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RESUMO

As proteinas MYB constituem uma importante familia de fatores de
transcricdo e desempenham, em plantas, funcBes regulatérias no
desenvolvimento e nas respostas de defesa. Exemplo importante desta
familia é a proteina AtMYB30 de Arabidopsis thaliana que esta
envolvida no inicio da morte celular, durante o processo de resposta de
hipersensibilidade e respostas de defesa vegetal. No processo de
sinalizacdo celular, o 6xido nitrico pode regular a ligacdo das proteinas
MYB ao DNA de diversas maneiras, entre elas através da S-nitrosilacéo.
Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi caracterizar e avaliar a
ocorréncia da modificacdo pos-traducional S-nitrosilacdo no fator de
transcricdo AtMYB30 de Arabidopsis thaliana, sua interacdo com o
DNA e o efeito estrutural destes fatores. Mutagénese sitio-dirigida foi
usada para obter os mutantes C49A, C53A e C49AC53A. O dominio de
ligacdo ao DNA de AtMYB30 foi capaz de ligar-se ao DNA na forma
ativa, assim como o0s seus simples mutantes em cisteina, 0 que nédo
ocorreu com 0 duplo mutante, comprovando a importancia destes
aminoacidos altamente reativo na formacdo do complexo. Além disso,
foi confirmada a S-nitrosilacdo destas proteinas pela técnica de Biotin-
Switch, modificacdo que provavelmente impediu a formagdo dos
complexos DNA-proteina quando na presenca de doadores de NO nos
testes de retardamento de migracdo eletroforética. Utilizando o
dicroismo circular foi observado que o NO, possivelmente através da S-
nitrosilacdo, influencia estruturalmente AtMYB30, alterando seu
contetido de estrutura secundaria, porém com certa reversibilidade ao
conteudo inicial por efeito de um agente redutor. Quando comparadas, a
cisteina 49 parece ser mais importante nesta modificacdo estrutural, ao
passo que a cisteina 53 apresenta maior afinidade com a molécula de
DNA. Foi possivel identificar e confirmar por espectrometria de massa
MALDI-TOF a S-nitrosilacdo no residuo de cisteina 53. Nos ensaios de
desnaturacdo térmica a proteina selvagem apresentou uma temperatura
de desnaturacdo (T,,) de 38,26 °C enquanto que os mutantes C49A e
C53A foram menos estaveis estruturalmente, apresentando uma menor
T de 32,43 °C e 31,25 °C, respectivamente. J& sob o efeito da S-
nitrosilacdo, o perfil de desnaturacdo térmica da AtMYB30 selvagem
apresentou um leve aumento de 3,69 + 1,01°C na T, quando comparado
a proteina ndo S-nitrosilada, assim como para C49A de 33,08 °C a
39,82°C; ~6 °C. Apenas para 0 mutante C53A a T, reduziu na presenga
do doador de NO SNOG, apresentando valores de 29.49°C a 23.15°C.
Assim, a S-nitrosilacdo do residuo C49 (presente no mutante C53A)



promoveu o efeito mais pronunciado na sensibilidade térmica, enquanto
a maior estabilidade térmica quando S-nitrosiladas foi observada em
AtMYB30 selvagem e mutante C49A, sugerindo que o residuo C49
pode ser responsavel pelas modificagdes estruturais causadas pela
adicdo do NO a proteina. Quanto ao efeito do DNA nos espectros de
fluorescéncia de AtMYB30, foi observada uma reducao de intensidade
de fluorescéncia e uma alteracdo no comprimento de onda maximo
guando na ligacdo entre AtMYB30 e o DNA, inclusive para as simples
mutantes, comprovando a alteracdo estrutural causada pela ligacdo
devido ao enovelamento da proteina. Finalmente, utilizando a técnica de
DNAse footprint foi possivel confirmar a sequéncia de ligacdo do DNA
a AtMYB30.

Palavras-Chave: Fatores de transcricio MYB, Oxido nitrico, S-
nitrosilagdo, dominio de ligacdo AtMYB30, interacdo DNA-proteina,
Arabidopsis.



ABSTRACT

MYB proteins are a family of transcription factors that play an
important role in plant development and regulatory defense processes.
Arabidopsis thaliana AtMYB30, a member of this protein family, is
involved in cell death processes during the hypersensitive response (HR)
of plants. HR is characterized by a vast production of reactive oxygen
species and nitric oxide (NO). NO may thus influence the binding of
AtMYB30 to DNA. In this work we evaluated the effect of NO on
AtMYB30 DNA binding activity, and also on the protein structure. A
fully active minimal DNA-binding domain (DBD) of AtMYB30
(residues 11-116) containing two cysteine residues (C49 and C53) was
overexpressed and purified. Site-directed mutagenesis was used to
obtain AtMYB30 mutants C49A, C53A and C49AC53A. The DNA
binding activity of AtMYB30 and Cys single mutants was clearly
inhibited upon incubation with a NO donor, and S-nitrosylation was
confirmed by the biotin-switch assay. In order to understand the
mechanism of the NO effect on AtMYB30 DNA binding activity we
performed circular dichroism (CD) analysis, to correlate the observed
protein function inhibition and a potential structural impairment on
AtMYB30. Indeed, NO modification of C49 and C53 residues promotes
a subtle modification of the secondary structure of this transcription
factor. When compared, cysteine 49 is more important in the structural
modification while cