsis AtCDC27a e 

AtCDC27b (Blilou et al., 2002). Em poplar, dois homólogos do CDC27 foram também 

identificados: PtCDC27_1 e PtCDC27_2. Entretanto, uma análise cuidadosa da 

seqüência depositada revelou um códon de terminação na posição 1471-1473. Este 

fragmento foi amplificado, seqüenciado e a presença do códon de terminação foi 

descartada (figura 13A). A expressão de ambos os genes em folha foi confirmado 

através de RT-PCR em tempo real (figura 13B). Nós também encontramos dois 

homólogos do CDC27 no genoma da briófita Physcomitrella patens (Rensing et al., 

2008). Entretanto, uma única cópia de CDC27 foi encontrada no genoma de arroz e 

em outras monocotiledôneas também. Por outro lado, o genoma de arroz possui 

duas cópias das subunidades OsCDC23 e OsAPC11. Examinamos outros genomas 

completos e encontramos dois genes CDC23 (VvCDC23_1 e VvCDC23_2) e APC11 

(VvAPC11_1 e VvAPC11_2) em uva. Dois homólogos de APC13 foram encontrados 

em uva e poplar. 
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A 

Seqüência do banco de dados do PtCDC27_2  

TTGAAGGAAGACATGAAGTTAAGTTACCTGGCTCAAGAACTGATATCAACTGATCGTTTAGC

TCCTCAATCTTGXXXGTGTGCCATGGGAAATT 

Seqüência genômica do PtCDC27_2 oriunda do seqüenciamento 

TTGAAGGAAGAAATGAAGTTAAGTTACCTGGCTCAGGAACTGATATCAACTGATCGTTTAGC

TCCTCAATCTTGGTAGTGTGCCATGGGAAATT 

 

 

 

B 

 

Figura 13: Confirmação da funcionalidade do PtCDC27_2. A, seqüência genômica correspondente 
ao lócus do PtCDC27_2. Em vermelho está evidenciada a real trinca. B, RT-PCR em tempo real para 
detecção dos níveis de RNAm do PtCDC27_2, assim como dos PtCDC27_1, PtCDC20_1, PtAPC10, 
PtCCS52A1_1 e PtCCS52B 

 

 

 

Planta inteira 
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As estruturas de muitos genes possuem erros de anotação em seus 

respectivos bancos de dados. Comparando com bancos de EST de diversas plantas 

e usando ferramentas de bioinformática, foi possível identificar uma correta 

arquitetura para cada gene. A seqüência genômica do OsAPC1 não foi encontrada 

no banco de dados TIGR, mas a seqüência condificante (Coding Sequence - CDS) 

foi identificada no banco Gene Index (APÊNDICE IV). É possível que a maior 

subunidade do APC tenha sido alvo de uma quebra durante a anotação do genoma. 

Diversas seqüências genômicas precisaram de correção nas estruturas de exon-

intron. OsAPC4 contém um intron na ORF genômica (APÊNDICE V). A região 3´ do 

PtAPC4 e as regiões 5´- 3´ de PtAPC5 estavam incompletas. Entretanto, 

encontramos no banco de EST, fragmentos das regiões 3´ de ambos os genes e 

fragmentos da região 5´ de PtAPC5 (APÊNDICE V). Interessante, OsAPC5, 

OsCDC16 e OsAPC11_2 possuem uma divergente região 5´ quando comparado 

com os ortólogos em Arabidopsis e poplar (APÊNDICES V e VI). A primeira 

metionina de OsCDC16 e OsAPC11_2 estão acima do códon consenso de iniciação 

dos genes CDC16 e APC11, mas somente OsCDC16 apresenta suporte por EST. O 

oposto ocorre com o OsAPC5, onde a primeira metionina está abaixo do códon 

consenso de iniciação. Os genes AtCDC26, OsCDC26, PtCDC26 e OsAPC13 foram 

identificados através do banco de EST.  

Arabidopsis contém três genes CCS52 (CDH1 em plantas), AtCCS52A1, 

AtCCS52A2 e AtCCS52B; e cinco genes CDC20 (Fülöp et al., 2005). Além desses, 

encontramos um homólogo do CDC20 (AtCDC20_6) no genoma de Arabidopsis. 

Este AtCDC20_6 (At5g27945) apresenta diferenças em comparação a estrutura de 

outros CDC20. O CDS não possui a seqüência C-box (elemento consenso 

DR(F/Y)IPxR) que foi identificado na região N-terminal do CDC20 e é conservado 
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em todos os ativadores, conhecidos, do APC (APÊNDICE VII). Talvez o  AtCDC20_6 

possa ser um pseudogene. O genoma de arroz possui três genes CDC20 e dois 

genes CCS52 comparado com os cinco CDC20 e quatro CCS52 em poplar; e cinco 

CDC20 e três CCS52 em Arabidopsis (tabela 3). A organização dos exons-introns 

dos ativadores foi analisada e encontramos alguns erros de anotação. AtCDC20_5, 

PtCDC20_5, PtCCS52A1 e PtCCS52A1_2 possuíam erros na região 5´. Usando 

ferramentas de bioinformática, nós detectamos que apenas o PtCDC20_5 não 

possui C-box. OsCDC20_1, AtCDC20_4, PtCDC20_2, PtCDC20_4 e PtCDC20_5 

possuíam erros na região 3´. Esta região contém a seqüência IR (elemento 

consenso - Isoleucina e Arginina) que está presente na região C-terminal dos 

ativadores do APC e na subunidade APC10. Comparando com o banco de EST, 

todas as seqüências foram corrigidas e o elemento IR identificado (APÊNDICE VIII). 

Nos genes PtCCS52A1_2 e OsCDC20_2, alguns introns foram incorretamente 

incluídos. 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 organização e função do APC. Selecionamos uma única variante 

para futuras análises.  

Duplicação de componentes da maquinaria de ciclo celular é raro em 

metazoários, mas isto é um fenômeno comum em plantas (Masuda et al., 2004; 

Wang et al., 2004; Mori et al., 2005; Shultz et al., 2007). Foi proposto que 

duplicação, seguido por uma divergência de promotor e/ou regiões codificantes, leva 

a novas funções e especializações únicas no reino vegetal (Pérez-Pérez et al., 2007; 

Lammens et al., 2008). Além disso, a tabela 4 sugere que duplicações individuais 

das subunidades do APC não estão presentes em todas as plantas, pelo contrário, 
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elas podem ser restritas a espécies ou a um pequeno grupo de plantas relacionado 

filogeneticamente; e podem estar envolvidos na organização dos eventos de 

desenvolvimento restritos a este grupo. 

 

 

 

 

Tabela 4.             

 Subunidades do APC 

Plantas APC1 APC2 CDC27 APC4 APC5 CDC16 APC7 CDC23 APC10 APC11 CDC26 APC13 

Cr 1 1 1 1 1 1 NI 1 1 1 1 1 

Vc 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, não identificado. 
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4.2 Localização dos genes das subunidades do APC e dos ativadores 

 

A estreita semelhança, e a presença de subunidades putativas e parálogas, 

alertou-nos para investigar a distribuição 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 estão presentes em contigs ainda não montados em cromossomos - 

scaffolds) (figura 14).  
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Figura 14: Localização cromossômica das subunidades do APC e ativadores em arroz e poplar. 
O número de cada cromossomo está indicado na base de cada cromossomo. Genes parálogos estão 
ligados por linhas tracejadas. A, posição cromossômica dos genes em arroz. B, posição 
cromossômica dos genes em poplar. Sete genes de poplar foram anotados em “scaffolds”.  
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Somente uma subunidade do APC está duplicada no genoma de 

Arabidopsis, AtCDC27a e AtCDC27b, e estão localizadas em cromossomos 

diferentes (três e dois respectivamente).  Compartilham 47% de identidade e 64% de 

similaridade em aminoácidos. Um evento de duplicação antigo pode ter ocorrido em 

Arabidopsis neste caso, de acordo com a ferramenta Paralogons (Blanc et al., 

2003).Os genes CDC20 e CCS52 de Arabidopsis estão localizados nos 

cromossomos 4 e 5. AtCCS52A1 e AtCCS52A2 aparentam ser resultado de uma 

recente duplicação e AtCDC20_1 e AtCDC20_2 estão presentes no cromossomo 

quatro no arranjo em tandem (Fülöp et al., 2005). 

Os 19 genes das subunidades do APC e ativadores em arroz estão 

distribuídos entre todos os cromossomos, exceto nos cromossomos 10 e 11. 

Baseado em seqüências consenso, do genoma de arroz, informações de 

duplicações de segmentos foram usadas para identificar genes parálogos (utilizando 

o banco de dados TIGR). Cada par de parálogos localizados em regiões duplicadas 

possuem alta similaridade de seqüência. Duas subunidades, CDC23 e APC11, estão 

duplicadas. OsCDC23_1 e OsCDC23_2 estão localizadas nos cromossomos 2 e 6 

respectivamente. As seqüências de aminoácidos compartilham similaridade, mas 

apenas 57% de identidade. Isto sugere que ocorreu um evento de duplicação no 

ancestral ou os dois genes estão evoluindo rapidamente. OsAPC11_1 e 

OsAPC11_2 estão localizados nos cromossomos 3 e 7 e compartilham 97% de 

identidade. Nenhuma evidencia foi encontrada de eventos de duplicação recente 

para ativadores em arroz.  

Análise in silico do mapa cromossômico revelou que subunidades do APC e 

ativadores em poplar estão dispersos através do genoma. Parálogos estão 

localizados em cromossomos diferentes ou em “scaffolds”. Pode ser, entretanto, que  
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os genes aparentemente relacionados sejam de fato alelos derivados de haplótipos 

não montados. Isto pode ter sido gerado por potenciais artefatos da montagem do 

genoma heterozigoto de poplar por “shotgun”. Porém, os aparentes co-ortólogos são 

divergentes em seqüência nucleotídica, assim como em genes que flanqueiam  e 

foram identificados em blocos sintênicos, o que corrobora com a classificação de um 

“scaffold” em haplótipo. Duplicações de duas subunidades do APC foram 

identificadas; CDC27 e APC13. PtCDC27_1 está localizada no grupo VIII e 

PCDC27_2 no scaffold_211. Ambos são muito similares – 88% de identidade e 85% 

de similaridade em seqüências de aminoácidos. PtAPC13_1 é 95% idêntico ao 

PtAPC13_2 e estão localizados nos grupos IV e XI respectivamente. Os genes 

CCS52 de poplar são muito semelhantes, sugerindo um evento recente de 

duplicação. Os grupos III, I, VIII e X compartilham grandes blocos em completa 

colinearidade. PtCDC20_1 e PtCDC20_3 estão localizados em regiões 

cromossômicas que podem representar segmentos parálogos – grupos XIII e XIX. 

Outros genes CDC20 estão localizados no grupo XVI e scaffold_1538. A distribuição 

dispersa dos ativadores e das subunidades do APC está em conformidade com 

estudos prévios que descrevem eventos de duplicação em larga escala  em poplar 

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

ativadores  

 

Uma questão importante é porque o APC é composto por diferentes 

subunidades, enquanto a maioria das E3 ligases é composta por uma ou por poucas 

subunidades. Muitas das subunidades do APC são conservadas em todos os 

eucariotos e se mantêm associadas através do ciclo celular (van Leuken et al., 2008; 

Peters, 2006). Parece provável, que a complexidade de domínios das subunidades 

está relacionada com a intrigante topologia do APC (Jin et al., 2008, Herzog et al., 

2009). Um importante domínio encontrado em subunidades do APC é o TPR. O 

domínio TPR consiste de 3-16 repetições em tandem de 34 resíduos de 

aminoácidos, embora um domínio TPR individual possa estar disperso na seqüência 

da proteína (Blatch e Läslle, 1999). O domínio TPR parece agir como um domínio 

versátil de interação proteína-proteína 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 (D´Andrea et al., 2003). Cinco 

subunidades possuem o domínio TPR: CDC27, APC5, CDC16, APC7 e CDC23. 

Seqüências de proteínas contendo TPR da alga vermelha primitiva Cyanidioschyzon 

merolae; algas verdes Volvox carteri, Chlorella sp., Micromonas sp e Ostreococcus 

sp; a briófita Physcomitrella patens; a licófita 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. Árvore filogenética foi construída utilizando o 

programa MEGA4 (optando pelo método neighbor-joining), empregando múltiplos 

alinhamentos contendo as seqüências dos genes: 15 CDC27, 11 APC5, 12 CDC16, 
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9 APC7 e 14 CDC23. Foram feitas as análises com 2 mil réplicas para assegurar a 

confiabilidade estatística (figura 15). Posteriormente, as 61 subunidades do APC 

foram divididas em 5 grupos de ortólogos. O cladograma obtido revela os genes 

OsCDC23 no mesmo ramo, localizado no mesmo grupo de S. bicolor. Os genes 

CDC23 de uva estão no mesmo grupo de poplar. O cladograma também mostra que 

os genes de uva e poplar estão presentes nos mesmos ramos em todos os grupos e 

isto pode revelar baixas taxas evolutivas em plantas lenhosas quando comparadas 

com plantas herbáceas. Por outro lado, o CDC27a de Arabidopsis está no mesmo 

grupo do CDC27b, mas eles se encontram em ramos separados. Esta divergência 

de seqüência e evolução podem refletir o ciclo de vida acelerado  dessa planta. 

Interessante, os clados do APC5 e CDC16 não possuem genes duplicados. Não 

identificamos a seqüência do APC5 na alga vermelha C. merolae, porém esta 

subunidade não é muito conservada entre os diferentes organismos e é bem 

possível que a similaridade seja muito baixa para identificar por comparação via 

BLAST. 
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Figura 15: Análise filogenética das proteínas do APC contendo o domínio TPR em diversas 
espécies. As seqüências de proteínas foram alinhadas utilizando o programa MEGA4 (utilizando o 
programa ClustalW e a matriz de pontuação Gonnet). A árvore não enraizada foi gerada pelo 
programa MEGA4 utilizando o método Neighbor-Joining. Ramos com menos de 50% de suporte no 
bootstrapp foram condensados. As abreviações dos nomes das espécies são: 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 APC7 está ausente nas algas verdes Chlorella sp e V. carteri, assim 

como na alga vermelha C. merolae, mas está 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 evolução das algas verdes 

(figura 16). O gene APC7 também não é encontrado em leveduras e esta informação 

pode significar  que a subunidade não é exigida para a função do APC em 

organismos unicelulares. É possível que  o gene APC7 seja  ser uma duplicação 

recente de outra subunidade TPR.  

 

Figura 16: Relação filogenética entre plantas e algas. Evidência de um ancestral comum para os 
ramos compostos pelas Prasinophytes, Chlorophyceae e plantas terrestres. Representação da 
divergência inicial entre plantas verdes e algas vermelhas.  
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O genoma de Arabidopsis codifica seis genes CDC20 e três CCS52. Além 

disso, os genes CCS52 são divididos em tipos A e B com base na função e análise 

de seqüências (Fülöp et al., 2005). Para obter maior conhecimento da evolução 

entre os ativadores de plantas terrestres e algas, análises filogenéticas foram feitas 

(figura 17). Usamos as seqüências de EST de Zea mays, Medicago truncatula e 

Saccharum officinarum para melhor estimar a divergência entre as seqüências de 

monocotiledôneas e dicotiledôneas. A árvore filogenética retratou três grandes 

grupos. Três genes, CmCDC20, CmCCS52 e SmCDC20_3 estão isolados dos 

outros e, deste modo, precisam ser tratadas como seqüências não conservadas. Um 

grande clado agrupou todos as seqüências CDC20 (exceto CmCDC20 e 

SmCDC20_3), enquanto outros dois clados incluem as seqüências de CCS52A e 

CCS52B (exceto CmCCS52). O clado CDC20 está dividido em duas subfamílias: 

uma com S. moellendorfi e P. patens; e outra com algas e plantas terrestres. O 

número de cópias de CDC20 varia de acordo com a espécie. Arabidopsis possui 6 

cópias, arroz 3, poplar 5, uva 4, sorgo 3, S. moellendorfi 3 e P. patens 4. O clado 

CCS52A contém mais duplicações do que o clado CCS52B. Naquele clado estão 

todas os genes CCS52 de algas, duas cópias de PtCCS52A, AtCCS52A e 

SmCCS52; e três cópias de genes  PpCCS52. 
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Figura 17: Análise filogenética das proteínas das proteínas CDC20 e CCS52 em diversas 
espécies. As seqüências de proteínas foram alinhadas utilizando o programa MEGA4 (utilizando o 
programa ClustalW e a matriz de pontuação Gonnet). A árvore não enraizada foi gerada pelo 
programa MEGA4 utilizando o método Neighbor-Joining. Ramos com menos de 50% de suporte no 
bootstrapp foram condensados. As abreviações dos nomes das espécies são: 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 cópia dos genes CDC20 e CCS52 

(possivelmente um primitivo do tipo A) foi encontrada nos genomas das algas. A 

ausência de genes CCS52 do tipo B  em alga, P. patens e S. moellendorfi é 

interessante porque estas espécies estão na base da evolução das plantas, onde a 

divergência entre tipo A e tipo B ainda não ocorreu ainda. Semelhante a Arabidopsis, 

poplar possui duas cópias de CCS52A, porém poplar possui uma cópia adicional do 

CCS52B. Análises da evolução gênica em poplar devem levar em conta o mais 

significante evento na recente evolução do gênero: uma ampla duplicação do 

genoma  que ocorreu, aproximadamente, a 65 milhões de anos atrás e permanece 

detectável em 92% do genoma (Tuskan et al., 2006). Baseado em estimativas 

temporais de duplicação gênica e análise de microssintenia por homologia, o par 

CDC20 e CCS52 estão representados dentro de regiões que sofreram duplicação de 

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

 

4.4 Comparação das proteínas contendo o domínio TPR em A. thaliana, P. 

tricocharpa e O. sativa e determinação da relação de ortologia 

 

 Progressos em genômica comparativa permitiram avaliar o impacto da 

evolução dos genomas e a evolução de genes sobre o aparecimento de novas 

funções biológicas e seus efeitos sobre a complexidade dos organismos (Patthy, 

2003). A importância da duplicação de genes no fornecimento de um recente 

material genético para a evolução biológica tem sido reconhecida há décadas e 

ainda é amplamente estudada. A duplicação de genes gera redundância funcional, 

que permite que dois genes idênticos, resultantes da duplicação, a acumular 

mutações com a pressão seletiva menos severa (Zhang, 2003; Babushok et al., 
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2007). Funções diferenciadas ou novas funções podem ser alcançadas após um 

período de evolução. Duplicação de segmentos (duplicação em “tandem” de um 

segmento genômico) é a forma predominante para gerar genes redundantes (Lynch 

e Conery, 2000). Duplicação segmentar também pode acontecer em uma escala 

menor, resultando em duplicações de exons, ao invés de um gene inteiro (Moore et 

al., 2008). Estes blocos de duplicação segmentar podem criar fragmentos de 

proteínas (referidos como domínio) que possuem estrutura e função (Vogel et al., 

2005). 

 O domínio TPR consiste de uma repetição de 34 resíduos que adotam uma 

conformação hélice-alça-hélice, que está associado com interações proteína-

proteína (Wilson et al, 2005). As subunidades CDC27, APC5, CDC16, APC7 e 

CDC23 possuem domínios TPR, mas o número total de repetições TPR e as 

posições de cada seqüência são variáveis. Embaralhamento de exons pode ser 

responsável por duplicações internas nas repetições e por este motivo decidimos 

investigar a organização exon-intron dos genes TPR em Arabidopsis, arroz e poplar 

(figura 18A) (Schmidt et al., 2007). O número e as posições dos exons e introns nas 

seqüências genômicas são muito conservadas em algumas subunidades do APC. O 

gene CDC27 possui dois homólogos em Arabidopsis e poplar, e apenas uma cópia 

em arroz. Curiosamente, o gene CDC27 mantém 16 exons em monocotiledôneas e 

dicotiledôneas. Os genes APC5 e APC7 possuem uma cópia em todos os genomas 

e também mantém 20 e 18 exons, respectivamente, nos três genomas. Por outro 

lado, o gene CDC23 possui dois homólogos em arroz e apenas um em Arabidopsis 

e poplar, mas a informação mais importante é o menor número 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 previsão de domínio, comparamos a organização dos 

exons em todos os genes contendo TPR de Arabidopsis. Nove seqüências com 

repetições de TPR foram identificados em AtCDC27a e AtCDC16; duas em AtAPC5; 

e dez em AtAPC7 e AtCDC23 (figura 18B). AtCDC27b possui o mesmo número de 

domínios do AtCDC27a. O arranjo em “tandem” de domínios TPR ocorre, 

predominantemente, na região C-terminal das seqüencias do AtCDC27a, 

AtCDC27b, AtCDC16, AtAPC7 e AtCDC23. AtAPC5 possui apenas dois domínios 

TPR, um no meio da seqüência e outro no C-terminal. Os resultados revelam que a 

topologia das repetições em “tandem” do domínio TPR em seqüências de proteínas 

está, pelo menos, parcialmente relacionada com a organização 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 
domínio TPR em Arabidopsis e arroz. Exons e introns estão representados com caixas pretas e linhas 
cinza, respectivamente. As linhas cinza mais grossas correspondem a regiões não traduzidas. B, 
representação esquemática dos domínios TPR nas seqüências de proteínas das subunidades do 
APC. Domínios TPR e as seqüências completas das proteínas estão representados por caixas pretas 
e linhas cinza, respectivamente. C, padrão interno de duplicação dos domínios TPR das subunidades 
do APC. A intensidade das sombras reflete a pontuação do alinhamento, com as sombras mais 
escuras correspondendo a alta pontuação. Os números representados em cada eixo indicam os 
domínios na orientação N → C-terminal dentro da repetição.  
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 Nas subunidades do APC, o arranjo em “tandem” de domínios TPR sugere 

que os elementos envolvidos numa duplicação foram seguidos por divergência da 

seqüência primária. Pelo fato  das TPR possuírem elementos conservados nas 

estruturas de repetição que muitas vezes são divergentes ao nível das seqüências 

primárias, grupos de domínio TPR podem ter divergido por muito tempo e possuírem 

motivos consenso “fracos ou pobres”. Uma abordagem para investigar a evolução 

dos domínios TPR nas subunidades é a identificação dos padrões de duplicação de 

TPRs através de alinhamentos. Padrões distintos de repetição muitas vezes podem 

ser identificados, e por este motivo verificamos se as proteínas TPR de Arabidopsis 

reproduzem blocos de repetição interna. As seqüências de proteínas TPR foram 

alinhadas entre si ou em pares usando a metodologia descrita por Björklund et al., 

(2006). As semelhanças entre todos os domínios contendo repetições em uma 

proteína foram analisados utilizando o algoritmo de Smith-Waterman para identificar 

padrões de duplicação dos alinhamentos (Rice et al., 2000). A pontuação dos 

alinhamentos entre os domínios foram exibidos em uma matriz (figura 18C e 

APÊNDICE IX). Comparando-se as proteínas entre si, há semelhanças entre os 

domínios 4-6 do AtCDC27 e entre os domínios 5-9 do AtCDC16. AtAPC7 possui um 

padrão para os domínios 1-2, AtCDC23 possui padrões de similaridade para os 

domínios 6-8; e nenhum padrão foi encontrado para a AtAPC5. Comparando-se as 

proteínas em pares, podemos observar, na diagonal da matriz, uma correspondência 

entre os domínios 2-6 do AtCDC27 e 3-7 do AtCDC23. Há também indícios de 

similaridades nos pares AtCDC27 e AtCDC16; AtCDC16 e AtCDC23. Embora não 

existam padrões de duplicação inequívoca para qualquer uma das proteínas, os 

resultados sugerem que os domínios TPR nos genes do APC evoluíram pela 
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duplicação dos elementos centrais, ou que são maiores as restrições impostas para 

a mudança da seqüência principal dessas repetições. 

 

4.5 Análise de expressão das subunidades do APC e dos ativadores 

 

 A duplicação de genes pode ser uma fonte de inovação para aumentar a 

complexidade do desenvolvimento das plantas. Padrões de expressão podem 

fornecer pistas importantes para a função do gene em condições específicas. Nós 

examinamos a expressão das subunidades do APC e genes ativadores em arroz, 

utilizando raiz e parte aérea de plantas jovens (5 dias); e bainha e lâmina de tecidos 

maduros (figura 19A). Como esperado, há elevados níveis de expressão gênica em 

tecidos com alta proliferação, embora haja mais RNAm na parte aérea do que nas 

raízes. No entanto, um padrão complexo é observado quando a sua expressão é 

examinada em lâmina madura. Em geral, há uma diminuição global na expressão de 

vários genes, como esperado. No entanto, o grau de redução é variável e pode 

refletir a especialização de subunidades e/ou ativadores. Níveis de RNAm de APC1, 

APC2, APC4, APC5, CDC16, CDC23_2, APC10, APC11_2, CDC26, e APC13 estão 

reduzidos em bainha e lâmina em relação a parte aérea. Por outro lado, os níveis de 

RNAm de APC11_2 e CDC27 estão reduzidos apenas na bainha, mas não na 

lâmina. Finalmente, não há redução dos níveis de RNAm do APC7 tanto em bainha 

quanto em lâmina. Em contraste, os níveis de expressão dos ativadores estão, 

marcadamente, reduzidos em folhas maduras. No entanto, embora os níveis de 

RNAm de CCS52A sejam mais baixos em bainha e lâmina, a diminuição é menos 

pronunciada. Em Medicago, o gene CCS52A tem sido implicado com o controle da 

endoreduplicação em nódulos (Vinardell et al., 2003). Recentemente, foi descrito 
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que o gene CCS52A é importante para a manutenção da atividade do meristema de 

raízes de Arabidopsis (Vanstraelen et al., 2009). Portanto, é possível que o CCS52A 

possa formar um complexo especializado com algumas das subunidades do APC e 

assumir uma função exclusiva em folhas maduras. 
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Figura 19: Perfil de expressão relativa das subunidades do APC e ativadores em arroz. O nível 
de transcritos está representado como a razão do valor absoluto do gene a ser estudado pelo valor 
do gene Os28S. As cores das barras estão indicadas no lado direito da figura. A. perfil de expressão 
dos genes das subunidades do APC e ativadores em diferentes tecidos. Níveis de expressão obtidos 
estão normalizados pelos dados de raiz. B, padrão de expressão das subunidades do APC e 
ativadores crescidos no escuro. Raiz e parte aérea crescidas no escuro e no claro foram 
normalizadas pelos respectivos controles. Abreviação: PA, parte aérea,  
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As respostas durante o crescimento vegetal no escuro fazem parte de uma 

mudança integrada no desenvolvimento de todos os órgãos da planta (Desnos et al., 

1996). Em Arabidopsis, células do hipocótilo sofrem até dois ciclos  de 

endoreduplicação 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 regulação da endoreduplicação é 

similar ao período de transição G1-S do ciclo celular mitótico (Edgar e Orr-Weaver, 

2001). A transição G1-S é importante para a inativação da CDK, via proteólise da 

CYC mediada por APCCDH1, que então mantém a instabilidade da CYC em G1 e 

permite um novo ciclo de replicação do DNA, permitindo a montagem do complexo 

pré-replicativo (Diffley, 2004). Quase todas as subunidades do APC em arroz 

possuem padrões similares de expressão, tanto em raízes quanto em parte aérea 

(figura 19B). No entanto, os níveis de RNAm de OsAPC11_1 e OsCDC26 

aumentaram no escuro. Curiosamente, os dois genes OsCDC23 são 

diferencialmente expressos nas raízes das plantas etioladas. Embora, os níveis de 

OsCDC23_1 não tenham mudado em raízes crescidas no escuro ou no claro, os 

níveis de OsCDC23_2 nas raízes é muito menor quando as plantas de arroz são 

crescidas no escuro. Da mesma forma, em raízes etioladas, os níveis de RNAm de 

OsAPC11_1 aumentaram, enquanto os níveis OsAPC11_2 diminuíram. Estes 

resultados sugerem que, após a duplicação dos genes, os genes APC11 e CDC23 

estão assumindo funções especializadas em arroz. 

Os ativadores OsCCS52A e OsCCS52B apresentaram altos níveis de RNAm 

no escuro e OsCDC20_3 mostrou um nível menor. Uma das hipóteses para os altos 

níveis de RNAm dos genes CCS52 é que o APCCCS52 atua como um regulador 

negativo do complexo CYCA2;3/CDKA;1 em Arabidopsis (Imai et al, 2006). O 
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complexo CYCA2;3/CDKA;1 age como um regulador negativo da endoreduplicação 

e a ativação da APC por CCS52 pode aumentar a degradação da CYCA2;3 e, 

conseqüentemente, a progressão da endoreduplicação no escuro (Imai et al., 2006). 

Analisamos a expressão, em folhas, dos genes PtAPC10, PtCDC27_1, 

PtCDC20_1, PtCCS52A1_1 e PtCCS52B por real-time RT-PCR (figura 13B). 

Curiosamente, PtCCS52B apresentou menores níveis de RNAm em comparação 

com PtCCS52A1_1. Dados recentes sugerem que a MtCCS52B podem possuir 

funções específicas na progressão 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 diferenciação (nas quais as 

degradações de alvos específicos do APC podem contribuir para a diferenciação 

celular), tecidos ou órgãos (Kondorosi e Kondorosi, 2004).  

 Esta análise evolutiva do APC culminou na elaboração de um manuscrito que 

já foi submetido a um periódico indexado (APÊNDICE XI) 
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CAPÍTULO II  

Superexpressão da subunidade AtAPC10 em tabaco. 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

5.1 Dados obtidos durante o doutorado que complementaram as análises realizadas 

no mestrado. 

 

Durante o mestrado (defesa de dissertação de mestrado no período 2006/1 

no Instituto de Bioquímica Médica – Universidade Federal do Rio de Janeiro) foram 

realizados experimentos de superexpressão utilizando o sistema heterólogo de 

tabaco. O gene APC10 de Arabidopsis foi isolado, clonado num vetor de 

superexpressão e este utilizado para transformar plantas de tabaco (Lima, 2006). Os 

resultados obtidos foram muito interessantes. Plantas de tabaco superexpressando 

a subunidade AtAPC10 (APC10OE) são maiores que as plantas controle SR1. Estes 

dados foram congruentes com os resultados experimentais obtidos por outra 

dissertação de mestrado do grupo, onde plantas de tabaco foram transformadas 

com um vetor de superexpressão contendo a subunidade CDC27a  (CDC27aOE) de 

Arabidopsis (Rodrigues, 2003). Ambas as plantas de tabaco transformadas com as 

construções de superexpressão são 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 (10/27aOE). 

Diversas análises de biomassa, expressão relativa e interação foram realizadas 

nessas plantas (APC10OE, CDC27aOE e 10/27aOE), porém alguns experimentos, 

sugeridos para complementação dos dados para formalizar uma publicação, ficaram 

pendentes. Durante o doutorado, foram realizados experimentos de estresse salino, 

aumento de eficiência fotossintética. As figuras que representam os dados 
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experimentais gerados no mestrado estão disponíveis no APÊNDICE X (figuras do 

manuscrito para submissão) 

.  

● Estresse salino 

 

 Sementes de tabaco das construções APC10OE, CDC27aOE e 10/27aOE 

foram germinadas em meio MS (controle) e em MS contendo as concentrações 0,3% 

e 0,7% de NaCl. Dez dias após a germinação, as placas de cultura foram retiradas 

da sala de crescimento controlado e fotografadas (figura 20).  Comparando os 

fenótipos das plantas crescidas em MS com as crescidas em MS+0.7% de NaCl, 

podemos identificar uma maior tolerância das plantas 10/27aOE ao estresse salino. 

As plantas APC10OE, aparentemente, possuem um fenótipo intermediário. Com 

base nestes dados, outra abordagem foi organizada para testar tal estresse, uma 

vez que a variação na tolerância 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 concentrações 

anteriormente mencionadas. Os dados obtidos foram semelhantes aos realizados no 

experimento de germinação direta.   
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Figura 20: Plantas SR1, APC10OE e 10/27AOE germinadas em diferentes concentrações 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 germinação em meio 

salino. As plantas foram germinadas em placas, na posição vertical, e o 

comprimento das raízes 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 não houve uma diferença significativa entre os 

transformantes.  
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Figura 21: Plantas SR1, APC10OE, CDC27aOE e 10/27AOE germinadas, na posição vertical, em 
diferentes concentrações 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 NaCl. 

A 

B 

C 
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Figura 22: Comprimento radicular das plantas SR1, APC10OE, CDC27aOE e 10/27AOE 
submetidas ao estresse salino com NaCl. 
 

 

● Análise fotossintética 

 

 A fotossíntese é a fonte primária dos carboidratos utilizados no crescimento e 

na manutenção da planta, e uma alteração na sua atividade pode levar a 

modificações no desenvolvimento vegetal. Para verificar se as plantas 

transformadas possuem alguma alteração na atividade fotossintética que garantam 

alguma vantagem sobre as plantas controle, analisamos as taxas de transferência 

de elétrons e o rendimento quântico. Além das análises fotoquímicas em plantas 

crescidas em condições normais, fizemos medições em plantas submetidas a 

estresse hídrico. Para validar o estresse hídrico, o conteúdo relativo de água de 

todas as plantas foi calculado. Para facilitar a leitura e interpretação dos dados, 

quando for mencionada a comparação entre planta com regime hídrico regular com 
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planta submetida ao estresse hídrico, usaremos a nomenclatura controle x 

tratamento. Para comparar as análises fotoquímicas, utilizaremos plantas 

transformadas x SR1. 

 Os perfis do transporte aparente de elétrons (ETR) foram semelhantes nas 

plantas analisadas (figura 23). No período final do experimento, as plantas controle 

apresentaram taxas superiores às plantas submetidas ao tratamento. Isto é 

justificável, pois de acordo com Baker (1993), tem sido demonstrado que plantas 

sujeitas a estresse hídrico moderado não apresentam decréscimo na atividade 

potencial do fotossistema II. Entretanto, sob estresse hídrico severo, as plantas 

freqüentemente apresentam um marcante efeito fotoinibitório, caracterizado por um 

decréscimo significativo no rendimento quântico. Nesse caso, o déficit hídrico, em 

combinação com altos níveis de irradiância, pode causar uma significativa redução 

na eficiência da fotossíntese. As plantas transformadas APC10OE e CDC27aOE 

apresentaram resultados similares (valores aproximados de 60 para controles e 40 

para tratamento) e inferiores aos das plantas SR1, que apresentaram valores 

próximos de 80 para o controle e 40 para o tratamento. As plantas controle 

10/27aOE apresentaram resultados semelhantes as plantas transformadas (±60) e o 

pior resultado no tratamento, onde registraram valores próximos de 20. 

Curiosamente, as plantas transformadas possuem maior biomassa, porém este 

efeito não está diretamente atrelado ao aparelho fotossintético.  
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Figura 23: Efeito do estresse hídrico sobre o transporte aparente de elétrons nas plantas de 
tabaco. (ETR em µmolm

-2
s

-1
). Plantas SR1, APC10OE (10), CDC27aOE (27) e 10/27aOE (10/27) 

foram submetidas ao tratamento de seca por 15 dias. Cada ponto representa a média de três 
repetições ± desvio padrão. 
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O rendimento quântico das plantas SR1, submetidas ao tratamento, foi realizado e 

seus resultados utilizados para a construção do gráfico de perda de rendimento ao 

longo do tempo (figura 24). Validada a perda de rendimento, as plantas foram 

submetidas às medições (figura 25). A construção dos gráficos de rendimento 

quântico por radiação fotossinteticamente ativa (PAR) revela a perda de rendimento 

das plantas 10/27aOE submetidas ao tratamento (valor próximo de 0,004) em 

comparação as outras plantas, corroborando com os dados de ETR. 

 

 

 

Figura 24: Rendimento quântico da planta controle ao longo do tratamento de estresse hídrico. 
Gráfico utilizando os valores de eficiência quântica fotoquímica máxima do fotossistema II (ΔF/Fm´) 
pela radiação fotossinteticamente ativa (PAR) durante o tratamento. 
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Figura 25: Efeito do estresse hídrico sobre a eficiência quântica fotoquímica máxima do 
fotossistema II (ΔF/Fm´) pela radiação fotossinteticamente ativa (PAR). Plantas SR1, APC10OE 
(10), CDC27aOE (27) e 10/27aOE (10/27) foram submetidas ao tratamento de seca pelo período de 
15 dias. Cada ponto representa a média de três repetições ± desvio padrão. 
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O conteúdo relativo de água (CRA) nas plantas tratadas diminuiu durante o 

procedimento experimental, validando toda a análise (figuras 26 e 27). Não foram 

encontradas diferenças no CRA das plantas submetidas ao tratamento de estresse 

hídrico e que foram, posteriormente, irrigadas (figura 27E).  

 

 

Figura 26: Verificação do conteúdo relativo de água durante o estresse hídrico.  Plantas SR1, 
APC10OE (10), CDC27aOE (27) e 10/27aOE (10/27) foram submetidas ao tratamento de seca por 12 
dias. Cada ponto representa a média de três repetições ± desvio padrão. Abreviação: CRA, conteúdo 
relativo de água. 
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Figura 27: Estresse hídrico em plantas de tabaco. A, vista superior das plantas SR1, APC10OE, 
CDC27aOE e 10/27aOE no inicio do tratamento (acima) e ao término do tratamento (abaixo). B, vista 
lateral das plantas SR1, APC10OE, CDC27aOE e 10/27aOE antes do tratamento. C e D, vista lateral 
(C) e superior (D) das plantas SR1, APC10OE, CDC27aOE e 10/27aOE após o tratamento. E, vista 
lateral das plantas SR1, APC10OE, CDC27aOE e 10/27aOE submetidas ao tratamento e que foram, 
posteriormente, irrigadas.  
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CAPÍTULO III 

Superexpressão do amiRNA-APC4 e amiRNA-APC5 em Arabidopsis 
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6 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

6.1 Análise de plantas amiRNA-AtAPC4 e amiRNA-AtAPC5 

 

Os microRNAs (miRNA) são uma nova classe de pequenas moléculas de 

RNA, que possuem aproximadamente 22 nucleotídeos no seu estado maduro e 

estão envolvidos no processo de regulação da expressão gênica na célula. Os 

miRNAs são capazes de inibir a produção de proteínas e esta característica foi alvo 

para o desenvolvimento de uma técnica onde fossem produzidos miRNAs 

específicos para genes alvo. Este miRNA produzido por reações de PCR 

seqüenciais e clonado em vetor de superexpressão dá origem ao miRNA artificial 

(amiRNA). Foram idealizadas duas construções de amiRNA para o gene AtAPC5 (5a 

e 5b) e uma para o gene AtAPC4 (4a), a fim de proporcionar reduções nos níveis de 

RNAm de ambos os genes em plantas de Arabidopsis. Como as duas construções 

do amiRNA-AtAPC5 reconhecem regiões diferentes do RNAm alvo, é possível e 

factível a reprodução de fenótipos distintos. Além deste fato, a ocorrência de 

gradientes de redução dos níveis de expressão do gene alvo em diferentes 

transformantes são normais, visto que a inserção do cassete em regiões aleatórias 

do genoma pode proporcionar um menor acesso por fatores de transcrição.  

 Plantas de Arabidopsis foram transformadas com as construções amiRNA-

AtAPC4 e amiRNA-AtAPC5; e as gerações T1 apresentaram fenótipos muito 

interessantes (figuras 28 e 29).  

Algumas plantas amiRNA-AtAPC4 (4a) apresentaram uma área de roseta 

inferior ao controle e o mais intrigante, aparentaram alterações na mudança da fase 

vegetativa para reprodutiva. Durante esta mudança de fase, o eixo de inflorescência 
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não se desenvolveu corretamente (encurtamento) e surgiram sucessivas zonas 

geradoras de eixo de inflorescência (figura 28 (1), (4), (5) e (6)). A formação das 

flores era próxima da roseta, indicando que o encurtamento do eixo não afetou o 

desenvolvimento floral. Porém, o número de inflorescências foi reduzido, gerando 

poucas siliquas e sementes. Outros transformantes possuíram fenótipos mais 

drásticos ou com baixo grau de severidade. Plantas com fenótipo mais drástico não 

desenvolveram eixo de inflorescência, não floresceram e conseqüentemente não 

geraram sementes (figura 28 (5) e (6)). As plantas transformantes com baixo grau de 

severidade desenvolveram o eixo de inflorescência, mas o número de siliquas foi 

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

 

Figura 28: Diferentes linhagens da construção 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 fenótipo mais redundante nas análises. 2, transformante com fenótipo menos 
severo. 5 e 6, transformantes com fenótipos mais drásticos.  
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Figura 29: Diferentes linhagens da construção amiRNA-AtAPC5. A, Columbia germinada in vitro 
em meio MS e posteriormente transferida para o solo. B, plantas amiRNA-AtAPC5 (5a) da geração T1 
germinadas in vitro em meio MS+Km. C e D, plantas amiRNA-AtAPC5 (5b) da geração T1 germinadas 
in vitro em meio MS+Km e posteriormente transferidas para o solo. 

 

 

Nenhuma diferença de fenótipo foi encontrada dentro de cada população de 

transformantes amiRNA-AtAPC5 (5a) e (5b), porém plantas transformadas com a 

construção 5a apresentaram fenótipos distintos das plantas 5b.  

Plantas amiRNA-AtAPC5 (5a) não conseguiram se desenvolver quando 

germinadas tanto in vitro quanto in vivo. Há germinação com abertura dos dois 

cotilédones e formação das folhas 1 e 2, mas as plantas permaneceram estagnadas 

em tal etapa do desenvolvimento (Figura 29). Plantas amiRNA-AtAPC5 5b possuem 

área de roseta inferior ao controle, formam eixo de inflorescência e número de 

siliquas próximo a Columbia.  
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As sementes T2 das plantas amiRNA-AtAPC4 (4a) e amiRNA-AtAPC5 (5b) 

são viáveis. Foram germinadas em placas seletivas e a busca por algum mutante 

homozigoto iniciada. Os fenótipos drásticos das plantas amiRNA-AtAPC4 (4a) 

sugerem que um potencial homozigoto seja letal, mas a utilização de fenótipos 

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

 

6.2 Análise de expressão das plantas amiRNA-AtAPC4 e amiRNA-AtAPC5 

 

 Para verificar se as plantas amiRNA-AtAPC4 (4a) e amiRNA-AtAPC5 (5b) 

estavam com os níveis de expressão dos genes AtAPC4 e AtAPC5 reduzidos, 

respectivamente, foi realizado uma análise por RT-PCR em tempo real (figura 30). 

Correlacionando os dados de expressão com os fenótipos das plantas, podemos 

afirmar que o aumento da severidade do fenótipo está ligado a redução dos níveis 

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 níveis alterados de RNAm de AtAPC4, nos quais o número de 

inflorescências  ficou dentro da normalidade no mutante 4a_2, reduzido no 4a_1 e 

ausente no 4a_6. Nos transformantes amiRNA-AtAPC5 (5b) os níveis de RNAm 

ficaram abaixo da planta controle, mas dentro da população não encontramos uma 

grande diferença entre eles (figura 31). Isto vai de encontro aos fenótipos das 

plantas, onde não ficou evidenciada nenhuma diferença na população. 
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Figura 30: Perfil de expressão das plantas amiRNA-AtAPC4 na geração T1.  As plantas 
analisadas estão representadas na figura 26, respeitando a numeração.  O nível de transcritos está 
representado como a razão do valor absoluto do gene a ser estudado pelo valor do gene 
AtUbiquitina. Valor atribuído ao controle corresponde aos 100% da expressão. Abreviação: Col, 
Columbia 

 

Figura 31: Perfil de expressão das plantas amiRNA-AtAPC5 5b na geração T1. Algumas plantas 
analisadas estão representadas na figura 27, onde a planta em C corresponde a 1 e D corresponde a 
2.  O nível de transcritos está representado como a razão do valor absoluto do gene a ser estudado 
pelo valor do gene AtUbiquitina. Valor atribuído ao controle corresponde aos 100% da expressão. 
Abreviação: Col, Columbia 
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CAPÍTULO IV  

Promotor do gene AtAPC5 
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7 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

7.1 Estudo do promotor do gene AtAPC5 

 

A interação do AtAPC5 com proteínas do complexo APC ou com proteínas 

que não estão envolvidas com a formação do complexo, desperta o interesse em 

saber exatamente qual a função dessa proteína nas células. A localização sub-

celular dessa proteína, bem como seus padrões de expressão durante o ciclo celular 

são etapas fundamentais para se entender qual é a possível função do AtAPC5 na 

divisão e diferenciação celular. Proteínas envolvidas com ciclo celular são 

extremamente reguladas, tanto nos seus níveis de transcrição (regulações 

transcricionais) como em seus níveis protéicos (regulações pós-traducionais), e seus 

níveis costumam alterar drasticamente de acordo com a fase do ciclo em que a 

célula se encontra.  

O promotor do gene AtAPC5 foi isolado e clonado no vetor pKGWFS7. Tal 

vetor promove a fusão do promotor do gene alvo com os genes GFP (proteína 

fluorescente verde) e GUS (β-glucuronidase). A localização da expressão do gene 

AtAPC5 será visualizada através da fluorescência da GFP ou pela marcação 

(precipitado azul) proporcionada pela enzima GUS. Optamos pela marcação por 

GUS, pois de acordo com a literatura, as proteínas do ciclo celular possuem um 

tempo de vida curto ao longo do ciclo, o que dificultaria sua localização via 

fluorescência.  

As plantas de Arabidopsis foram transformadas com a construção 

promAtAPC5-GUS e a geração T3 homozigota selecionada para estudo.  Após o 

procedimento experimental para realização da atividade da enzima GUS, plantas de 



118 

 

10 dias (após a germinação) foram encaminhadas para visualização em microscopia 

ótica interferencial/diferencial. Os resultados foram muito interessantes. Plantas 

transformadas apresentaram marcação em raiz, porém, predominantemente, em 

regiões comprometidas com o desenvolvimento de raízes laterais (marcação nos 

vasos é apenas residual) (figura 32). Após o surgimento da raiz lateral, a marcação 

fica mais forte em regiões meristemáticas das mesmas, diminuindo a intensidade à 

medida que a raiz entra em processo de alongamento (figura 32 (A), (B) e (C)). A 

raiz principal também possui marcação, mas com uma intensidade menor (figura 31 

(D)).  
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Figura 32: Padrão de expressão da construção promAtAPC5-GUS em Arabidopsis. A, 
expressão do GUS em células adjacentes ao tecido vascular. B, expressão do GUS em células do 
ápice da raiz em raízes laterais jovens. C, expressão do GUS em células do ápice da raiz em raízes 
laterais maduras. D, expressão do GUS em células da raiz principal. 
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8 CONCLUSÃO 

 

Estudo evolutivo do APC 

 

Através de análises de bioinformática dos genomas completos de 

Arabidopsis, arroz e poplar, identificamos genes ortólogos das subunidades do APC 

e ativadores. Além disso, estes genes foram identificados também  em algas, 

briófitas, e outras monocotiledôneas e dicotiledôneas.  Um aspecto distintivo entre 

estes genomas é a presença de padrões característicos de duplicação (tabela 4). 

Em Arabidopsis, apenas o gene CDC27 está 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 cópias dos 

genes CDC23 e CDC27, respectivamente; e uva possui duas cópias do gene 

APC13. As duas isoformas dos genes CDC23 e APC11 de arroz são 

diferencialmente expressas em plantas cultivadas no claro e no escuro. Em 

Arabidopsis, as cópias duplicadas do gene CDC27 apresentam diferenças 

significativas nas seqüências (em aminoácido), e parecem ter assumido funções 

especializadas, indicando uma possível ocorrência de subcomplexos do APC 

(Perez-Perez et al., 2008). Embora as seqüências codificantes dos genes do arroz 

sejam bem conservadas, é possível que os seus elementos controladores tenham 

divergido e que eles estejam assumindo novas funções no APC durante o 

desenvolvimento da planta. Os parálogos normalmente apresentam diferentes 

funções, enquanto ortólogos podem manter a mesma função (Tatusov et al., 1997). 

Tal como em leveduras, APC7 não está presente nas algas verdes Chlamydomonas 

reinhardtii, V. carteri e Chlorella spp. A ausência desta subunidade na base da 
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evolução de animais e plantas terrestres sugere que esta subunidade pode ter 

surgido  de um evento de duplicação de alguma subunidade do APC contendo o 

domínio TPR. Isto também sugere que o APC7 parece não ser essencial para a 

atividade do APC em organismos unicelulares. Curiosamente, poderia ser o caso 

também em metazoários, uma vez que mutantes nulos do APC7 em  Drosophila são 

viáveis e férteis (Pal et al., 2007). 

Os ativadores CDC20 e CCS52 possuem muitas cópias em plantas. Isto está 

em nítido contraste com a situação encontrada em metazoários, onde apenas uma 

cópia de cada regulador está presente por genoma. Devido a duplicações, 

Arabidopsis contém três ativadores CCS52: CCS52A, CCS52A1 e CCS52B. Além 

disso, seis genes CDC20 foram encontrados, mas talvez o AtCDC20_6 seja um 

pseudogene, pois o importante motivo KEN-box está ausente (Pfleger e Kirschner, 

2000; Burton e Salomão, 2001, Castro et al., 2003). Em poplar, os genes CCS52A e 

CCS52B também são duplicados. Cinco genes CDC20 estão presentes em poplar, o 

mesmo número encontrado em Arabidopsis. Curiosamente, o genoma de arroz 

contém uma cópia dos genes CCS52A e CCS52B; e três cópias do gene CDC20. 

Isto sugere que a duplicação dos genes CCS52 ocorreu nas plantas dicotiledôneas 

após a separação das monocotiledôneas. Duplicações recentes dos genes CDC20 

ocorreram também em Arabidopsis e poplar.  

As plantas podem adotar processos alternativos de desenvolvimento que 

devem estar integrados a progressão do ciclo celular, crescimento vegetal e 

desenvolvimento em resposta a estímulos ambientais. Acredita-se que vários 

membros de uma família específica de genes, de um organismo em particular, são 

os produtos naturais gerados a partir da longa história evolutiva do organismo 

(Moore e Purugganan, 2005). O número de membros de uma família de genes 
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reflete uma sucessão de expansões e rearranjos genômicos, devido à duplicação 

extensa e diversificação que ocorreram no curso da evolução. As análises 

filogenéticas das proteínas das subunidades do APC e ativadores são muito 

esclarecedoras. O fato de todas as subunidades, exceto APC7, terem sido 

encontradas em todos os genomas de plantas analisadas, incluindo algas 

vermelhas, algas verdes e outros organismos primitivos, sugere que o conjunto 

completo de genes que codificam as subunidades do APC já 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 cópia dos genes CDC20 e CCS52. As plantas 

terrestres apresentam um número 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 domínios TPR dentro de 

uma proteína, é possível traçar a história evolutiva das duplicações internas. As 

pontuações dos alinhamentos, entre os domínios TPR, mostraram semelhanças 

limitadas entre as subunidades AtCDC27, AtCDC16, AtAPC7, AtCDC23 e AtAPC5. 

As seqüências das subunidades TPR divergiram muito ao longo do tempo e 

possuem motivos consenso pobres, e por isso não foi possível detectar padrões de 

duplicação inequívocos em qualquer uma das proteínas. No entanto, comparações 

dos pares gênicos indicaram maior similaridade entre os domínios centrais, 

principalmente entre CDC27 e CDC23; CDC27 e CDC16; e CDC23 e CDC16. Em 

todos os casos, as pontuações de similaridade entre a região TPR-4 do CDC16 e 

CDC27 e região TPR-5 da subunidade CDC23 são mais elevadas, sugerindo que a 
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evolução em tandem do domínio TPR provavelmente iniciou-se a partir da região 

central.  

Anteriormente, nosso grupo mostrou que os genes das subunidades de 

Arabidopsis são diferencialmente expressos em plantas cultivadas no escuro ou sob 

luz. Quando as plantas de Arabidopsis foram cultivadas no escuro, apenas os genes 

AtAPC1, AtAPC2 e AtCDC16 aumentaram os níveis de RNAm (Eloy et al., 2006). No 

entanto, perfis de expressão por RT-PCR em tempo real dos genes do APC e 

ativadores de arroz, mostraram modulação espacial da expressão dos genes que 

sofreram duplicação em diferentes tecidos (raiz e parte aérea). O RNAm do 

OsAPC11_1 acumula a níveis mais elevados nas raízes etioladas quando 

comparado com o RNAm do OsAPC11_2. O RNAm do OsCDC23_1 está presente 

nas raízes etioladas em quase o dobro dos níveis 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 funções especializadas 

durante a evolução. 

A maioria das E3 ligases é composta por um a dois polipeptídeos (Craig et al., 

2009). Em contraste, os reguladores do ciclo celular SCF e APC são formados por 

um maior número de subunidades. No entanto, para ambos os complexos, a 

atividade bioquímica pode ser alcançada apenas por duas subunidades, a proteína 

contendo o motivo culina, juntamente com uma proteína contendo o motivo RING-

finger. Em ambos os casos, a especificidade ao substrato é definido pela 

subunidade adaptadora. O genoma humano contém 69 proteínas 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 estão 

envolvidos em muitos processos fisiológicos e cerca de 700 proteínas F-box foram 
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identificadas em Arabidopsis (Gagne et al., 2002). O número de ativadores do APC 

também sofreu uma expansão nas linhagens de plantas superiores, apesar de mais 

modesto, o número varia de 2 para 8. O nosso grupo e mais outro grupo  mostraram 

que a expressão diferencial de subunidades do APC pode ser uma fonte de 

complexidade na regulação do APC (Eloy et al., 2006, Perez-Perez et al., 2008). Os 

resultados obtidos sugerem que a duplicação de genes, seguida por divergência de 

seqüência e expressão diferencial, pode gerar outra via de regulação da proteólise 

mediada por ubiquitina. Esta possível regulação poderá utilizar complexos 

específicos do APC compostos por isoformas das subunidades duplicadas. Futuros 

estudos que empregam abordagens da genômica funcional serão necessárias para 

definir o impacto da duplicação ou variantes de splicing na progressão do ciclo 

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

 

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

 

A subunidade APC10 contém um domínio DOC que está presente em outras 

proteínas envolvidas com os processos de ubiquitinação (Kominami, et al., 1998). O 

APC10 de Arabidopsis possui mais de 75% de similaridade com o homólogo 

humano. Esta alta semelhança não se restringe à estrutura primária, uma vez que a 

modelagem molecular revelou estruturas terciárias muito parecidas (Marcelo Lima, 

em preparação) e resultados de complementação da cepa mutante DOC1ts de S. 

pombe  mostraram que o gene de Arabidopsis é um homólogo funcional do gene de 

levedura  (Eloy, 2005). Tal subunidade foi escolhida para análise por existirem 

evidências do seu envolvimento na processividade do APC e no reconhecimento do 

substrato (Carroll e Morgan, 2002; Passmore, et al., 2003). Plantas de tabaco 



125 

 

superexpressando a subunidade AtAPC10 e plantas híbridas superexpressando 

conjuntamente as subunidades AtAPC10 e AtCDC27a foram submetidas a 

diferentes tipos de estresse para verificar o potencial biotecnológico dos 

transformantes. Uma vez que, estas plantas já possuem características importantes, 

como aumentos na biomassa e na taxa de crescimento em comparação ao controle 

(Marcelo Lima, 2006).  

O estresse salino afeta negativamente a produtividade agrícola em todo o 

mundo, quer seja a produção para subsistência ou para ganho econômico (Flowers 

e Yeo, 1995). A resposta das plantas à salinidade é constituída por numerosos 

processos que devem funcionar em coordenação para aliviar tanto a 

hiperosmolaridade celular quanto o desequilíbrio de íons. Além disso, os cultivos 

agrícolas  devem ser capazes de produzir satisfatoriamente biomassa em campos 

com algum grau de salinidade (estabilidade de produção). Tolerância e estabilidade 

de produção são traços genéticos complexos que são difíceis de estabelecer, desde 

culturas submetidas a estresse salino contínuo, intermitente ou esporádico durante o 

desenvolvimento. No entanto, a genética molecular está proporcionando uma nova 

visão sobre a resposta das plantas à salinidade e busca identificar  perfis genéticos 

tolerantes. Ao analisarmos as plantas AtAPC10OE, AtCDC27aOE e 10/27aOE; 

constatamos aumento da tolerância a NaCl 0,3% e 0,7%. Em NaCl 0,7%, após 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 é superior ao 

controle durante o tratamento, porém não 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 desequilíbrio osmótico. Este fato foi claramente demonstrado quando 

verificamos aumento nas medições de raízes nas plantas transformadas e controle 

nos meios MS e MS+NaCl 0,3%. Não houve uma variação significativa nas 

medições das raízes quando as plantas foram germinadas nos meios salinos NaCl 

0,3% e 0,7%. Com base nesses resultados, a utilização desses transformantes em 

ambientes salinos pode ser de grande importância econômica, porque com um 

crescimento mais rápido, as plantas transformadas podem atingir a maturidade 

produtiva num período inferior de tempo e, conseqüentemente, estarão submetidas 

ao estresse salino por um período inferior ao controle.  

O estresse hídrico é conceituado como perda moderada de água, o que leva 

ao fechamento dos estômatos e limitação da troca gasosa. Um grave estresse 

hídrico pode resultar na redução da fotossíntese, alterações metabólicas e, 

finalmente, a morte da planta (Jaleel et al., 2008). Tal estresse produz mudanças na 

relação dos principais pigmentos: clorofilas do tipo a e b, e carotenóides (Anjum et 

al., 2003; Farooq et al., 2009). A taxa fotossintética das plantas superiores em 

períodos de seca é afetada à medida que o conteúdo relativo de água das folhas 

diminui (Lawlor e Cornic, 2002). No entanto, o debate continua em aberto, pois se 

desconhece o principal motivo para a diminuição da taxa fotossintética: ou através 

de fechamento dos estômatos ou através de insuficiência metabólica (Lawson et al., 

2003; Anjum et al., 2003). Verificar se as plantas transformadas possuem um 

aparato fotossintético mais eficiente e são menos suscetíveis a seca é de grande 

importância agronômica, visto que regimes hídricos variados e aumento a exposição 

luminosa são fatores que estão diretamente associados ao local escolhido para o 

cultivo.  As plantas AtAPC10OE, AtCDC27aOE, 10/27aOE e plantas controle foram 

submetidas a medições fotossintéticas durante um longo período de seca. Todas as 
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plantas diminuíram sua taxa fotossintética durante a seca, tanto nas medições de 

transporte aparente de elétrons quanto na eficiência quântica fotoquímica máxima. 

Estes dados estão de acordo com a literatura e sugerem que a superexpressão das 

subunidades AtAPC10 e AtCDC27a podem até alterar a progressão do ciclo celular, 

mas não alteram a maquinaria envolvida com a captação luminosa da planta. O 

aumento de biomassa verificado nessas plantas não está relacionado com a fase 

“clara” da fotossíntese e, portanto, a expansão da área foliar e o acréscimo do 

diâmetro caulinar podem estar ligados a alterações na organização tecidual. Plantas 

AtCDC27aOE possuem a estrutura do meristema re-organizada e células em tecidos 

não-meristemáticos com tamanhos alterados (Rojas et al., 2009).  

 

 

Redução da expressão dos genes AtAPC4 e AtAPC5 através da técnica de 

microRNA artificial 

 

A subunidade APC4 parece ser a mais divergente das subunidades do APC. 

Não há homologia significativa entre os genes de S. cerevisiae, Arabidopsis e 

humano. Esta distância entre as seqüências poderia refletir a aquisição de funções 

ou interações especializadas em cada organismo. Reforçando esta hipótese, 

identificamos apenas nas proteínas de planta e humano um domínio tipo WD-40. O 

domínio WD-40 é encontrado em diversas proteínas de eucariotos, com funções que 

incluem módulos reguladores/adaptadores na transdução de sinal, montagem do 

citoesqueleto, processamento de RNAm, diferenciação celular e controle do ciclo 

celular. Os dois ativadores do APC, CDC20 e CCS52, fazem parte da família de 

proteínas que contém repetições de WD-40, e presumivelmente reconhecem o 
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motivo D-box encontrado na maior parte dos substratos do APC. Ambas as 

proteínas fazem parte da família WD e possuem papel fundamental na regulação da 

atividade e na especificidade dos substratos do APC (Vodermaier, 2001). 

Entre o APC5 de Arabidopsis e seu homólogo humano há 39% de 

similaridade, e esta semelhança é distribuída por toda a proteína. Entretanto, o 

AtAPC5 contém um domínio TPR, o qual não 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 genômica e conseqüente redução do tempo de vida em levedura. 

Uma pergunta em aberto é se a atividade do APC5 se dá através da modulação do 

complexo inteiro ou se o APC5 tem um papel independente. Outro resultado sugere 

que pelo menos em um caso, a segunda hipótese se confirma. Koloteva-Levine e 

colaboradores (2004) mostraram que o APC5 interage com a proteína ligadora da 

cauda poli-A e inibe a tradução a partir de sítios internos de entrada no ribossomo 

(IRES). Os autores verificaram que o APC5 é encontrado associado com complexos 

de alto peso molecular que não contém outras subunidades do APC, indicando um 

papel fora do complexo APC/E3 ligase para o APC5.  

Uma forma de estudar a função dessas subunidades em plantas é através de 

alterações nos seus níveis normais de expressão (superexpressão ou pela redução 

da expressão). Construções de superexpressão já foram feitas, porém ainda estão 

em estágios iniciais de estudo. Já as análises da redução de expressão estão mais 

adiantadas e possibilitaram a geração de resultados preliminares. Para reduzir os 

níveis de expressão dos genes das subunidades APC4 e 5, optamos pela técnica do 

microRNA artificial (amiRNA), cuja técnica se tornou uma ferramenta poderosa para 
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silenciar genes em plantas; e vários 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 

geração T1 são viáveis, porém os fenótipos estão correlacionados com o grau de 

expressão residual do AtAPC4. Quanto maior o silenciamento do gene AtAPC4, 

mais evidentes são as diferenças entre as plantas transformadas e o controle. As 

plantas com a redução de, aproximadamente, 50% nos níveis de expressão 

possuem área de roseta inferior, ausência do eixo de inflorescência e folhas 

enrugadas (figuras 28 e 30). Algumas plantas apresentam regiões geradoras de eixo 

de inflorescência, mas ao longo do desenvolvimento, tais regiões não conseguem 

gerar o eixo e novos eixos surgem lateralmente. As plantas não florescem e, 

conseqüentemente, não formam sementes (figura 28, 5 e 6). Já as plantas 1 e 4 da 

figura 26 floresceram e conseguiram gerar sementes. Estas sementes também são 

viáveis e a geração T2 está sob análise. Aparentemente, o fenótipo foi mantido e a 

busca por um homozigoto iniciada. Caso o homozigoto seja letal, não haverá sérios 

prejuízos ao estudo, visto que através do amiRNA podemos selecionar graus de 

expressão variados e fenótipos diversificados poderão suprir tal falta.  

As plantas amiRNA-AtAPC5 (5b) também possuem fenótipo, porém não tão 

drásticos quanto ao amiRNA-AtAPC4 (figura 29 C e D). Apenas a redução na área 

da roseta e o número total de siliquas foram detectados. Apesar da análise do 

promotor do AtAPC5 indicar a expressão em zonas meristemáticas, não foram 

encontradas alterações significativas nas regiões apical e radicular. A ausência de 

alterações morfológicas nestas regiões podem estar relacionadas com níveis 

residuais do AtAPC5, pouca ou nenhuma atuação da subunidade em processos 

dependentes do holoAPC ou participação discreta em vias independentes do 
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holoAPC. O fenótipo encontrado nas plantas amiRNA-AtAPC5 (5a) podem ajudar na 

análise funcional da subunidade AtAPC5, caso fique demonstrado que os níveis de 

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

 

Análise da fusão promotor APC5 – GUS 

 

A subunidade APC5 possui um motivo TPR com baixa homologia com as 

próprias subunidades TPR do APC e, portanto, sua presença neste subcomplexo 

permanece uma incógnita. Através de estudos por cromatografia, foi descrito que o 

APC5 poderia fazer uma ligação entre o subcomplexo TPR e o subcomplexo com 

atividade E3 ligase APC2/11 (Vodermaier et al., 2003). Pela importância do motivo 

TPR em interações protéicas e poucos estudos dessa subunidade em plantas, o 

promotor do gene APC5 foi isolado e utilizado para estudos de localização. 

A fim de comparar o nível e a distribuição espaço-temporal da atividade GUS 

em plantas expressando a construção promAtAPC5-GUS, mantivemos as linhagens 

expressando níveis semelhantes de transcritos nos transformantes. A coloração 

histoquímica, em diferentes estágios de desenvolvimento de plantas expressando 

promAtAPC5-GUS, mostra uma distribuição desigual de células marcadas (figura 

32). Estas áreas restritas são as regiões de intensa divisão celular, como os 

meristemas radiculares e apicais (dados complementares já discutidos em 

resultados e discussão). O padrão de coloração encontrado é muito semelhante ao 

da construção promCYCB-GUS, onde regiões similares são marcadas. Em raiz, a 

coloração de promCYCB-GUS é detectada com um padrão irregular, no meristema 

radicular, mas não na zona de alongamento (Planchais et al., 2002). A coloração do 

GUS é mantida em um grupo de células associadas ao sistema vascular (primário, 
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secundário e terciário). Na parte aérea, limita-se a base do desenvolvimento da folha 

e hidatódios, 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 divisão celular, por ser uma peça 

chave na transição da metáfase para anáfase. O APC também possui alta atividade 

neste período, onde atua na própria degradação da CYCB, mas pouco se sabe 

sobre o padrão espaço-temporal de suas subunidades. Dados gerados pelo grupo 

indicam que a construção promAtAPC5 foi a única, até agora analisada, que possui 

um padrão de expressão semelhante ao da CYCB. Estas peculiaridades podem 

ajudar os próximos estudos sobre a atividade mitótica, pois apresentando um padrão 

similar ao da CYCB podemos sugerir o APC5 como um potencial marcador de 

divisão celular. Os níveis de expressão dos genes AtAPC5 e AtCYCB1;1 já foram 

analisados pelo grupo e os resultados demonstraram perfis semelhantes em raiz e 

níveis menores de AtCYCB1;1 em folhas (Eloy et al., 2006). Contudo a correlação 

entre o perfil de expressão com a atividade positiva do seu promotor não está 

diretamente atrelada, uma vez que a regulação dos transcritos pode mascarar os 

altos índices de expressão via GUS (Koo et al., 2007). 
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9 PERSPECTIVAS 

 

Os dados obtidos até o presente momento sobre as funções desempenhadas 

pelas subunidades AtAPC4, AtAPC5 e AtAPC10 ainda não são conclusivos. Além 

disso, as interações destas subunidades com outras proteínas de A. thaliana 

possibilitam futuras investigações. 

Dentre os experimentos programados para o período de pós-doutorado, 

estão: 

 

● Análise de proteínas, pré-selecionadas, que interagem com as subunidades 

AtAPC7, AtAPC10 e AtAPC11 

● Obtenção da estrutura da proteína OsCandidato 1 e sua interação com a 

proteína OsAPC10. Comparação com o modelo de interação da AtCandidato 1 e 

AtAPC10; 

● Análise do promotor do gene AtAPC4; 

● Análise do promotor do gene AtAPC11; 

● Análise de plantas superexpressando o amiRNA-AtAPC11 

● Análises histológicas das plantas amiRNA-AtAPC4 e amiRNA-AtAPC5 

● Finalização de manuscrito: Superexpressão da subunidade AtAPC10 em 

tabaco e seu apelo biotecnológico; 
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APÊNDICE I 

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

 

Os28S forward (F) 5´ GCGAAGCCAGAGGAAACT 3´,  

Os28S reverse (R) 5´GACGAACGATTTGCACGTC 3´,  

OsActin F 5´ CTTCATAGGAATGGAAGCTGCGGGTA 3´,  

OsActin R 5´ CGACCACCTTGATCTTCATGCTGCTA 3´,  

OsAPC1F 5´ CTTGAGCTCTGCTTGCATCT 3´,  

OsAPC1 R 5´ GCTTACAGCCATCTGCAGTC 3´,  

OsAPC2 F 5´ AATGCTGGGGACAATCTTCT 3´,  

OsAPC2 R 5´ TAATGGGTCTGCTTCCACAG 3´,  

OsCDC27 F 5´ AGCGACTTGCTACCTTCACA 3´, 

OsCDC27 R 5´ TTGACAGGACACAAGGCTTC 3´,  

OsAPC4 F 5´ CGACAAGGATGGCCTGTTAT 3´,  

OsAPC4 R 5´ GAAGCGCTTGAAAATTCCTG 3´,  

OsAPC5 F 5´ TTCGTTGGTCTATGCAACCT 3´,  

OsAPC5 R 5´ AACGGGAACTTCTCTTCAGC 3´,  

OsCDC16 F 5´ ACAGGAGGAGGGTGATCAAG 3´,  

OsCDC16 R 5´ GATTTTGCTTGCGTGAAGAA 3´,  

OsAPC7 F 5´ AGACTTCAGGGGAGCTCAAG 3´,  

OsAPC7 R 5´ TTGAGAGCTTTTGCAGACTGA 3´,  

OsCDC23_1 F 5´  CGCTGAAGCTTAATCGAAAGT 3´,  

OsCDC23_2 R 5´ GACCAAGACCATACCAAGCA 3´,  

OsCDC23_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 3´,  

OsAPC11_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 3´,  
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OsAPC13 F 5´ TTGTGCTGGTTGGCTTTC 3´,  

OsAPC13 R 5´ CGTCCTCATCGACATCGT 3´,  

OsCDC20_1 F 5´ ATGATCGGTGCATCAGGTT 3´,  

OsCDC20_1 R 5´ GGCAAAGAACACGAGCAGT 3´,  

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 3´,  

OsCCS52B F 5´ GTCACCAAGCTCTGCGATT 3´,  

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 R 5´ ATGCCGCTTCAGCTTCATTT 3´,  

PtCDC20_1 F 5´ TTTATTCCAAACCGGTCAGC 3´,  

PtCDC20_2 R 5´ 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‟ 

AtAPC5 forward RT 5‟ GAATGTTGTTCGTCGTTGCA 3‟ 

AtAPC5 reverse RT 5‟ TGACAAACTCCCTCGAACGAT 3‟ 

Ubi14 forward RT 5‟ TCACTGGAAAGACCATTACTCTTGAA 3‟ 

Ubi14 reverse RT 5‟ AGCTGTTTTCCAGCGAAGATG 3‟ 
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APÊNDICE II 

Mapas dos vetores utilizados neste trabalho. 

 

 

● pDONR221 - vetor de entrada 
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● pK7WG2 - vetor de destino (superexpressão em plantas) 
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● pKGWFS7 - vetor de destino (análise de promotor em plantas) 
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● pRS300 - vetor de destino (amiRNA em plantas) 
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APÊNDICE III 

Lista de clones de destino gerados para este trabalho. 

 

Clones de Entrada Vetor Característica Experimento Nome 

promAtAPC5 pKGWFS7 

 

Análise promotor GUS pAtAPC5 

AtAPC10 pK7WG2 Superexpressão Superexpressão em 

plantas 

AtAPC10 sup 

amiRNA-AtAPC4 pK7WG2 Superexpressão Superexpressão em 

plantas 

amiAtAPC4 

amiRNA-AtAPC5 pK7WG2 Superexpressão Superexpressão em 

plantas 

amiAtAPC5 
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APÊNDICE IV 

Seqüência parcial do gene OsAPC1 do banco Gene Index. Um EST foi descoberto no banco Gene 
Index (acima). A região codificante está sublinhada e o códon de terminação  está marcada em 
vermelho. A seqüência traduzida está 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 

 

>OsAPC1 

CSARPVAIQTPNNPSVSDQDLQQQQLWNFAQRTTALPFGRGAFTLATTYTLLTEALVFPKLVLAGRLPAQQNATVNLDLSTRSVSEFKSWAEFH

NGVAAGLRLAPFQEKMLRTWIQYNRPSEPNFTHAGLLLAFGLHEHLRVLTMTDAYRYLSQEHDITRLGLLLGLAASNRGTMHPAISKMLYFHVP

SRHPSSTPELELPTLLQSAAVMGIGLLYEGSAHALTMKILLGEIGRRSGGDNVLEREGYAVAAGSALGLVALGRGSNAFGFMDTFLDRLFEYIG

SKEVYHEKHLNAAIAADEQSGNTGQMMEGAQINVDVTAPGAIIALALIFLKAESEEIAARLSVPNSHFDLQYVRPDFVMLRIVARNLILWNRIQ

PTKDWVESQVPSFVNFGVSNTSQEAMDSDELDSEALFQAYVNIVTGACIALGLKYAGSRNSDAQELLYAYAVHFLNEIKHISIQTASILPKGLL

QHVDRGTLELCLHLIVLSLSLVMAGSGHLQTFRLLRYLRGRSSAEGQVNYGLQMAVSLAIGFLFLGGGTHTFSTSNSAVAALLITLYPRLPTGP

NDNRCHLQAFRHLYVIATEPRWIQTVDVDTGLPVYCPLEVTVAETEYYDETNYCEVTPCLLPERSVLKNIRVCGPRYWSQVITLTPEDKPWWKS

GDRTDPFNGGVLYIKRKVGSCSYSDDPIGCQSLLSRAMHEVCDTPSTSCSNQANSATRSSLRVDQLVSTFSANPSLIAFAKLCCQSWKDRRNGS

FEEFCSQILYECMSKDRPALLQVYISFYTIIETMWEHLKIGHFPFSDSLFLSSLKVASAYNEALIDGRITTGGIIQSTFLESLMKRIEYIFAEL

PNLHDSFINYLNKGKWPDAQNEAVLLSWYLQWYSIPPPHIVSSAIEKVKPRTRTSLSMLPLLRLLLPTTHLVGLMEIEKLHMTHGHEGLTLH* 
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APÊNDICE V 

Fragmentos da região 5´ do gene PtAPC5 e fragmentos das regiões 3´ dos genes PtAPC4 e 5 foram 
encontrados no banco de EST. Uma seqüência adicional do gene OsAPC4 (que não está presente 
em Arabidopsis e poplar) foi produto de uma incorporação de um intron  (destaque em amarelo). 
Diferenças na região 5´ do gene OsAPC5 estão destacadas em amarelo.  
 
 
 
Antes do suporte do EST: 
 
 
 
APC4 
 
 
 
AtAPC4          MSEMASDEEENIIPFQLQFDKPIPFQIKIAEWNPEKDLLAMVTEDSKILLHRFNWQRLWT 60 

PtAPC4          ---METDETDRVLPFQLQFDKPVASQVKIAEWNPEKDLLAMVTEDSKILLHRFNWQRLWT 57 

OsAPC4          ----------------------------MAEWNPEKDLLAMVTDDSKVVLHRFNWQRLWT 32 

                                            :**************:***::*********** 

 

AtAPC4          ISPGKPVTSLCWRPDGKAIAVGLEDGTISLHDVENGKLLRNLKPHDVAVVCLNWEEDGQS 120 

PtAPC4          ISPGRNITSLCWRPDGKAIAVGLEDGTIYLHDVENGKLLRSLKSHTVAVVCLNWEEEGQL 117 

OsAPC4          ISPGKCITSICWSPDGKIVALGTEDGLVLLHDVENGKMLRRIKSHDVAIVCLNWAEDELL 92 

                ****: :**:** **** :*:* *** : ********:** :*.* **:***** *:    

 

AtAPC4          NTDESGNFSVYEDRTSRFFPPAPRPPKMPGLVAGDSSFMDDGEDSLAELSNTSFRKFNIL 180 

PtAPC4          IRDDSKNSSSYEDRTSRFFPPAPRVPRMPGVVSGDTGFMDDSEDSYRELSNSSYQRFNIL 177 

OsAPC4          SRTDKDGLLSYEDRTARFFPPAPVIPRIGGLSSGDTGLSDENEESIQEFSSASCQRFNIL 152 

                   :. .   *****:*******  *:: *: :**:.: *:.*:*  *:*.:* ::**** 

 

AtAPC4          CTGDRDGNICFSIFGIFQIGKINIHELSLPVPHLDEHASCKLFNASIYKVALSKDLCRLV 240 

PtAPC4          CSGDKDGSICFSIFGIFPIGKI---------------------------VSLSKDLCRLI 210 

OsAPC4          CSGDKGGCICFSIFGIFPVGKININEVPIHFQSSGNKTSYRLQDASISKVCLSGNLHQLV 212 

                *:**:.* ********* :***                           *.** :* :*: 

 

AtAPC4          VMCTGELKDCDIKPREEKINVQDLPGLHCLAMDTSIFWKRKYELHQVAQQASNIEDLTEV 300 

PtAPC4          VMCSGELNEN-TESRESQMVKQ---GMHSLVLDTSIFWKRKSELHQLAQQASNIEDLTEV 266 

OsAPC4          LLCPGKLIDIDNLSHSNHISTG----LHCLHLDTSIFFNRKNELHQISQQASSIQDLVEV 268 

                ::*.*:* :    .:..::       :*.* :*****::** ****::****.*:**.** 

 

AtAPC4          IRASLSVMNKQWADAMKTFHEKFHSLSTLIIDNGLESSPQEEFLSLLGGARISPALNQFL 360 

PtAPC4          IRASLSVMCKQWSDAMHTFHEKFDSLSTLIIDHALDSTPQEEFLSLLGGARTSSAVHQFL 326 

OsAPC4          VRSSLSMMAKQWSSAMNLFNEKFSALPSLIAAHGMESSSEDEFMSLLFGTRTSPALHQFL 328 

                :*:***:* ***:.**: *:*** :*.:**  :.::*:.::**:*** *:* *.*::*** 

 

AtAPC4          VNSLGEVGVKRVLKSVCGTGKELQQVVLDHLQPAAEIIGFRIGELRGLSRWRARYQGIGL 420 

PtAPC4          VNSLGEVGVKRVLKVICGTAKELQRIVLDHLQPAAEIIGFRMGELRGLSRWRARYHGIGL 386 

OsAPC4          VSSLGEAALKRIAKAVDSAGRELRVVVSEHLQPAVEIISFRLAELRGLARWRSRFQNVGL 388 

                *.****..:**: * : .:.:**: :* :*****.***.**:.*****:***:*::.:** 

 

AtAPC4          DEMLLNEATENTGLLLVQVQRFMMVLSS-------------------------------- 448 

PtAPC4          DEMLINNATEKSGMILVQIERFMRVLSS-------------------------------- 414 

OsAPC4          DEKLIYGVTEKIGMLVVQVERFSRVAATVLYLVPFFSACFLAMFSILNLCFNLGLLPEIP 448 

                ** *:  .**: *:::**::**  * ::                                 

 

AtAPC4          ------------VVQQFSNFFNWLVRSIKYLMQEPNDQLLSYNSELLVVFLKFLYDQDPV 496 

PtAPC4          ------------VEQQFSNFFNWLLKCIKLLMQEPSDQLLPYNSELVVIFLKFLYDQDPV 462 

OsAPC4          LPVSEYDILVHVVSAEFQNFFSWVLKCVKILLSEPTDQVPAANSELVVLFLKFLLDKDPI 508 

                            *  :*.***.*:::.:* *:.**.**: . ****:*:***** *:**: 

 

AtAPC4          KDLLELSEAGDDIEIDLKTIGRVKELLQFGGFSECDFLQRTLAKEFQHMESSFKMASQMP 556 

PtAPC4          KQLLEV---DHDIEVDL------------------------------------------- 476 

OsAPC4          KQLLDAN---QRFECDLDTVRHLEQLVVLGGFTDTHFLEKTLMKQFNELDESLEEAFSMP 565 

                *:**:     . :* **                                            

 

AtAPC4          FTTISRKISCMKLLPLCPLQLSTTQTPTTIPMSLSFYKNELSDDTPCQSGYTDYISFQVP 616 

PtAPC4          ------------------------------------------------------------ 

OsAPC4          FTTISSQIHCQELLPLYPITSSVDLSSTCILTSVSFYKDEDSQNSGSSYSLTDYICFKIP 625 
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AtAPC4          DETFPEISNCIGIAKGYKQNSNNEKNGYTSLEAVLLSVPNGYTCVDLSLYKDKELVLLLN 676 

PtAPC4          ------------------------------------------------------------ 

OsAPC4          DGSLN-LKNCIGVIKDFSNSSASG----PSSSGFLLHIPDEYECVDVSLYKDSQIVVLLS 680 

                                                                             

 

AtAPC4          KTNTDSEGSGEACMMVVQTGDLAFISISGSSSLNQWELEDLKGSIVNLEMEN-EKVRKVP 735 

PtAPC4          ------------------------------------------------------------ 

OsAPC4          ER-SYSDGPGSSYIVMLQMENFSFVPLSRMFPSNIYSVQELSAQELQLDTDYGKKVRSIP 739 

                                                                             

 

AtAPC4          HSVIAPLAVSASRGVACVFAERRRALVYILEEDEDEEISDEK--- 777 

PtAPC4          --------------------------------------------- 

OsAPC4          HAVSTPLAVSASRGVACVFSSRRHALVYILDEDEDEDEDESSDME 784 

 

 

 

Após o suporte do EST – 3´region. 

 

AtAPC4          MSEMASDEEENIIPFQLQFDKPIPFQIKIAEWNPEKDLLAMVTEDSKILLHRFNWQRLWT 60 

PtAPC4          ---METDETDRVLPFQLQFDKPVASQVKIAEWNPEKDLLAMVTEDSKILLHRFNWQRLWT 57 

OsAPC4          ----------------------------MAEWNPEKDLLAMVTDDSKVVLHRFNWQRLWT 32 

                                            :**************:***::*********** 

 

AtAPC4          ISPGKPVTSLCWRPDGKAIAVGLEDGTISLHDVENGKLLRNLKPHDVAVVCLNWEEDGQS 120 

PtAPC4          ISPGRNITSLCWRPDGKAIAVGLEDGTIYLHDVENGKLLRSLKSHTVAVVCLNWEEEGQL 117 

OsAPC4          ISPGKCITSICWSPDGKIVALGTEDGLVLLHDVENGKMLRRIKSHDVAIVCLNWAEDELL 92 

                ****: :**:** **** :*:* *** : ********:** :*.* **:***** *:    

 

AtAPC4          NTDESGNFSVYEDRTSRFFPPAPRPPKMPGLVAGDSSFMDDGEDSLAELSNTSFRKFNIL 180 

PtAPC4          IRDDSKNSSSYEDRTSRFFPPAPRVPRMPGVVSGDTGFMDDSEDSYRELSNSSYQRFNIL 177 

OsAPC4          SRTDKDGLLSYEDRTARFFPPAPVIPRIGGLSSGDTGLSDENEESIQEFSSASCQRFNIL 152 

                   :. .   *****:*******  *:: *: :**:.: *:.*:*  *:*.:* ::**** 

 

AtAPC4          CTGDRDGNICFSIFGIFQIGKINIHELSLPVPHLDEHASCKLFNASIYKVALSKDLCRLV 240 

PtAPC4          CSGDKDGSICFSIFGIFPIGKINIHKFSVPTPFIDKQTPRQILNSSIYKVSLSKDLCRLI 237 

OsAPC4          CSGDKGGCICFSIFGIFPVGKININEVPIHFQSSGNKTSYRLQDASISKVCLSGNLHQLV 212 

                *:**:.* ********* :*****::..:     .:::. :: ::** **.** :* :*: 

 

AtAPC4          VMCTGELKDCDIKPREEKINVQDLPGLHCLAMDTSIFWKRKYELHQVAQQASNIEDLTEV 300 

PtAPC4          VMCSGELNEN-TESRESQMVKQ---GMHSLVLDTSIFWKRKSELHQLAQQASNIEDLTEV 293 

OsAPC4          LLCPGKLIDIDNLSHSNHISTG----LHCLHLDTSIFFNRKNELHQISQQASSIQDLVEV 268 

                ::*.*:* :    .:..::       :*.* :*****::** ****::****.*:**.** 

 

AtAPC4          IRASLSVMNKQWADAMKTFHEKFHSLSTLIIDNGLESSPQEEFLSLLGGARISPALNQFL 360 

PtAPC4          IRASLSVMCKQWSDAMHTFHEKFDSLSTLIIDHALDSTPQEEFLSLLGGARTSSAVHQFL 353 

OsAPC4          VRSSLSMMAKQWSSAMNLFNEKFSALPSLIAAHGMESSSEDEFMSLLFGTRTSPALHQFL 328 

                :*:***:* ***:.**: *:*** :*.:**  :.::*:.::**:*** *:* *.*::*** 

 

AtAPC4          VNSLGEVGVKRVLKSVCGTGKELQQVVLDHLQPAAEIIGFRIGELRGLSRWRARYQGIGL 420 

PtAPC4          VNSLGEVGVKRVLKVICGTAKELQRIVLDHLQPAAEIIGFRMGELRGLSRWRARYHGIGL 413 

OsAPC4          VSSLGEAALKRIAKAVDSAGRELRVVVSEHLQPAVEIISFRLAELRGLARWRSRFQNVGL 388 

                *.****..:**: * : .:.:**: :* :*****.***.**:.*****:***:*::.:** 

 

AtAPC4          DEMLLNEATENTGLLLVQVQRFMMVLSS-------------------------------- 448 

PtAPC4          DEMLINNATEKSGMILVQIERFMRVLSS-------------------------------- 441 

OsAPC4          DEKLIYGVTEKIGMLVVQVERFSRVAATVLYLVPFFSACFLAMFSILNLCFNLGLLPEIP 448 

                ** *:  .**: *:::**::**  * ::                                 

 

AtAPC4          ------------VVQQFSNFFNWLVRSIKYLMQEPNDQLLSYNSELLVVFLKFLYDQDPV 496 

PtAPC4          ------------VEQQFSNFFNWLLKCIKLLMQEPSDQLLPYNSELVVIFLKFLYDQDPV 489 

OsAPC4          LPVSEYDILVHVVSAEFQNFFSWVLKCVKILLSEPTDQVPAANSELVVLFLKFLLDKDPI 508 

                            *  :*.***.*:::.:* *:.**.**: . ****:*:***** *:**: 

 

AtAPC4          KDLLELSEAGDDIEIDLKTIGRVKELLQFGGFSECDFLQRTLAKEFQHMESSFKMASQMP 556 

PtAPC4          KQLLEV---DHDIEVDLQ---RVKELVQFGGFSDCEYLQRTLAKEFQQMEDSFKEAFLMP 543 

OsAPC4          KQLLDAN---QRFECDLDTVRHLEQLVVLGGFTDTHFLEKTLMKQFNELDESLEEAFSMP 565 

                *:**:     . :* **.   ::::*: :***:: .:*::** *:*:.::.*:: *  ** 
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AtAPC4          FTTISRKISCMKLLPLCPLQLSTTQTPT--TIPMSLSFYKNELSDDTPCQSGYTDYISFQ 614 

PtAPC4          FTTISRKMLCEDLLPLFPLPSSSSSASVSMAIPMSISYYSQAVSSNQTCQHSFVDYVCFQ 603 

OsAPC4          FTTISSQIHCQELLPLYPITSSVDLSST--CILTSVSFYKDEDSQNSGSSYSLTDYICFK 623 

                ***** :: * .**** *:  *   :..   *  *:*:*.:  *.:  .. . .**:.*: 

 

AtAPC4          VPDETFPEISNCIGIAKGYKQNSNNEKNGYTSLEAVLLSVPNGYTCVDLSLYKDKELVLL 674 

PtAPC4          VPDEPFSDIANCIGVIRGFTHDLSSSKNGYTSLEAVLLYVPAGYECVDLSLYKDSQIVLL 663 

OsAPC4          IPDGSLN-LKNCIGVIKDFSNSSASG----PSSSGFLLHIPDEYECVDVSLYKDSQIVVL 678 

                :** .:  : ****: :.:.:.  .     .* ...** :*  * ***:*****.::*:* 

 

AtAPC4          LNKTNTDSEGSGEACMMVVQTGDLAFISISGSSSLNQWELEDLKGSIVNLEMENEK-VRK 733 

PtAPC4          LNGASASSESSGDACMMIVQASELPFISISRFTDLNLWNLYQLKDSTVQLQMENE----K 719 

OsAPC4          LSER-SYSDGPGSSYIVMLQMENFSFVPLSRMFPSNIYSVQELSAQELQLDTDYGKKVRS 737 

                *.   : *:..*.: ::::*  ::.*:.:*     * :.: :*. . ::*: :      . 

 

AtAPC4          VPHSVIAPLAVSASRGVACVFAERRRALVYILEEDEDEEISDEK--- 777 

PtAPC4          VPHSVIAPLAVSASRGVACVFAARKRALVYILEEDE-EEVPDTE--- 762 

OsAPC4          IPHAVSTPLAVSASRGVACVFSSRRHALVYILDEDEDEDEDESSDME 784 

                :**:* :**************: *::******:*** *:  : .    

 

APC5 
 
 
 

AtAPC5          MAGLTRTAGAFAVTPHKISVCILLQIYAPSAQMSLPFPFSSVAQHNRLGLYLLSLT---K 57 

PtAPC5          ---------AFALTPHKVSVCLLLQTYALPAQTTPPFPFSSVSQHNRLGLYLLALTKMLQ 51 

OsAPC5          ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

AtAPC5          SCDDIFEPKLEKLINQLREVGEEMDAWLTDHLTNRFSSLASPDDLLNFFNDMRGILGSLD 117 

PtAPC5          SYDDILEPKLEELLNQLKEISGSLGHWLIDHLTSRLSSLSAPDDLFSFFTEMRGILGGLD 111 

OsAPC5          ------------------------------------------------------------ 

                                                                             

 

AtAPC5          SGVVQDDQIILDPNSNLGMFVRRCILAFNLLSFEGVCHLFSSIEDYCKEAHSSFAQFGAP 177 

PtAPC5          SVVMEDNQVILDPNSNLGLFLRRCILTFNLLSFEGLCHLLTNIGSYCKEAMSS------- 164 

OsAPC5          ------------------------------MTFEGVCHLLANLVEYCNSADTS------- 23 

                                              ::***:***::.: .**:.* :*        

 

AtAPC5          NNNLESLIQYDQMDMENYAMDKPTEEIEFQKTASGIVPFHLHTPDSLMKATEGLLHNRKE 237 

PtAPC5          SNDLETLSEYENMDLENFMFGKVNEEIEARKQASERVPFHLHGPKALSGLVEGIID---- 220 

OsAPC5          YDLAEDEDFNSEMEMSNFMDTN-------MHVRDGVFDKYNQGYAPRSHMVD-------- 68 

                 :  *     .:*::.*:   :        :  .  .  : :   .    .:         

 

AtAPC5          TSRTSKKDTEATPVARASTSTLEESLVDESLFLRTNLQIQGFLMEQADAIEIHGSSSSFS 297 

PtAPC5          SSKHGDKCGETSAYVHPPGNELRDVDPYGEIFLRTNWQVQGYLMEQADAIEGCRHDSSFS 280 

OsAPC5          -SSSSLVHAPASLHDFEEANMFKADDNLGPTCLRSRWQLEAYLNQQADILE--KDPSSVP 125 

                 *  .     ::       . :.         **:. *::.:* :*** :*     **.. 

 

AtAPC5          SSSIESFLDQLQKLAPELHR-------------------VHFLRYLNKLHSDDYFAALDN 338 

PtAPC5          LNSFELVLRQIKKLAPELIQ-------------------VHFLRYLNSLYHDDYFAALDN 321 

OsAPC5          LNSFNATMSQLQKLAPELHRNCEEFLVTMVYFDLYSTCQVQFLQYLNALTHDDYVAALDN 185 

                 .*::  : *::****** :                   *:**:*** *  ***.***** 

 

AtAPC5          LLRYFDYSAGTEG-FDLVPPSTGCSMYGRYEIGLLCLGMMHFRFGHPNLALEVLTEAVRV 397 

PtAPC5          LHRYFDYSAGAEG-FDSAPSSSGSNSSGRYEIGLIYLGMMHLHFGHPKQALEVLTEAVRF 380 

OsAPC5          LHRYFDYSAGMQGLFSRTASPFQDIIVGKYESALLCLGNLHCYFGHPKKALEAFTEAVRV 245 

                * ******** :* *. ....      *:** .*: ** :*  ****: ***.:*****. 

 

AtAPC5          SQQLSNDTCLAYTLAAMSNLLSEMGIASTSGVLGSSYSP--VTSTASSLSVQQRVYILLK 455 

PtAPC5          SQQQSNESCLAYTLAAICNVLSEFGCSSSAGVLGTSFSP--ITSMDTSLSVGQQLFVLLR 438 

OsAPC5          SQMNNDDSCLAYILGAISNLLSKIGMSSTVGTIGSPYSLGNNIGLGTPLSIQQQLLVLLK 305 

                **  .:::**** *.*:.*:**::* :*: *.:*:.:*     .  :.**: *:: :**: 

 

AtAPC5          ESLRRADSLKLRRLVASNHLAMAKFELM------------HVQRPLLSFGPKASMRHKTC 503 

PtAPC5          ESLKRAESLKLKRLVASNHLALAKFDLLTSYLFQLYFDLQHVQRPLLSFGPKASMKLRTF 498 

OsAPC5          RSLKRADTLKLTSLLSFDHLSLAKFDLK------------HVQRPLVSFGPNASTKLRTC 353 

                .**:**::***  *:: :**::***:*             ******:****:** : :*  

 

AtAPC5          PVSVCK-------------------EIRLGAHLISDFSSESSTMTID-GSLSSAWLKDLQ 543 

PtAPC5          PINVCKVFGAFGDSIYSFSPISLLQELRLCSHLISEFGSESSTMTTD-GVFSTTWLNNLP 557 

OsAPC5          PADVCK-------------------NLRLSSRVLTDFGTDGLSASNDNGSFSTSWLRNLS 394 

                * .***                   ::** ::::::*.::. : : * * :*::**.:*  
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AtAPC5          KPWGPPVISPDSGS---RKSSTFFQLCDHLVSIPGSVSQLIGASYLLRATSWELYGSAPM 600 

PtAPC5          KSMDSPLLPQENAH---RNNCDAHRFFTQLSSVPKSVLQLLGSSYIMRSTAWEMYGSAPL 614 

OsAPC5          AASNSWCSSSKKSGKLLTNDFDNFHFHAQPSPIPASVLQLAGSAYLLRATAWEHYGSAPM 454 

                 . ..   . ...     :.   .::  :  .:* ** ** *::*::*:*:** *****: 

 

AtAPC5          ARMNTLVYATLFGDSSSSSDAELAYLKLIQHLALYKGYKDAFAALKVAEEKFLTVSKSKV 660 

PtAPC5          ARINSLVYATCFADASSSSDAASVHAKLIQHLAVFRGYKGAFAALKVAEEKFLTVSKSVI 674 

OsAPC5          VRMNSLVYATCFADAASSSELSLAYVKLIQHLATFKGYSAAFSALKLAEEKFPLSANSHI 514 

                .*:*:***** *.*::***:   .: ******* ::**. **:***:*****   ::* : 

 

AtAPC5          LLLKLQLLHERALHCGNLKLAQRICNELGGLASTAMGVDMELKVEASLREARTLLAAKQY 720 

PtAPC5          LLVKLQLLHECALHRGNLKLAQQVCDELGVLASSVSGVDKDLKTEASLRHARTLLAANQF 734 

OsAPC5          QLLKMQLLHERALHRGHLKVAQQICDEFAVLSSSVSGVDIELKTEARLRHARTLLAAKQF 574 

                 *:*:***** *** *:**:**::*:*:. *:*:. *** :**.** **.*******:*: 

 

AtAPC5          SQAANVAHSLFCTCHKFNLQIEKASVLLLLAEIHKKSGNAVLGLPYALASISFCQSFNLD 780 

PtAPC5          SQAAAVAHSLFCMCYKFNMQVQNATVLLLLAEIHKKSGNAVLGLPYALASLSFCQSFNLD 794 

OsAPC5          SQAANVANSLFSTCYKYNMQVENASVLLLLAEIQKNSDNAVLGLPYALASQSFCKSFNLD 634 

                **** **:***. *:*:*:*:::*:********:*:*.************ ***:***** 

 

AtAPC5          LLKASATLTLAELWLGLGSNHTKRALDLLHGAFPMILGHGGLELRARAYIFEANCYLSDP 840 

PtAPC5          LLKASATLTLAELWLSLGSNHAKRALTLIHGALPMILGHGGLELQARAQITEAKCYLSDP 854 

OsAPC5          LLEASATLTLTELWLALGSTHAKRALSLVCQSLPMILGHGGLELRARAHIVLAKCYLSDP 694 

                **:*******:****.***.*:**** *:  ::***********:*** *  *:****** 

 

AtAPC5          SSS------------VSTDSDTVLDSLRQASDELQALEYHELAAEASYLMAMVYDKLGRL 888 

PtAPC5          SYS------------GSTLSSPFLDLLRQASDELQVLEYHELAAEAFYLMAHVFDKLGQL 902 

OsAPC5          KFSEKPVPLCPFIMAVSEDPSAVLDPLNQAAEDLEVLEYHEMAAEAYYLKAMVYNNLGKL 754 

                . *             *  ....** *.**:::*:.*****:**** ** * *:::**:* 

 

AtAPC5          DEREEAASLFKKHIIALENPQDVEQNMA- 916 

PtAPC5          ERREEAAASFKEHMMALENPQD------- 924 

OsAPC5          DEREEAAASFKEHTLALENPYNEEDSLAC 783 

                :.*****: **:* :***** :        
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APÊNDICE VI 

Comparação da região 5´ dos genes CDC16 e APC11_2 em Arabidopsis, poplar e arroz. Seqüências 
adicionais estão destacadas em amarelo. 

 

CDC16 

PtCDC16         ------------------------------------------------------------ 

AtCDC16         ------------------------------------------------------------ 

OsCDC16         MPLSAASINRASYQVLLLLAAAAVSTTGGDGNTAPGNATATATTGGDDTEMYICYLCTGR 60 

                                                                             

 

PtCDC16         ------------------------------------------------------------ 

AtCDC16         ------------------------------------------------------------ 

OsCDC16         NPILIRRCPIYWDYCHLNCFDDAPSTAAAADDVAAVPVASPAAPARRVGGVPRETLEDEE 120 

                                                                             

 

PtCDC16         ------------------------------------------------------------ 

AtCDC16         ------------------------------------------------------------ 

OsCDC16         CYVMKLYENGSYVIVTTLGCSQTASCLLSCGGGDLAADGEEALAAAHPAGAVGVSPPWRM 180 

                                                                             

 

PtCDC16         --------------------------------------MREEQIEKLRGVVRDCVSKHLY 22 

AtCDC16         --------------------------------------MREEEIEKIRGVVRDCVSKHLY 22 

OsCDC16         WDTKFGFPPAAPPTTAAAAQKNPKRRREAEAEGEVAAEMREEAVERLRGVVRDSVGKHLY 240 

                                                      **** :*::******.*.**** 

 

PtCDC16         SSAIFFADKVAAFTNDPADIYMQAQALFLGRHYRRAYHLLNASKIVLRDLRFRYLAAKCL 82 

AtCDC16         SSAIFFADKVAALTNDPSDIYMQAQALFLGRHYRRAFHLLNASKIVLRDLRFRYLAAKCL 82 

OsCDC16         ASAIFLADKVAAATGDPADVYMLAQALFLGRHFRRALHILNSSK-LLRDLRFRFLAAKCL 299 

                :****:****** *.**:*:** *********:*** *:**:** :*******:****** 

 

PtCDC16         EELKEWDQCLLMLGDAKVDEHGDVYDTKDCNVMYLDKDSEDREINISAATCFLRGRAYEA 142 

AtCDC16         EELKEWDQCLLMLGDAKVDDDGIVYDAKDGNVIDFDKDGEDREINISSAICFLRGKAYGA 142 

OsCDC16         EELKEWHQCLIILGDAKIDEHGNVVDQDDGSDIYFDKDAEDHEINIKAAICFLRGKAYEA 359 

                ******.***::*****:*:.* * * .* . : :***.**:****.:* *****:** * 

 

PtCDC16         LENRALARQWYKAAIKADPLCYEALECLIENHMLTCEEETRLLSSLQFGPEDGWLSSFYS 202 

AtCDC16         LQNRSQARQWYKAAIKADPLCYEALECLIESHMLTSEEESSLLSSLQFSPEDGWLSSFYS 202 

OsCDC16         LDNCDLARQWYKAAVKADPLCYEALECLVDNYMLTCEEESELLSSLKFGKEDGWLSAFYS 419 

                *:*   ********:*************::.:***.***: *****:*. ******:*** 

 

PtCDC16         CLIKKYEKKSVVEAKFREVEKESCNSNPSSPSIKHTLKNDTDLLTCKAEYFNQCGEYQKC 262 

AtCDC16         CLIKKYDKESTVELKFKKLENETSGS--VSGSSMITLANNTDLLACKAEYYHQCCEYQKC 260 

OsCDC16         CLIRKHEKEYIVEAKFKEFERESCSI--SSLSSGLTLKNNIDVLACKAEYYHQSGEYQKC 477 

                ***:*::*:  ** **::.*.*:..    * *   ** *: *:*:*****::*. ***** 

 

PtCDC16         FELTSESSELYLLFHSLLEKDPFHLKCTLVHIAAAMELGNSNELYLMASNLVKDYPQKAL 322 

AtCDC16         FELTA----------ALLEKDPFHLKCTLVHLAAAMELGNSNELYLMACNLVKDYPSKAL 310 

OsCDC16         FELTS----------ALLERDPFHLKCTLVHLAAAMELGHSNDLYILACNLVKDYPQKAL 527 

                ****:          :***:***********:*******:**:**::*.*******.*** 

 

PtCDC16         SWFAVGCYYYCIKKYDQSRRYFSKATSLEGTFAPAWIGFGNAYAAQEEGDQAMSAYRTAA 382 

AtCDC16         SWFAVGCYYYCIKKYAEARRYFSKATGIDGSFSPARIGYGNSFAAQEEGDQAMSAYRTAA 370 

OsCDC16         SWFAVGCYYYCIKKYDQARRYFGKATGLDGTFPPAWIGTGIAYAAQEEGDQAMAAFRTAA 587 

                *************** ::****.***.::*:*.** ** * ::**********:*:**** 

 

PtCDC16         RLFPGCHLPTLYIGMEYMRTHSYKLAEQFFMQAKAICPSDPLVYNELGVVAYNMKEYNKS 442 

AtCDC16         RLFPGCHLPTLYIGMEYMRTHSYKLADQFFMQAKAICPSDPLVYNELGVVAYHMKEYGKA 430 

OsCDC16         RLFPGCHLPTLYMGMQYLRMHNFKLAEQFFTQAKSICPSDPLIYNEMGVVAYNMKEYQKA 647 

                ************:**:*:* *.:***:*** ***:*******:***:*****:**** *: 

 

PtCDC16         VLWFEKTLKHIP-SLSQLWEPTIVNLAHAYRKLKIYHEAISYYERALTLSPRSLSTYAGL 501 

AtCDC16         VRWFEKTLAHIPSALTESWEPTVVNLAHAYRKLRKDREAISYYERALTLSTKSLSTYSGL 490 

OsCDC16         VQWFELTLEHTSSSLNEMWEPTLVNLGHALRKLKKYQKAISYYEKALTFQTKSLSAFAGL 707 

                * *** ** * . :*.: ****:***.** ***:  ::******:***:..:***:::** 

 

PtCDC16         AYTYHLQ------------ALWLKPDDQFCTEMLSLALVDEGRRGTDPKIEFR 542 

AtCDC16         AYTYHLQGNFSAAISYYHKALWLKPDDQFCTEMLNVALMDECQNGVDSKVELC 543 

OsCDC16         AYTYHLMDKFEAAITYYHKALWLKPDDQFSTDMLTLALESSCQITARTR---- 756 

                ******             **********.*:**.:** .. :  . .:     
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APC11 

 
AtAPC11         -------------------------------MKVKILRWHAVASWTWDAQDETCGICRMA 29 

PtAPC11         -------------------------------MKVKLLQWHAVASWTWDAQDETCGICRMA 29 

OsAPC11_1       -------------------------------MKVKILQWHSVASWTWDAQDETCGICRMA 29 

OsAPC11_2       MQVGGTAAAAAEVSMSYRETRREEEKRRGTKMKVKILQWHGVASWTWNAQDETCGICRMA 60 

                                               ****:*:**.******:************ 

 

AtAPC11         FDGCCPDCKLPGDDCPLIWGACNHAFHLHCILKWVNSQTSQAHCPMCRREWQFKE 84 

PtAPC11         FDGCCPDCKLPGDDCPLIWGACNHAFHLHCILKWVNSQTSQAHCPMCRREWQFKE 84 

OsAPC11_1       FDGCCPDCKFPGDDCPLIWGSCNHAFHLHCILKWVNSQTSTPLCPMCRREWQFKG 84 

OsAPC11_2       FDGCCPDCKFPGDDCPLIWGSCNHAFHLHCILKWVNSQTSTPLCPMCRREWQFKG 115 

                *********:**********:******************* . ***********  
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APÊNDICE VII 

Re-sequenciamento da região 5´ do gene AtCDC20_6. 

 

 



167 

 

APÊNDICE VIII 

Correção das seqüências dos ativadores do APC. Destaques em cinza são os motivos conservados 
de interação com o APC (CSM, C-box, IR-tail e CBM). Diferenças estão destacadas em amarelo. 

 

 

 

 

Antes do suporte do EST: Ativadores CDC20 e CCS52 

 

 

 

OsCDC20_2        ----------MDA-GSHSISSEKSSRYVAPRQP---LQEAGSR-PYMPSLSTASRNPSA- 44 

OsCDC20_3        ----------MDA-GSHSISSEKS-HGLAPRPP---LQEAGSR-PYMPSLSTASRNPSA- 43 

OsCDC20_1        ----------MEAPGSGSVPTAKR-RRLVPRPPPVPLEVAGARGPYMPPLCIKSKNPSA- 48 

PtCDC20_4        ------------------------------------------------------------ 

AtCDC20_3        --------------------------------------MDSGMRATCTVPEHFLPRKLS- 21 

AtCDC20_4        --------------------------------------MDS---DTCTVPDHFLPRKLS- 18 

AtCDC20_5        ------------------------------------------------------------ 

AtCDC20_6        --------------------------------------------------------MMK- 3 

AtCDC20_1        -----------------------------MDAGLN----------RCPLQEHFLPRKNS- 20 

AtCDC20_2        -----------------------------MDAGMNNTSSHYKTQARCPLQEHFLPRKPS- 30 

PtCDC20_1        -----------------------------MDAGSINSSSSLKAQSRFPLQQQFLPRMNS- 30 

PtCDC20_3        -----------------------------MDAGSMNTSSSLKAQSRFPLQQQFLPRTNS- 30 

PtCDC20_2        -----------------------------MDAGSLNSSSYMKAQSRFPLQEQFLHRKNS- 30 

PtCDC20_5        ------------------------------------------------------------ 

AtCCS52A1        ---MEEEDPTASNVITNSNSSSMRNLSPAMNTPVVSLESR----INRLINANQSQSPSP- 52 

AtCCS52A2        ---MEEDESTTP----KKKSDSQLNLPPSMNRPTVSLESR----INRLIDSNHYHSPS-- 47 

PtCCS52A1        --------------------------------PSPSSSEH----VNRLINSNHYISPS-- 22 

PtCCS52A1_2      -------------------------------TPSPSSSKH----VNRLINSNHYISPS-- 23 

OsCCS52A1        MDHHHHHLPPPPPRSPMENSASSKPPTPASTPSSRLAAAP----SSRVSSAAPHPSPSSS 56 

PtCCS52B         ---MDSTPRRKSG---LNLPSGMNETSLRLETFSSSSSFRAVTCVSSPRAISSLSSPSKT 54 

PtCCS52B_2       ---MDSTPRRKSG---LNLPSGMNETSLRLETFSSSSSFRAVTCVSSPRAISSLSSPSKT 54 

AtCCS52B         ---MASPQSTKTG---LNLPAGMNQTSLRLETFSSS-----------FRGISSLSSPSK- 42 

OsCCS52B         ---MATDASPKPAPPRLNVPPAMAG-GLRLDPAVASP-------ARLLLDVPKTPSPSK- 48 

                                                                              

 

OsCDC20_2        -------KCYGDRFIPDRSAMDMDMAHYLLTE-----------------PRKDKEN-AAA 79 

OsCDC20_3        -------KCYGDRFIPDRSAMDMDMAHYLLTE-----------------PKKDKEN-AAA 78 

OsCDC20_1        -------KCYGDRFIPDRSAMDMDMAYFLLTE-----------------PKKEKENTDML 84 

PtCDC20_4        ----------LDRFIPNRSAMDMDFAHYMLTE-----------------GRKAKES---- 29 

AtCDC20_3        -------KQNLDRFIPNRSAKDFDFANYALTQ-----------------GSKRN-LDEVT 56 

AtCDC20_4        -------KQNLDRFIPNRSAMDFDFANYALTQ-----------------GRKRN-VDEIT 53 

AtCDC20_5        --------------------MDFDFANYALTQ-----------------GRKRN-VDEVT 22 

AtCDC20_6        -------SIALALCLTHHSPMVLSIVDYGDSQ-----------------EKTIDSLWKKP 39 

AtCDC20_1        -------KENLDRFIPNRSAMNFDYAHFALTEERK--------------G-KDQS-ATVS 57 

AtCDC20_2        -------KENLDRFIPNRSAMNFDYAHFALTEGRK--------------G-KDQT-AAVS 67 

PtCDC20_1        -------KENLDRFIPNRSAMDMDYAHFMLTEGRK--------------G-KENP--TVN 66 

PtCDC20_3        -------KENLDRFIPNRSAMDMDYARFMLTEGRK--------------G-KENP--TVN 66 

PtCDC20_2        -------KDNLDRFIPNRSAMDLDYAHYMLTQGRK--------------GGKENPTATVN 69 

PtCDC20_5        ------------------------------------------------------------ 

AtCCS52A1        --SSLSRSIYSDRFIPSRSGSNFALFDLSPSPS---------------KDGKEDGAGSYA 95 

AtCCS52A2        ------KPIYSDRFIPSRSGSNFALFDLASSSPNK-------------KDGKEDGAGSYA 88 

PtCCS52A1        ------RPIYSDRFIPCRSSSNFALFNISLPSPSATAGSSPG------DGGKEDNPNAYA 70 

PtCCS52A1_2      ------RPIYSDRFIPCRSSSNFALFNISFPQPSATAGISPG------CGGKEDNPSAYA 71 

OsCCS52A1        APTPASRTVYSDRFIPSRAGSNLALFDLAPSPSHHDAAAAAASPGAPPPSGSTPASSPYC 116 

PtCCS52B         -------SSCSDRFIPCRSSSRLHTFGLVEKG----------------SPVKEGGNEAYA 91 

PtCCS52B_2       -------SSCSDRFIPCRSSSRLQTFGLIEKG----------------SPVKEGGNEAYA 91 

AtCCS52B         -------STCSDRFIPCRSSSRLHAFDLQDKEPT--------------TPVKEGGNEAYS 81 

OsCCS52B         -------TTYSDRFIPCRSSSRLHNFALLDRDRA--------------SPSSTTDDAPYS 87 
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OsCDC20_2        SPAKEAYR-----KLLAEKILNNRT---------------RILSFRNKPPEPESILTE-L 118 

OsCDC20_3        SPSKEVYR-----RLLAEKLLNNRT---------------RILAFRNKPPEPENVS---A 115 

OsCDC20_1        SPAEEAYK-----RLLAEKLLNNRS---------------RILAFRNKPPEPEGIVQQLL 124 

PtCDC20_4        PPSQSLYQ-----KLLAEAFNMNGR---------------RILAFKNKPPTLVDPIP--L 67 

AtCDC20_3        SASRKAY-----MTQLAVVMNQNRT---------------RILAFRNKPKS----LLSTN 92 

AtCDC20_4        SASRKAY-----MTQLAVVMNQNRT---------------RILAFRNKPKA----LLSSN 89 

AtCDC20_5        SASRKAY-----MTQLAEAMNQNRT---------------RILAFRNKPKA----LLSSN 58 

AtCDC20_6        HGSDLTWSG---FSRVGVTEAYFAV---------------PVDHFLTNPPS----LRLS- 76 

AtCDC20_1        SPSKEAYR-----KQLAETMNLNHT---------------RILAFRNKPQAPVELLPSNH 97 

AtCDC20_2        SPSKEAYR-----KQLAETMNLNHT---------------RILAFRNKPQAPVELLPSNH 107 

PtCDC20_1        SPSREAYR-----KQLAESLNMNRT---------------RILAFKNKPPAPVELMPQDH 106 

PtCDC20_3        SPSREAYR-----KQLADSLNMNRT---------------RILAFKNKPPAPVELMPQDH 106 

PtCDC20_2        SPSREAYR-----KQLAEALNLNRT---------------RILAFKNKPPTPVELIPRDH 109 

PtCDC20_5        ------------------------------------------------------------ 

AtCCS52A1        TLLRAAMFGPETPEKRDIT-GFSSS--------------RNIFRFKTETH--RSLN--SF 136 

AtCCS52A2        SLLKTALFGPVTPEKSDVVNGFSPS--------------GNIFRFKTETQ--RSLN--LY 130 

PtCCS52A1        ALLRNALFGPQTPDKKDWGTGAAG---------------RNIFRYKTETR--QSMH--SL 111 

PtCCS52A1_2      ALLRNALFGPQTPDKKDWGAGAAG---------------QNIFRYKMETR--QSLH--SL 112 

OsCCS52A1        ALLRAALFGPTTPDRVASSASACSSSSSAGASPVGSPATGNIFRFKAEVP--RNAKRALF 174 

PtCCS52B         RLLKSELFGSDFGS-FSSPAGGQGGLSS---------PNKNMLRFKTDHS--GPNSPFSP 139 

PtCCS52B_2       RLLKSELFGSDFGS-FSSPAGGQGGLGS---------PSKNMLRFKTDHS--GPNSPYSP 139 

AtCCS52B         RLLKSELFGSDFASPLLSPAGGQGSASSP------MSPCTNMLRFKTDRSNSSPSSPFSP 135 

OsCCS52B         RLLRAEIFGPDSPS----PAPSS--------------PNTNLFRFKTDHP--SPKSPFAA 127 

                                                                              

 

OsCDC20_2        RA----------DAASIQAKPAKQRRYIPQSAERT------------------------- 143 

OsCDC20_3        AD----------TASTHQAKPAKQRRYIPQSAERT------------------------- 140 

OsCDC20_1        YE----------TLTSSQTKPARKCRHIPQSSERT------------------------- 149 

PtCDC20_4        FS----------SSSVHSSKPVKPQRHIPQRPEMT------------------------- 92 

AtCDC20_3        HS----------DSPHQNPKPVKPRRYIPQNSERV------------------------- 117 

AtCDC20_4        HS----------DSPHQNPKSVKPRRYIPQNSERV------------------------- 114 

AtCDC20_5        HS----------DPPHQQPISVKPRRYIPQNSERV------------------------- 83 

AtCDC20_6        QT----------IYCRRGSSYVETEKVEEEDRDDF------------------------- 101 

AtCDC20_1        S-----------ASLHQQPKSVKPRRYIPQTSERT------------------------- 121 

AtCDC20_2        S-----------ASLHQQPKSVKPRRYIPQTSERT------------------------- 131 

PtCDC20_1        ------------SHHHHQPKTAKPRRHIPQTSERT------------------------- 129 

PtCDC20_3        ------------SHHHHQPKTAKPRRHIPQTSERT------------------------- 129 

PtCDC20_2        LS----------SSLHYQAKPTKPRRYIPQTSERT------------------------- 134 

PtCDC20_5        ------------------------------------------------------------ 

AtCCS52A1        SPFGVD----DDSPGVSHSGPVKAPRKVPRSPYKV------------------------- 167 

AtCCS52A2        PPFDSD----VVS-GVSPS-PVKSPRKILRSPYKV------------------------- 159 

PtCCS52A1        SPFGFD----GLSGPGVSNVAIKAPRKVSRSPYKV------------------------- 142 

PtCCS52A1_2      SPFGFD----DMSDLGVSNVAIKTPRKVSRSPYKVGVLVNWCHILTFLRFDEIWIFIGIF 168 

OsCCS52A1        SDGDDE----GVLFPGVFTTRGTGPRKIPRSPYKV------------------------- 205 

PtCCS52B         SILGHD-----SGISSESSTPPKPPRKVPKTPHKV------------------------- 169 

PtCCS52B_2       SILGHD-----SGISSESSTTPKPPRKVPKTPHKV------------------------- 169 

AtCCS52B         SILGND-----NGHSSDSSPPPKPPRKVPKTPHKV------------------------- 165 

OsCCS52B         SAAATAGHYDCTAGSAESSTPRKPPRKVPKTPHKV------------------------- 162 

                                                                              

 

OsCDC20_2        -----------LDAPELVDDYYLNLLDWGSSNVLSIALGNSVYLWDATNSSTSELVTVDE 192 

OsCDC20_3        -----------LDAPDLVDDYYLNLLDWGSKNVLSIALGDTVYLWDASSGSTSELVTVDE 189 

OsCDC20_1        -----------LDAPGIVDDFYLNILDWGCKNVMSIALGNTLYLWNSADGSIMDLVTIDE 198 

PtCDC20_4        -----------LDAPDIVDDFYLNLLDWGNNNVLAIALGTTVYLWNASNSSISEVVTVDE 141 

AtCDC20_3        -----------LDAPGLRDDFSLNLLDWGSANVLAIALGDTVYLWDASSGSTSELVTIDE 166 

AtCDC20_4        -----------LDAPGLMDDFYLNLLDWGSANVLAIALGDTVYLWDASSGSTSELVTIDE 163 

AtCDC20_5        -----------LDAPGIADDFYLNLLDWGSSNVLAIALGDTVYLWDASSGSTYKLVTIDE 132 

AtCDC20_6        -----------LKQVWFLTDNLVFFFVDIEEYIVIEQLGDTVYLWDASSCYTSKLVTIDD 150 

AtCDC20_1        -----------LDAPDIVDDFYLNLLDWGSANVLAIALDHTVYLWDASTGSTSELVTIDE 170 

AtCDC20_2        -----------LDAPDIVDDFYLNLLDWGSANVLAIALDHTVYLWDASTGSTSELVTIDE 180 

PtCDC20_1        -----------LDAPDLVDDFYLNLLDWGSSNVLAIALGSTVYLWDASDGSTSELVTVDD 178 

PtCDC20_3        -----------LDAPDLVDDFYLNLLDWGSSNVLAIALGSTVYLWDASDGSTSELVTVDD 178 

PtCDC20_2        -----------LDAPDLVDDFYLNLLDWGSKNVLAIALENTVYLWDASNGSTSELVTVGD 183 

PtCDC20_5        ------------------------------------------------------------ 

AtCCS52A1        -----------LDAPALQDDFYLNLVDWSAQNVLAVGLGNCVYLWNACSSKVTKLCDLGA 216 

AtCCS52A2        -----------LDAPALQDDFYLNLVDWSAQNVLAVGLGNCVYLWNACSSKVTKLCDLGV 208 

PtCCS52A1        -----------LDAPALHDDFYLNLVDWSSHNVLAVGLGTCVYLWNACSSKVTKLCDLGN 191 

PtCCS52A1_2      LLIDPAFCFYVLDAPALQDDFYLNLVDWSSHNVLAVGLGNCVYLWNACSSKVTKLCDLGN 228 

OsCCS52A1        -----------LDAPALQDDFYLNLVDWSSHNILAVGLGNCVYLWNACSSKVTKLCDLGV 254 

PtCCS52B         -----------LDAPSLQDDFYLNLVDWSSQNVLAVGLGTCVYLWTASNSKVTRLCDLGP 218 

PtCCS52B_2       -----------LDAPSLQDDFYLNLVDWSSQNVLAVGLGTCVYLWTASNSKVTRLCDLGP 218 

AtCCS52B         -----------LDAPSLQDDFYLNVVDWSSQNVLAVGLGTCVYLWTASNSKVTKLCDLGP 214 

OsCCS52B         -----------LDAPSLQDDFYLNLVDWSSQNTLAVGLGNCVYLWSASNCKVTKLCDLGP 211 
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OsCDC20_2        DNGPVTSVSWAPDGRHIAVGLNSSDVQLWDTSSNRLLRTMRGVHDSRVGSLAWNNNILTT 252 

OsCDC20_3        DSGPITSVSWAPDGQHVAVGLNSSDIQLWDTSSNRLLRTLRGVHESRVGSLAWNNNILTT 249 

OsCDC20_1        DDGPITSVSWSCDGQWIAVGLNSSDIQLWDTSSNRMLRTLHGVHQSRVGSLAWNKNILTT 258 

PtCDC20_4        EDGPVTSISWAPDGRHLAVGLDNSNVQLWDSATNQMLRTLRGGHRLRVTSLAWNHHLLTT 201 

AtCDC20_3        DKGPVTSINWTQDGLDLAVGLDNSEVQLWDCVSNRQVRTLRGGHESRVGSLAWDNHILTT 226 

AtCDC20_4        DKGPVTSINWTQDGLDLAVGLDNSEVQLWDFVSNRQVRTLIGGHESRVGSLAWNNHILTT 223 

AtCDC20_5        EEGPVTSINWTQDGLDLAIGLDNSEVQLWDCVSNRQVRTLRGGHESRVGSLAWNNHILTT 192 

AtCDC20_6        ENGPVTSINWTQDGLDLAVGLDNSEVQVWDCVSNRHVRTLRGGHESRVGSLAWNNHILTT 210 

AtCDC20_1        EKGPVTSINWAPDGRHVAVGLNNSEVQLWDSASNRQLRTLKGGHQSRVGSLAWNNHILTT 230 

AtCDC20_2        EKGPVTSINWAPDGRHVAVGLNNSEVQLWDSASNRQLRTLKGGHQSRVGSLAWNNHILTT 240 

PtCDC20_1        EDGPITSVNWAPDGRHIAIGLNNSHIQLWDSASNRQLRTLKGGHRSRVGSLAWNNHILTT 238 

PtCDC20_3        EDGPVTSVNWAPDGRHIAIGLNNSHIQLWDSASNRQLRTLKGGHRSRVGSMAWNNHILTT 238 

PtCDC20_2        EVGPVTSVNWAPDGLHLAIGLNNSNVQLWDSASCKQLRNLRGCHRSRVGSMAWNNHILTT 243 

PtCDC20_5        ------------------------------------------------------------ 

AtCCS52A1        EDS-VCSVGWALRGTHLAVGTSTGKVQIWDASRCKRTRTMEG-HRLRVGALAWGSSVLSS 274 

AtCCS52A2        DET-VCSVGWALRGTHLAIGTSSGTVQIWDVLRCKNIRTMEG-HRLRVGALAWSSSVLSS 266 

PtCCS52A1        DDG-VCSVGWAHRGTHLAVGTSNGKVQIWDASRCKRIRIMEG-HRLRVGALAWSSSMLSS 249 

PtCCS52A1_2      DDG-VCSVGWAHRGTHLAIGTSNGKVQIWDASRCKRIRTMEG-HRLRVGALAWSSSMLSS 286 

OsCCS52A1        DDN-VCSVGWAQRGTHLAVGTNQGKVQVWDATRCKRIRTMES-HRMRVGALAWNSSLLSS 312 

PtCCS52B         NDS-VCSVQWTREGSYISVGTHLGQVQVWDGTQCKRVRTMGG-HQTRTGVLAWNSRTLAS 276 

PtCCS52B_2       NDS-VCSLQWTREGSYISIGTHLGQVQVWDGTQCKRVRTMGG-HQTRTSVLAWNSRTLAS 276 

AtCCS52B         NDS-VCSVQWTREGSYISIGTSHGQVQVWDGTQCKRVRTMGG-HQTRTGVLAWNSRILSS 272 

OsCCS52B         RDS-VCAVHWTREGSYLAIGTSLGDVQIWDSSRCKRIRNMGG-HQTRTGVLAWSSRILSS 269 

                                                                              

 

OsCDC20_2        GGMDGKIVNNDVRIRNHVVQTYQGHQQEVCGLKWSGSGQQLASGGNDNLLHIWD-VSMAS 311 

OsCDC20_3        GGMDGNIVNNDVRIRNHVVQTYQGHSQEVCGLKWSGSGQQLASGGNDNLLHIWD-VSMAS 308 

OsCDC20_1        GGMDGNIVNNDVRMRSHVVHIYRGHEDEVCGLRWSGSGQQLASGGNDNLVHIWD-VSMAS 317 

PtCDC20_4        GGKDAKVINNDVRIREHIVESYEGHRQEVCGLKWSASGQQLASGGNDNLLFIWD-RFMAS 260 

AtCDC20_3        GGMDGKIVNNDVRIRSSIVETYLGHTEEVCGLKWSESGNKQASGGNDNVVHIWD-RSLAS 285 

AtCDC20_4        GGMDGKIVNNDVRIRSSIVGTYLGHTEEVCGLKWSESGKKLASGGNYNVVHIWDHRSVAS 283 

AtCDC20_5        GGMDGKIVNNDVRIRSSIVETYLGHTEEVCGLKWSESGKKLASGGNDNVVHIWDHRSVAS 252 

AtCDC20_6        GGMDGKIVNNDVRIRSSIIGTYVGHTEEVCGLKWSESGKKLASGGNDNVVHIWD-RSLAS 269 

AtCDC20_1        GGMDGLIINNDVRIRSPIVETYRGHTQEVCGLKWSGSGQQLASGGNDNVVHIWD-RSVAS 289 

AtCDC20_2        GGMDGLIINNDVRIRSPIVETYRGHTQEVCGLKWSGSGQQLASGGNDNVVHIWD-RSVAS 299 

PtCDC20_1        GGMDGQIINNDVRIRSHIVETYRGHTQEVCGLKWSASGQQLASGGNDNLIHIWD-RSTAL 297 

PtCDC20_3        GGMDGQIINNDVRIRSHIVETYRGHTQEVCGLKWSASGQQLASGGNDNLIHIWD-RSTAL 297 

PtCDC20_2        GGMDGKIINNDVRIRSHIVETYRGHQQEVCGLKWSASGQQLASGGNDNIIHIWD-RSVAS 302 

PtCDC20_5        ------------------------------------------------------------ 

AtCCS52A1        GSRDKSILQRDIRCQEDHVSKLAGHKSEVCGLKWSYDNRELASGGNDNRLFVWN---QHS 331 

AtCCS52A2        GSRDKSILQRDIRTQEDHVSKLKGHKSEICGLKWSSDNRELASGGNDNKLFVWN---QHS 323 

PtCCS52A1        GSRDKSILQRDIRAQEDFVSKLSGHKSEVCGLKWSYDNRELASGGNDNRLFVWN---QHS 306 

PtCCS52A1_2      GSRDKSILQRDIRAREDFVSKLSGHKSEVCGLKWSYDNRELASGGNDNRLFVWN---QHS 343 

OsCCS52A1        GSRDKSILHHDIRAQDDYISRLAGHKSEVCGLKWSYDNRQLASGGNDNRLYVWN---QHS 369 

PtCCS52B         GSRDRHILQHDLRISSDYVSKLIGHKSEVCGLKWSHDDRELASGGNDNQLLVWN---QHS 333 

PtCCS52B_2       GSRDRNILQHDLRVSSDHVSKLIGHKSEVCGLKWSHDDRELASGGNDNQLLVWN---QHS 333 

AtCCS52B         GSRDRNILQHDIRVQSDFVSKLVGHKSEVCGLKWSHDDRELASGGNDNQLLVWN---NHS 329 

OsCCS52B         GSRDKNILQHDIRVPSDYISKFSGHRSEVCGLKWSHDDRELASGGNDNQLLVWN---QRS 326 

                                                                              

 

OsCDC20_2        SMPSAGRTQWLHRLEDHLAAVKALAWCPFQSNLLASGGGGSDRCIKFWNTHTGACLNSID 371 

OsCDC20_3        SVPSAGRNQWLHRLEDHTAAVKALAWCPFQSNLLATGGGGSDRCIKFWNTHTGACLNSVD 368 

OsCDC20_1        SNLSLGHNRWLHRFGDHLAAVKALAWCPFQSNLLASGGGGDDRCIRFWNTHTGLCLNSVD 377 

PtCDC20_4        SNSPR---HWLHKLEDHTAAVKALAWCPFQSNLLASGGGGNDRHIKFWNTQTGTCLNSVD 317 

AtCDC20_3        SKQTR---QWLHRFEEHTAAVRALAWCPFQASLLATGGGVGDGKIKFWNTHTGACLNSVE 342 

AtCDC20_4        SKPTR---QWLHRFEEHTAAVRALAWCPFQATLLATGGGVGDGKIKFWNTHTGACLNSVE 340 

AtCDC20_5        SNPTR---QWLHRFEEHTAAVRALAWCPFQASLLATGGGVGDGKIKFWNTHTGACLNSVE 309 

AtCDC20_6        SNPTR---QWLHRFEEHTAAVRALAWCPFQASLLATGGGVGDGKINFWNTHTGACLNSVE 326 

AtCDC20_1        SNSTT---QWLHRLEEHTSAVKALAWCPFQANLLATGGGGGDRTIKFWNTHTGACLNSVD 346 

AtCDC20_2        SNSTT---QWLHRLEEHTSAVKALAWCPFQANLLATGGGGGDRTIKFWNTHTGACLNSVD 356 

PtCDC20_1        SNSAT---QWLHRLEDHTSAVKALAWCPFQGNLLASGGGGGDKSIKFWNTHTGACLNSID 354 

PtCDC20_3        SNSAT---QWLHRLEDHTSAVKALAWCPFQGNLLASGGGGGDKSIKFWNTHTGACLNSID 354 

PtCDC20_2        SNSAT---QWFHRLEEHTSAVKALAWCPFQGNLLASGGGGGDRSIKFWNTHTGACLNSID 359 

PtCDC20_5        ----------------HTSAVKALAWCPFQGNLLASGGGGGDRSIKFWNTHTGACLNSID 44 

AtCCS52A1        TQP-------VLKYSEHTAAVKAIAWSPHVHGLLASGGGTADRCIRFWNTTTNTHLSSID 384 

AtCCS52A2        TQP-------VLRFCEHAAAVKAIAWSPHHFGLLASGGGTADRCIRFWNTTTNTHLNCVD 376 

PtCCS52A1        TQP-------VLKYCEHTAAVKAIAWSPHLHGLLASGGGTADRCIRFWNTTTNSHLSCMD 359 

PtCCS52A1_2      SQP-------VLKYCDHTAAVKAIAWSPHLHGLLASGGGTADRCIRFWNTTTNSHLSCID 396 

OsCCS52A1        AHP-------VLKYTEHTAAVKAIAWSPHLHGLLASGGGTADRCIRFWNTTTNMHLNCVD 422 

PtCCS52B         QLP-------ILKLTEHTAAVKAIAWSPHQSGLLASGGGTADRCIRFWNTTNGHQLNYVD 386 

PtCCS52B_2       QLP-------VLTLTEHTAAVKAIAWSPHQSGLLASGGGTADRCIRFWNTTNGHQLNHVD 386 

AtCCS52B         QQP-------ILKLTEHTAAVKAITWSPHQSSLLASGGGTADRCIRFWNTTNGNQLNSID 382 

OsCCS52B         QQP-------ILRLTEHTAAVKAIAWSPHQQGLLASGGGTADRCIRFWNTVNGNMLNSVD 379 

                                 * :**:*::*.*.   ***:***  *  *.**** ..  *. :: 
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OsCDC20_2        TGSQVCSLVWNKNERELLSSHGFAQNQLTLWKYPSMVKMAELTGHTSRVLFTAQVIFCSL 431 

OsCDC20_3        TGSQVCALLWNKNERELLSSHGFTQNQLTLWKYPSMVKMAELTGHTSRVLFMAQ------ 422 

OsCDC20_1        TGS---------------------QNSLALWKYPSMVKLAELEDHTARVLCLAQ------ 410 

PtCDC20_4        TGSQVCALQWNKHERELLSSHGFTENQLILWKYPSMVKMAELSGHTSPVLFMTQ------ 371 

AtCDC20_3        TGSQVCSLLWSQSERELLSSHGFTQNQLTLWKYPSMSKMAELNGHTSRVLFMAQ------ 396 

AtCDC20_4        TGSQVCSLLWSQRERELLSSHGFTQNQLTLWKYPSMSKMAELNGHTSRVLFMAQ------ 394 

AtCDC20_5        TGSQVCSLLWSKSERELLSSHGFTQNQLTLWKYPSMVKMAELNGHTSRVLFMAQ------ 363 

AtCDC20_6        TGSQVCSLLWSKSERELLSAHGFTQNQLTLWKYPSMVKMAELNGHTSRVLFMAQ------ 380 

AtCDC20_1        TGSQVCSLLWSKNERELLSSHGFTQNQLTLWKYPSMVKMAELTGHTSRVLYMAQ------ 400 

AtCDC20_2        TGSQVCSLLWSKNERELLSSHGFTQNQLTLWKYPSMVKMAELTGHTSRVLYMAQ------ 410 

PtCDC20_1        TGSQVCSLLWNKNERELLSSHGFTQNQLTVWKYPSMVKMAELTGHTSRVLYMAQ------ 408 

PtCDC20_3        TGSQVCSLLWNKNERELLSSHGFTQNQLTVWKYPSMVKMAELTGHTSRVLYMAQ------ 408 

PtCDC20_2        TGSQVCALLWNKNERELLSSHGFTQNQLVLWKYPSMLKMAELTGHTSRVLYMAQ------ 413 

PtCDC20_5        TGSQVCALLWNKNERELLSSHGFTQNQLVLWKYPSMLKMAELTGHTSRVLYMAQ------ 98 

AtCCS52A1        TCSQVCNLAWSKNVNELVSTHGYSQNQIIVWKYPTMSKIATLTGHTYRVLYLAV------ 438 

AtCCS52A2        TNSQVCNLVWSKNVNELVSTHGYSQNQIIVWKYPTMSKLATLTGHSYRVLYLAV------ 430 

PtCCS52A1        TGSQVCNLVWSKNVNELVSTHGYSQNQIIVWRYPTMSKLATLTGHTYRVLYLAI------ 413 

PtCCS52A1_2      TGSQVCNLVWSKNVNELVSTHGYSQNQIILWRYPTMSKLATLTGHTFRVLYLAI------ 450 

OsCCS52A1        TGSQVCNLVWSKNVNELVSTHGYSQNQIIVWRYPTMSKLATLTGHTYRVLYLAI------ 476 

PtCCS52B         TGSQVCNLAWSKNVNELVSTHGYSQNQIMVWKYPSLSKVATLVGHSLRVLYLAM------ 440 

PtCCS52B_2       TGSQVCNLAWSKNVNELVSTHGYSQNQIMVWKYPSLSKVATLVGHSMRVLYLAM------ 440 

AtCCS52B         TGSQVCNLAWSKNVNEIVSTHGYSQNQIMLWKYPSMSKVATLTGHSMRVLYLAT------ 436 

OsCCS52B         TGSQVCNLAWCKNVNELVSTHGYSQNQIMVWKYPSMSKVATLTGHTLRVLYLAM------ 433 

                 * *                     :*.: :*:**:: *:* * .*:  **  :        

 

 

OsCDC20_2        YLPFKLTNIALNRLLITCLVVILQSPDGLTVASAAADETLRFWNVFG-APEAPKTATK-- 488 

OsCDC20_3        ------------------------SPDGCTVASAAADETLRFWNVFG-SPEAPKPAAK-- 455 

OsCDC20_1        ------------------------SPDGFTVASVAADETLRLWKIFE-TSEDAKPVFKTF 445 

PtCDC20_4        ------------------------SPDGYTVASAAGDETLRFWNVFG-NPKAAK------ 400 

AtCDC20_3        ------------------------SPNGCTVASAAGDENLRLWNVFGEPPKTTKKAAS-- 430 

AtCDC20_4        ------------------------SPNGCTVASAAGDENLRLWNVFGEPPKTTKKAAS-- 428 

AtCDC20_5        ------------------------SPDGCTVASAAGDETLRLWNVFGEPPKTTKKAAS-- 397 

AtCDC20_6        ------------------------SPDGCTVASAAGDETLRLWNVFGEPPKTTKKAAS-- 414 

AtCDC20_1        ------------------------SPDGCTVASAAGDETLRFWNVFG-VPETAKKAAP-- 433 

AtCDC20_2        ------------------------SPDGCTVASAAGDETLRFWNVFG-VPETAKKAAP-- 443 

PtCDC20_1        ------------------------SPDGCTVATAAGDETLRFWNVFG-VPEVAAKAAP-- 441 

PtCDC20_3        ------------------------SPDGCTVATAAGDETLRFWNVFG-VPEIAAKAAP-- 441 

PtCDC20_2        ------------------------SPDGCTVATAAGDETLRFWNVFG-VPEVAK------ 442 

PtCDC20_5        ------------------------SPDGCTVATAAGDETLRFWNVF-------------- 120 

AtCCS52A1        ------------------------SPDGQTIVTGAGDETLRFWNVFP-SPKSQNTD---- 469 

AtCCS52A2        ------------------------SPDGQTIVTGAGDETLRFWNVFP-SPKSQSRE---- 461 

PtCCS52A1        ------------------------SPDGQTIVTGAGDETLRFWNVFP-SPKSQNTE---- 444 

PtCCS52A1_2      ------------------------SPDGQTIVTGAGDETLRFWSVFP-SPKSQNTD---- 481 

OsCCS52A1        ------------------------SPDGQTIVTGAGDETLRFWNVFP-SPKSQSSDSL-- 509 

PtCCS52B         ------------------------SPDGQTIVTGAGDETLRFWNVFP-SMKTQTPV---- 471 

PtCCS52B_2       ------------------------SPDGQTIVTGAGDETLRFWNVFP-SMKTQTPV---- 471 

AtCCS52B         ------------------------SPDGQTIVTGAGDETLRFWNVFP-SVKMQTPV---- 467 

OsCCS52B         ------------------------SPDGQTIVTGAGDETLRFWNIFP-SMKTQAPV---- 464 

                                         **:* *:.: *.**.**:*.:*               

 

OsCDC20_2        -----------GSHTGMFNNSNHIHIR------------------------ 504 

OsCDC20_3        -------------ASHTGMFNSFNHLR------------------------ 469 

OsCDC20_1        VLVFQDNVRVGPWGTDCSYFQDLIALVVTMVTGSQKL-------------- 482 

PtCDC20_4        --------------------------------------------------- 

AtCDC20_3        -------------KKYPELFSHVNSLR------------------------ 444 

AtCDC20_4        -------------KNYLELFSHVNSLRWCLVSFASGIDVLGKSNIIHSNCD 466 

AtCDC20_5        -------------KKYTDPFAHVNHIR------------------------ 411 

AtCDC20_6        -------------KKYTEPFAHVNHIR------------------------ 428 

AtCDC20_1        -------------KAVAEPFSHVNRIR------------------------ 447 

AtCDC20_2        -------------KAVSEPFSHVNRIR------------------------ 457 

PtCDC20_1        -------------KANPEPFSHLNRLR------------------------ 455 

PtCDC20_3        -------------KANPEPFSHLNRIR------------------------ 455 

PtCDC20_2        --------------------------------------------------- 

PtCDC20_5        --------------------------------------------------- 

AtCCS52A1        -------------SEIGSSFFGRTTIR------------------------ 483 

AtCCS52A2        -------------SEIGALSFGRTTIR------------------------ 475 

PtCCS52A1        -------------SEIGASSLGRTTIR------------------------ 458 

PtCCS52A1_2      -------------SEIGASSLGRTTIR------------------------ 495 

OsCCS52A1        -------------SSIGATSFVRSYIR------------------------ 523 

PtCCS52B         -------------KDTGLWSLGRTQIR------------------------ 485 

PtCCS52B_2       -------------KDTGLWSLGRTQIR------------------------ 485 

AtCCS52B         -------------KDTGLWSLGRTQIR------------------------ 481 

OsCCS52B         -------------RDIGLWSFSRSHIR------------------------ 478 
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Após o suporte do EST: Ativadores CDC20 e CCS52 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

AtCDC20_1        ---------------------MDAGLN-------------------RCPLQEHFLPRKNS 20 

AtCDC20_2        ---------------------MDAGMNNTSSHYK---------TQARCPLQEHFLPRKPS 30 

PtCDC20_1        ---------------------MDAGSLNSSSYMK---------AQSRFPLQEQFLHRKNS 30 

PtCDC20_5        ------------------------------------------------------------ 

PtCDC20_2        ---------------------MDAGSINSSSSLK---------AQSRFPLQQQFLPRMNS 30 

PtCDC20_3        ---------------------MDAGSMNTSSSLK---------AQSRFPLQQQFLPRTNS 30 

AtCDC20_3        --------------------------MDSG-------------MRATCTVPEHFLPRKLS 21 

AtCDC20_4        --------------------------MDS----------------DTCTVPDHFLPRKLS 18 

AtCDC20_5        -------------------------MMNTSSHLK---------AQASCPLVEHFLRRKLS 26 

AtCDC20_6        -------------------------MMKS---------------IALALCLTHHSPMVLS 20 

PtCDC20_4        -----------------------MDSSSSSTTTR---------MFHPRSALRENPQRKKS 28 

OsCDC20_1        ------------------MDA-GSHSISSEKSHG-LAPRPP---LQEAGSR-PYMPSLST 36 

OsCDC20_2        ------------------MDA-GSHSISSEKSSRYVAPRQP---LQEAGSR-PYMPSLST 37 

OsCDC20_3        ------------------MEAPGSGSVPTAKRRR-LVPRPPPVPLEVAGARGPYMPPLCI 41 

AtCCS52A1        ------MEEEDPTASNVITNSNSSSMRNLSPAMNTPVVSLESR----INRLINANQSQSP 50 

AtCCS52A2        ------MEEDESTTP----KKKSDSQLNLPPSMNRPTVSLESR----INRLIDSNHYHSP 46 

PtCCS52A1        -MADPMISQSTQSKLNIAASTTPRHHHHLHLENPTPSPSSSKH----VNRLINSNHYISP 55 

PtCCS52A1_2      -MADPTMSPPNQSQLNVAASTTQRRQHHLNLESLAPSPSSSEH----VNRLINSNHYISP 55 

OsCCS52A         MDHHHHHLPPPPPRSPMENSASSKPPTPASTPSSRLAAAPSSR----VSSAAPHPSPSSS 56 

PtCCS52B         ------MDSTPRRKSG---LNLPSGMNETSLRLETFSSSSSFRAVTCVSSPRAISSLSSP 51 

PtCCS52B_2       ------MDSTPRRKSG---LNLPSGMNETSLRLETFSSSSSFRAVTCVSSPRAISSLSSP 51 

AtCCS52B         ------MASPQSTKTG---LNLPAGMNQTSLRLETFSSS-----------FRGISSLSSP 40 

OsCCS52B         ------MATDASPKPAPPRLNVPPAMAG-GLRLDPAVASP-------ARLLLDVPKTPSP 46 

                                                                              

 

AtCDC20_1        KENL-------DRFIPNR-SAMNFDYAHFALTEERKG---------KDQS-ATVSSPSKE 62 

AtCDC20_2        KENL-------DRFIPNR-SAMNFDYAHFALTEGRKG---------KDQT-AAVSSPSKE 72 

PtCDC20_1        KDNL-------DRFIPNR-SAMDLDYAHYMLTQGRKGG--------KENPTATVNSPSRE 74 

PtCDC20_5        ------------------------------------------------------------ 

PtCDC20_2        KENL-------DRFIPNR-SAMDMDYAHFMLTEGRKG---------KENP--TVNSPSRE 71 

PtCDC20_3        KENL-------DRFIPNR-SAMDMDYARFMLTEGRKG---------KENP--TVNSPSRE 71 

AtCDC20_3        KQNL-------DRFIPNR-SAKDFDFANYALTQGSKR------------NLDEVTSASRK 61 

AtCDC20_4        KQNL-------DRFIPNR-SAMDFDFANYALTQGRKR------------NVDEITSASRK 58 

AtCDC20_5        KENF-------DRFIPNRSAMMDFDFANYALTQGRKR------------NVDEVTSASRK 67 

AtCDC20_6        --------------IVDYGDSQEKTID----SLWKKP------------HGSDLTWSG-- 48 

PtCDC20_4        YENVSLQNYILDRFIPNR-SAMDMDFAHYMLTEGRKA---------------KESPPSQS 72 

OsCDC20_1        ASRNPSAKCYGDRFIPDR-SAMDMDMAHYLLTEPKKD-----------KEN-AAASPSKE 83 

OsCDC20_2        ASRNPSAKCYGDRFIPDR-SAMDMDMAHYLLTEPRKD-----------KEN-AAASPAKE 84 

OsCDC20_3        KSKNPSAKCYGDRFIPDR-SAMDMDMAYFLLTEPKKE-----------KENTDMLSPAEE 89 

AtCCS52A1        SPSSLSRSIYSDRFIPSR---SGSNFALFDLSPSPS---------------KDGKEDGAG 92 

AtCCS52A2        S-----KPIYSDRFIPSR---SGSNFALFDLASSSPNK-------------KDGKEDGAG 85 

PtCCS52A1        S-----RPIYSDRFIPCR---SSSNFALFNISFPQPSATAGISPG------CGGKEDNPS 101 

PtCCS52A1_2      S-----RPIYSDRFIPCR---SSSNFALFNISLPSPSATAGSSPG------DGGKEDNPN 101 

OsCCS52A         APTPASRTVYSDRFIPSR---AGSNLALFDLAPSPSHHDAAAAAASPGAPPPSGSTPASS 113 

PtCCS52B         SKT----SSCSDRFIPCR---SSSRLHTFGLVEKG----------------SPVKEGGNE 88 

PtCCS52B_2       SKT----SSCSDRFIPCR---SSSRLQTFGLIEKG----------------SPVKEGGNE 88 

AtCCS52B         SK-----STCSDRFIPCR---SSSRLHAFDLQDKEPT--------------TPVKEGGNE 78 

OsCCS52B         SK-----TTYSDRFIPCR---SSSRLHNFALLDRDRA--------------SPSSTTDDA 84 
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AtCDC20_1        AYRKQLAETMNLN----------------------------HTRILAFRNKPQAPVELLP 94 

AtCDC20_2        AYRKQLAETMNLN----------------------------HTRILAFRNKPQAPVELLP 104 

PtCDC20_1        AYRKQLAEALNLN----------------------------RTRILAFKNKPPTPVELIP 106 

PtCDC20_5        ------------------------------------------------------------ 

PtCDC20_2        AYRKQLAESLNMN----------------------------RTRILAFKNKPPAPVELMP 103 

PtCDC20_3        AYRKQLADSLNMN----------------------------RTRILAFKNKPPAPVELMP 103 

AtCDC20_3        AYMTQLAVVMNQN----------------------------RTRILAFRNKPKS----LL 89 

AtCDC20_4        AYMTQLAVVMNQN----------------------------RTRILAFRNKPKA----LL 86 

AtCDC20_5        AYMTQLAEAMNQN----------------------------RTRILAFRNKPKA----LL 95 

AtCDC20_6        --FSRVGVTEAYF----------------------------AVPVDHFLTNPPS----LR 74 

PtCDC20_4        LYQKLLAEAFNMN----------------------------GRRILAFKNKPPTLVDPIP 104 

OsCDC20_1        VYRRLLAEKLLNN----------------------------RTRILAFRNKPPEPENVS- 114 

OsCDC20_2        AYRKLLAEKILNN----------------------------RTRILSFRNKPPEPESILT 116 

OsCDC20_3        AYKRLLAEKLLNN----------------------------RSRILAFRNKPPEPEGIVQ 121 

AtCCS52A1        SYATLLRAAMFGPETPEKRDIT-GFSSS--------------RNIFRFKTETH--RSLN- 134 

AtCCS52A2        SYASLLKTALFGPVTPEKSDVVNGFSPS--------------GNIFRFKTETQ--RSLN- 128 

PtCCS52A1        AYAALLRNALFGPQTPDKKDWGAGAAG---------------QNIFRYKMETR--QSLH- 143 

PtCCS52A1_2      AYAALLRNALFGPQTPDKKDWGTGAAG---------------RNIFRYKTETR--QSMH- 143 

OsCCS52A         PYCALLRAALFGPTTPDRVASSASACSSSSSAGASPVGSPATGNIFRFKAEVP--RNAKR 171 

PtCCS52B         AYARLLKSELFGSDFGS-FSSPAGGQGGLSS---------PNKNMLRFKTDHS--GPNSP 136 

PtCCS52B_2       AYARLLKSELFGSDFGS-FSSPAGGQGGLGS---------PSKNMLRFKTDHS--GPNSP 136 

AtCCS52B         AYSRLLKSELFGSDFASPLLSPAGGQGSASSP------MSPCTNMLRFKTDRSNSSPSSP 132 

OsCCS52B         PYSRLLRAEIFGPDSPS----PAPSS--------------PNTNLFRFKTDHP--SPKSP 124 

                                                                              

 

AtCDC20_1        SNHS-----------ASLHQQPKSVKPRRYIPQTSERTLDAPDIVDDFYLNLLDWGSANV 143 

AtCDC20_2        SNHS-----------ASLHQQPKSVKPRRYIPQTSERTLDAPDIVDDFYLNLLDWGSANV 153 

PtCDC20_1        RDHLS----------SSLHYQAKPTKPRRYIPQTSERTLDAPDLVDDFYLNLLDWGSKNV 156 

PtCDC20_5        ------------------------------------------------------------ 

PtCDC20_2        QDH------------SHHHHQPKTAKPRRHIPQTSERTLDAPDLVDDFYLNLLDWGSSNV 151 

PtCDC20_3        QDH------------SHHHHQPKTAKPRRHIPQTSERTLDAPDLVDDFYLNLLDWGSSNV 151 

AtCDC20_3        STNHS----------DSPHQNPKPVKPRRYIPQNSERVLDAPGLRDDFSLNLLDWGSANV 139 

AtCDC20_4        SSNHS----------DSPHQNPKSVKPRRYIPQNSERVLDAPGLMDDFYLNLLDWGSANV 136 

AtCDC20_5        SSNHS----------DPPHQQPISVKPRRYIPQNSERVLDAPGIADDFYLNLLDWGSSNV 145 

AtCDC20_6        LS-QT----------IYCRRGSSYVETEKVEEEDRDDFLKQVWFLTDNLVFFFVDIEEYI 123 

PtCDC20_4        LFS------------SSSVHSSKPVKPQRHIPQRPEMTLDAPDIVDDFYLNLLDWGNNNV 152 

OsCDC20_1        --AAD----------TASTHQAKPAKQRRYIPQSAERTLDAPDLVDDYYLNLLDWGSKNV 162 

OsCDC20_2        E-LRA----------DAASIQAKPAKQRRYIPQSAERTLDAPELVDDYYLNLLDWGSSNV 165 

OsCDC20_3        QLLYE----------TLTSSQTKPARKCRHIPQSSERTLDAPGIVDDFYLNILDWGCKNV 171 

AtCCS52A1        -SFSPFGVD----DDSPGVSHSGPVKAPRKVPRSPYKVLDAPALQDDFYLNLVDWSAQNV 189 

AtCCS52A2        -LYPPFDSD----VVS-GVSPS-PVKSPRKILRSPYKVLDAPALQDDFYLNLVDWSAQNV 181 

PtCCS52A1        -SLSPFGFD----DMSDLGVSNVAIKTPRKVSRSPYKVLDAPALQDDFYLNLVDWSSHNV 198 

PtCCS52A1_2      -SLSPFGFD----GLSGPGVSNVAIKAPRKVSRSPYKVLDAPALHDDFYLNLVDWSSHNV 198 

OsCCS52A         ALFSDGDDE----GVLFPGVFTTRGTGPRKIPRSPYKVLDAPALQDDFYLNLVDWSSHNI 227 

PtCCS52B         FSPSILGHD-----SGISSESSTPPKPPRKVPKTPHKVLDAPSLQDDFYLNLVDWSSQNV 191 

PtCCS52B_2       YSPSILGHD-----SGISSESSTTPKPPRKVPKTPHKVLDAPSLQDDFYLNLVDWSSQNV 191 

AtCCS52B         FSPSILGND-----NGHSSDSSPPPKPPRKVPKTPHKVLDAPSLQDDFYLNVVDWSSQNV 187 

OsCCS52B         FAASAAATAGHYDCTAGSAESSTPRKPPRKVPKTPHKVLDAPSLQDDFYLNLVDWSSQNT 184 

                                                                              

 

AtCDC20_1        LAIALDHTVYLWDASTGSTSELVTIDEEKGPVTSINWAPDGRHVAVGLNNSEVQLWDSAS 203 

AtCDC20_2        LAIALDHTVYLWDASTGSTSELVTIDEEKGPVTSINWAPDGRHVAVGLNNSEVQLWDSAS 213 

PtCDC20_1        LAIALENTVYLWDASNGSTSELVTVGDEVGPVTSVNWAPDGLHLAIGLNNSNVQLWDSAS 216 

PtCDC20_5        ------------------------------------------------------------ 

PtCDC20_2        LAIALGSTVYLWDASDGSTSELVTVDDEDGPITSVNWAPDGRHIAIGLNNSHIQLWDSAS 211 

PtCDC20_3        LAIALGSTVYLWDASDGSTSELVTVDDEDGPVTSVNWAPDGRHIAIGLNNSHIQLWDSAS 211 

AtCDC20_3        LAIALGDTVYLWDASSGSTSELVTIDEDKGPVTSINWTQDGLDLAVGLDNSEVQLWDCVS 199 

AtCDC20_4        LAIALGDTVYLWDASSGSTSELVTIDEDKGPVTSINWTQDGLDLAVGLDNSEVQLWDFVS 196 

AtCDC20_5        LAIALGDTVYLWDASSGSTYKLVTIDEEEGPVTSINWTQDGLDLAIGLDNSEVQLWDCVS 205 

AtCDC20_6        VIEQLGDTVYLWDASSCYTSKLVTIDDENGPVTSINWTQDGLDLAVGLDNSEVQVWDCVS 183 

PtCDC20_4        LAIALGTTVYLWNASNSSISEVVTVDEEDGPVTSISWAPDGRHLAVGLDNSNVQLWDSAT 212 

OsCDC20_1        LSIALGDTVYLWDASSGSTSELVTVDEDSGPITSVSWAPDGQHVAVGLNSSDIQLWDTSS 222 

OsCDC20_2        LSIALGNSVYLWDATNSSTSELVTVDEDNGPVTSVSWAPDGRHIAVGLNSSDVQLWDTSS 225 

OsCDC20_3        MSIALGNTLYLWNSADGSIMDLVTIDEDDGPITSVSWSCDGQWIAVGLNSSDIQLWDTSS 231 

AtCCS52A1        LAVGLGNCVYLWNACSSKVTKLCDLGAEDS-VCSVGWALRGTHLAVGTSTGKVQIWDASR 248 

AtCCS52A2        LAVGLGNCVYLWNACSSKVTKLCDLGVDET-VCSVGWALRGTHLAIGTSSGTVQIWDVLR 240 

PtCCS52A1        LAVGLGNCVYLWNACSSKVTKLCDLGNDDG-VCSVGWAHRGTHLAIGTSNGKVQIWDASR 257 

PtCCS52A1_2      LAVGLGTCVYLWNACSSKVTKLCDLGNDDG-VCSVGWAHRGTHLAVGTSNGKVQIWDASR 257 

OsCCS52A         LAVGLGNCVYLWNACSSKVTKLCDLGVDDN-VCSVGWAQRGTHLAVGTNQGKVQVWDATR 286 

PtCCS52B         LAVGLGTCVYLWTASNSKVTRLCDLGPNDS-VCSVQWTREGSYISVGTHLGQVQVWDGTQ 250 

PtCCS52B_2       LAVGLGTCVYLWTASNSKVTRLCDLGPNDS-VCSLQWTREGSYISIGTHLGQVQVWDGTQ 250 

AtCCS52B         LAVGLGTCVYLWTASNSKVTKLCDLGPNDS-VCSVQWTREGSYISIGTSHGQVQVWDGTQ 246 

OsCCS52B         LAVGLGNCVYLWSASNCKVTKLCDLGPRDS-VCAVHWTREGSYLAIGTSLGDVQIWDSSR 243 
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AtCDC20_1        NRQLRTLKGGHQSRVGSLAWNNHILTTGGMDGLIINNDVRIRSPIVETYRGHTQEVCGLK 263 

AtCDC20_2        NRQLRTLKGGHQSRVGSLAWNNHILTTGGMDGLIINNDVRIRSPIVETYRGHTQEVCGLK 273 

PtCDC20_1        CKQLRNLRGCHRSRVGSMAWNNHILTTGGMDGKIINNDVRIRSHIVETYRGHQQEVCGLK 276 

PtCDC20_5        ------------------------------------------------------------ 

PtCDC20_2        NRQLRTLKGGHRSRVGSLAWNNHILTTGGMDGQIINNDVRIRSHIVETYRGHTQEVCGLK 271 

PtCDC20_3        NRQLRTLKGGHRSRVGSMAWNNHILTTGGMDGQIINNDVRIRSHIVETYRGHTQEVCGLK 271 

AtCDC20_3        NRQVRTLRGGHESRVGSLAWDNHILTTGGMDGKIVNNDVRIRSSIVETYLGHTEEVCGLK 259 

AtCDC20_4        NRQVRTLIGGHESRVGSLAWNNHILTTGGMDGKIVNNDVRIRSSIVGTYLGHTEEVCGLK 256 

AtCDC20_5        NRQVRTLRGGHESRVGSLAWNNHILTTGGMDGKIVNNDVRIRSSIVETYLGHTEEVCGLK 265 

AtCDC20_6        NRHVRTLRGGHESRVGSLAWNNHILTTGGMDGKIVNNDVRIRSSIIGTYVGHTEEVCGLK 243 

PtCDC20_4        NQMLRTLRGGHRLRVTSLAWNHHLLTTGGKDAKVINNDVRIREHIVESYEGHRQEVCGLK 272 

OsCDC20_1        NRLLRTLRGVHESRVGSLAWNNNILTTGGMDGNIVNNDVRIRNHVVQTYQGHSQEVCGLK 282 

OsCDC20_2        NRLLRTMRGVHDSRVGSLAWNNNILTTGGMDGKIVNNDVRIRNHVVQTYQGHQQEVCGLK 285 

OsCDC20_3        NRMLRTLHGVHQSRVGSLAWNKNILTTGGMDGNIVNNDVRMRSHVVHIYRGHEDEVCGLR 291 

AtCCS52A1        CKRTRTMEG-HRLRVGALAWGSSVLSSGSRDKSILQRDIRCQEDHVSKLAGHKSEVCGLK 307 

AtCCS52A2        CKNIRTMEG-HRLRVGALAWSSSVLSSGSRDKSILQRDIRTQEDHVSKLKGHKSEICGLK 299 

PtCCS52A1        CKRIRTMEG-HRLRVGALAWSSSMLSSGSRDKSILQRDIRAREDFVSKLSGHKSEVCGLK 316 

PtCCS52A1_2      CKRIRIMEG-HRLRVGALAWSSSMLSSGSRDKSILQRDIRAQEDFVSKLSGHKSEVCGLK 316 

OsCCS52A         CKRIRTMES-HRMRVGALAWNSSLLSSGSRDKSILHHDIRAQDDYISRLAGHKSEVCGLK 345 

PtCCS52B         CKRVRTMGG-HQTRTGVLAWNSRTLASGSRDRHILQHDLRISSDYVSKLIGHKSEVCGLK 309 

PtCCS52B_2       CKRVRTMGG-HQTRTSVLAWNSRTLASGSRDRNILQHDLRVSSDHVSKLIGHKSEVCGLK 309 

AtCCS52B         CKRVRTMGG-HQTRTGVLAWNSRILSSGSRDRNILQHDIRVQSDFVSKLVGHKSEVCGLK 305 

OsCCS52B         CKRIRNMGG-HQTRTGVLAWSSRILSSGSRDKNILQHDIRVPSDYISKFSGHRSEVCGLK 302 

                                                                              

 

AtCDC20_1        WSGSGQQLASGGNDNVVHIWD-RSVASSNSTT---QWLHRLEEHTSAVKALAWCPFQANL 319 

AtCDC20_2        WSGSGQQLASGGNDNVVHIWD-RSVASSNSTT---QWLHRLEEHTSAVKALAWCPFQANL 329 

PtCDC20_1        WSASGQQLASGGNDNIIHIWD-RSVASSNSAT---QWFHRLEEHTSAVKALAWCPFQGNL 332 

PtCDC20_5        -----------------HIWD-RSVASSNSAT---QWFHRLEEHTSAVKALAWCPFQGNL 39 

PtCDC20_2        WSASGQQLASGGNDNLIHIWD-RSTALSNSAT---QWLHRLEDHTSAVKALAWCPFQGNL 327 

PtCDC20_3        WSASGQQLASGGNDNLIHIWD-RSTALSNSAT---QWLHRLEDHTSAVKALAWCPFQGNL 327 

AtCDC20_3        WSESGNKQASGGNDNVVHIWD-RSLASSKQTR---QWLHRFEEHTAAVRALAWCPFQASL 315 

AtCDC20_4        WSESGKKLASGGNYNVVHIWDHRSVASSKPTR---QWLHRFEEHTAAVRALAWCPFQATL 313 

AtCDC20_5        WSESGKKLASGGNDNVVHIWDHRSVASSNPTR---QWLHRFEEHTAAVRALAWCPFQASL 322 

AtCDC20_6        WSESGKKLASGGNDNVVHIWD-RSLASSNPTR---QWLHRFEEHTAAVRALAWCPFQASL 299 

PtCDC20_4        WSASGQQLASGGNDNLLFIWD-RFMASSNSPR---HWLHKLEDHTAAVKALAWCPFQSNL 328 

OsCDC20_1        WSGSGQQLASGGNDNLLHIWD-VSMASSVPSAGRNQWLHRLEDHTAAVKALAWCPFQSNL 341 

OsCDC20_2        WSGSGQQLASGGNDNLLHIWD-VSMASSMPSAGRTQWLHRLEDHLAAVKALAWCPFQSNL 344 

OsCDC20_3        WSGSGQQLASGGNDNLVHIWD-VSMASSNLSLGHNRWLHRFGDHLAAVKALAWCPFQSNL 350 

AtCCS52A1        WSYDNRELASGGNDNRLFVWNQHSTQP----------VLKYSEHTAAVKAIAWSPHVHGL 357 

AtCCS52A2        WSSDNRELASGGNDNKLFVWNQHSTQP----------VLRFCEHAAAVKAIAWSPHHFGL 349 

PtCCS52A1        WSYDNRELASGGNDNRLFVWNQHSSQP----------VLKYCDHTAAVKAIAWSPHLHGL 366 

PtCCS52A1_2      WSYDNRELASGGNDNRLFVWNQHSTQP----------VLKYCEHTAAVKAIAWSPHLHGL 366 

OsCCS52A         WSYDNRQLASGGNDNRLYVWNQHSAHP----------VLKYTEHTAAVKAIAWSPHLHGL 395 

PtCCS52B         WSHDDRELASGGNDNQLLVWNQHSQLP----------ILKLTEHTAAVKAIAWSPHQSGL 359 

PtCCS52B_2       WSHDDRELASGGNDNQLLVWNQHSQLP----------VLTLTEHTAAVKAIAWSPHQSGL 359 

AtCCS52B         WSHDDRELASGGNDNQLLVWNNHSQQP----------ILKLTEHTAAVKAITWSPHQSSL 355 

OsCCS52B         WSHDDRELASGGNDNQLLVWNQRSQQP----------ILRLTEHTAAVKAIAWSPHQQGL 352 

                                   :*:                .    :* :**:*::*.*.   * 

 

AtCDC20_1        LATGGGGGDRTIKFWNTHTGACLNSVDTGSQVCSLLWSKNERELLSSHGFTQNQLTLWKY 379 

AtCDC20_2        LATGGGGGDRTIKFWNTHTGACLNSVDTGSQVCSLLWSKNERELLSSHGFTQNQLTLWKY 389 

PtCDC20_1        LASGGGGGDRSIKFWNTHTGACLNSIDTGSQVCALLWNKNERELLSSHGFTQNQLVLWKY 392 

PtCDC20_5        LASGGGGGDRSIKFWNTHTGACLNSIDTGSQVCALLWNKNERELLSSHGFTQNQLVLWKY 99 

PtCDC20_2        LASGGGGGDKSIKFWNTHTGACLNSIDTGSQVCSLLWNKNERELLSSHGFTQNQLTVWKY 387 

PtCDC20_3        LASGGGGGDKSIKFWNTHTGACLNSIDTGSQVCSLLWNKNERELLSSHGFTQNQLTVWKY 387 

AtCDC20_3        LATGGGVGDGKIKFWNTHTGACLNSVETGSQVCSLLWSQSERELLSSHGFTQNQLTLWKY 375 

AtCDC20_4        LATGGGVGDGKIKFWNTHTGACLNSVETGSQVCSLLWSQRERELLSSHGFTQNQLTLWKY 373 

AtCDC20_5        LATGGGVGDGKIKFWNTHTGACLNSVETGSQVCSLLWSKSERELLSSHGFTQNQLTLWKY 382 

AtCDC20_6        LATGGGVGDGKINFWNTHTGACLNSVETGSQVCSLLWSKSERELLSAHGFTQNQLTLWKY 359 

PtCDC20_4        LASGGGGNDRHIKFWNTQTGTCLNSVDTGSQVCALQWNKHERELLSSHGFTENQLILWKY 388 

OsCDC20_1        LATGGGGSDRCIKFWNTHTGACLNSVDTGSQVCALLWNKNERELLSSHGFTQNQLTLWKY 401 

OsCDC20_2        LASGGGGSDRCIKFWNTHTGACLNSIDTGSQVCSLVWNKNERELLSSHGFAQNQLTLWKY 404 

OsCDC20_3        LASGGGGDDRCIRFWNTHTGLCLNSVDTGSQVCGLLWNKNEKELLSAHGYVQNSLALWKY 410 

AtCCS52A1        LASGGGTADRCIRFWNTTTNTHLSSIDTCSQVCNLAWSKNVNELVSTHGYSQNQIIVWKY 417 

AtCCS52A2        LASGGGTADRCIRFWNTTTNTHLNCVDTNSQVCNLVWSKNVNELVSTHGYSQNQIIVWKY 409 

PtCCS52A1        LASGGGTADRCIRFWNTTTNSHLSCIDTGSQVCNLVWSKNVNELVSTHGYSQNQIILWRY 426 

PtCCS52A1_2      LASGGGTADRCIRFWNTTTNSHLSCMDTGSQVCNLVWSKNVNELVSTHGYSQNQIIVWRY 426 

OsCCS52A         LASGGGTADRCIRFWNTTTNMHLNCVDTGSQVCNLVWSKNVNELVSTHGYSQNQIIVWRY 455 

PtCCS52B         LASGGGTADRCIRFWNTTNGHQLNYVDTGSQVCNLAWSKNVNELVSTHGYSQNQIMVWKY 419 

PtCCS52B_2       LASGGGTADRCIRFWNTTNGHQLNHVDTGSQVCNLAWSKNVNELVSTHGYSQNQIMVWKY 419 

AtCCS52B         LASGGGTADRCIRFWNTTNGNQLNSIDTGSQVCNLAWSKNVNEIVSTHGYSQNQIMLWKY 415 

OsCCS52B         LASGGGTADRCIRFWNTVNGNMLNSVDTGSQVCNLAWCKNVNELVSTHGYSQNQIMVWKY 412 

                 **:***  *  *.**** ..  *. ::* **** * * :  .*::*:**: :*.: :*:* 
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AtCDC20_1        PSMVKMAELTGHTSRVLYMAQSPDGCTVASAAGDETLRFWNVFG-VPETAKKAAPKAVAE 438 

AtCDC20_2        PSMVKMAELTGHTSRVLYMAQSPDGCTVASAAGDETLRFWNVFG-VPETAKKAAPKAVSE 448 

PtCDC20_1        PSMLKMAELTGHTSRVLYMAQSPDGCTVATAAGDETLRFWNVFG-VPEVA-KAAPKANPE 450 

PtCDC20_5        PSMLKMAELTGHTSRVLYMAQSPDGCTVATAAGDETLRFWNVFG-VPEVA-KAAPKANPE 157 

PtCDC20_2        PSMVKMAELTGHTSRVLYMAQSPDGCTVATAAGDETLRFWNVFG-VPEVAAKAAPKANPE 446 

PtCDC20_3        PSMVKMAELTGHTSRVLYMAQSPDGCTVATAAGDETLRFWNVFG-VPEIAAKAAPKANPE 446 

AtCDC20_3        PSMSKMAELNGHTSRVLFMAQSPNGCTVASAAGDENLRLWNVFGEPPKTTKKAASKKYPE 435 

AtCDC20_4        PSMSKMAELNGHTSRVLFMAQSPNGCTVASAAGDENLRLWNVFGEPPKTTKKAASKNYLE 433 

AtCDC20_5        PSMVKMAELNGHTSRVLFMAQSPDGCTVASAAGDETLRLWNVFGEPPKTTKKAASKKYTD 442 

AtCDC20_6        PSMVKMAELNGHTSRVLFMAQSPDGCTVASAAGDETLRLWNVFGEPPKTTKKAASKKYTE 419 

PtCDC20_4        PSMVKMAELSGHTSPVLFMTQSPDGYTVASAAGDETLRFWNVFG--NPKAAKPAPKAIAE 446 

OsCDC20_1        PSMVKMAELTGHTSRVLFMAQSPDGCTVASAAADETLRFWNVFG-SPEAPKPAAKASHTG 460 

OsCDC20_2        PSMVKMAELTGHTSRVLFTAQSPDGLTVASAAADETLRFWNVFG-APEAPKTATKGSHTG 463 

OsCDC20_3        PSMVKLAELEDHTARVLCLAQSPDGFTVASVAADETLRLWKIFE-TSEDAKPVFKTVNTG 469 

AtCCS52A1        PTMSKIATLTGHTYRVLYLAVSPDGQTIVTGAGDETLRFWNVFP-SPKSQNTD--SEIGS 474 

AtCCS52A2        PTMSKLATLTGHSYRVLYLAVSPDGQTIVTGAGDETLRFWNVFP-SPKSQSRE--SEIGA 466 

PtCCS52A1        PTMSKLATLTGHTFRVLYLAISPDGQTIVTGAGDETLRFWSVFP-SPKSQNTD--SEIGA 483 

PtCCS52A1_2      PTMSKLATLTGHTYRVLYLAISPDGQTIVTGAGDETLRFWNVFP-SPKSQNTE--SEIGA 483 

OsCCS52A         PTMSKLATLTGHTYRVLYLAISPDGQTIVTGAGDETLRFWNVFP-SPKSQSSDSLSSIGA 514 

PtCCS52B         PSLSKVATLVGHSLRVLYLAMSPDGQTIVTGAGDETLRFWNVFP-SMKTQTPV--KDTGL 476 

PtCCS52B_2       PSLSKVATLVGHSMRVLYLAMSPDGQTIVTGAGDETLRFWNVFP-SMKTQTPV--KDTGL 476 

AtCCS52B         PSMSKVATLTGHSMRVLYLATSPDGQTIVTGAGDETLRFWNVFP-SVKMQTPV--KDTGL 472 

OsCCS52B         PSMSKVATLTGHTLRVLYLAMSPDGQTIVTGAGDETLRFWNIFP-SMKTQAPV--RDIGL 469 

                 *:: *:* * .*:  **  : **:* *:.: *.**.**:*.:*                  

 

 

AtCDC20_1        PFSHVNR--IR 447 

AtCDC20_2        PFSHVNR--IR 457 

PtCDC20_1        PFSRFNR--IR 459 

PtCDC20_5        PFSRFNR--IR 166 

PtCDC20_2        PFSHLNR--LR 455 

PtCDC20_3        PFSHLNR--IR 455 

AtCDC20_3        LFSHVNS--LR 444 

AtCDC20_4        LFSHVNS--LR 442 

AtCDC20_5        PFAHVNH--IR 451 

AtCDC20_6        PFAHVNH--IR 428 

PtCDC20_4        PFANVSH--FR 455 

OsCDC20_1        MFNSFNH--LR 469 

OsCDC20_2        MFNNSNHIHIR 474 

OsCDC20_3        MFNSFSH--IR 478 

AtCCS52A1        SFFGRTT--IR 483 

AtCCS52A2        LSFGRTT--IR 475 

PtCCS52A1        SSLGRTT--IR 492 

PtCCS52A1_2      SSLGRTT--IR 492 

OsCCS52A         TSFVRSY--IR 523 

PtCCS52B         WSLGRTQ--IR 485 

PtCCS52B_2       WSLGRTQ--IR 485 

AtCCS52B         WSLGRTQ--IR 481 

OsCCS52B         WSFSRSH--IR 478 

                      .   :*   
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APÊNDICE IX 

Padrões de duplicação dos domínios TPRs das subunidades do APC em Arabidopsis. A intensidade 
dos sombreamentos reflete a pontuação, com o sombreamento mais escuro para as mais altas 
pontuações. Os números em cada eixo indicam a orientação dos domínios na orientação N→C 
terminal. 
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APÊNDICE XI - figuras suplementares do manuscrito estão nos apêndices da tese. 
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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 Joubès 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 G1- 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 G1 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, G1-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, CDC6; 

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; Fülöp 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 

(VvCDC23_1 and VvCDC23_2) and APC11 (VvAPC11_1 and VvAPC11_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.  
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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 5´region 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 (Fülöp et al., 2005). In addition, we found another CDC20 homolog in the 

Arabidopsis genome. This AtCDC20_6 (At5g27945) 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 bioinformatics 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 (Fülöp 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 VIII 

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 III and I and VIII 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 XIII 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 Läslle, 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 (Fülop 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 Björklund 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 G1-S transition 

of the mitotic cell cycle (Edgar et al., 2001). G1-S transition is important for CDK inactivation 

by cyclin proteolysis, mediated by APCCDH1, which then maintains cyclin instability in G1 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 APCCCS52 acts as a negative regulator of CYCA2;3/CDKA;1 complex in 

Arabidopsis (Imai et al, 2006). The CYCA2;3/CDKA;1complex acts as a negative regulator of 

endocycle and the APC activation by CCS52 may increase CYCA2;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 SI). 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 APC11 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 (Pál et al., 2007). 

 



193 

 

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/Poptr1_1/Poptr1_1.home.html), Sorghum bicolor BTx623 - DOE Join 

Genome Institute (http://genome.jgi-psf.org/Sorbi1/Sorbi1.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/Volca1/Volca1.home.html), Chlorella sp. NC64A - DOE Join Genome 

Institute  (http://genome.jgi-psf.org/ChlNC64A_1/ChlNC64A_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/Phypa1_1/Phypa1_1.home.html), Selaginella moellendorffii - DOE Join Genome Institute 

(http://genome.jgi-psf.org/Selmo1/Selmo1.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; Björklund 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 µM 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. Lourenço (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 I 

(0.5u/μg RNA), total RNA (2.5µg) was transcribed using random hexamer primers  according to the 

manufacturer´s protocol (Applied Biosystems).The cDNA was amplified using Taqman® 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 qRT-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 qRT-PCR analysis are listed: Os28S forward (F) 5´ GCGAAGCCAGAGGAAACT 3´, 

Os28S reverse (R) 5´GACGAACGATTTGCACGTC 3´, OsActin F 5´ 

CTTCATAGGAATGGAAGCTGCGGGTA 3´, OsActin R 5´ CGACCACCTTGATCTTCATGCTGCTA 3´, 

OsAPC1F 5´ CTTGAGCTCTGCTTGCATCT 3´, OsAPC1 R 5´ GCTTACAGCCATCTGCAGTC 3´, 

OsAPC2 F 5´ AATGCTGGGGACAATCTTCT 3´, OsAPC2 R 5´ TAATGGGTCTGCTTCCACAG 3´, 

OsCDC27 F 5´ AGCGACTTGCTACCTTCACA 3´, OsCDC27 R 5´ TTGACAGGACACAAGGCTTC 3´, 

OsAPC4 F 5´ CGACAAGGATGGCCTGTTAT 3´, OsAPC4 R 5´ GAAGCGCTTGAAAATTCCTG 3´, 

OsAPC5 F 5´ TTCGTTGGTCTATGCAACCT 3´, OsAPC5 R 5´ AACGGGAACTTCTCTTCAGC 3´, 

OsCDC16 F 5´ ACAGGAGGAGGGTGATCAAG 3´, OsCDC16 R 5´ GATTTTGCTTGCGTGAAGAA 3´, 

OsAPC7 F 5´ AGACTTCAGGGGAGCTCAAG 3´, OsAPC7 R 5´ TTGAGAGCTTTTGCAGACTGA 3´, 

OsCDC23_1 F 5´  CGCTGAAGCTTAATCGAAAGT 3´, OsCDC23_2 R 5´ 

GACCAAGACCATACCAAGCA 3´, OsCDC23_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 3´, OsAPC11_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 3´, OsAPC13 F 5´ TTGTGCTGGTTGGCTTTC 3´, OsAPC13 R 5´ 

CGTCCTCATCGACATCGT 3´, OsCDC20_1 F 5´ ATGATCGGTGCATCAGGTT 3´, OsCDC20_1 R 5´ 

GGCAAAGAACACGAGCAGT 3´, 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 3´, OsCCS52B F 5´ GTCACCAAGCTCTGCGATT 3´, 

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 R 5´ ATGCCGCTTCAGCTTCATTT 3´, PtCDC20_1 

F 5´ TTTATTCCAAACCGGTCAGC 3´, PtCDC20_2 R 5´ TCGGTTCATGTTCAAGGATTC 3´, 

PtCCS52A F 5´ TTCCCCCTCGAGACCTATTT 3´, 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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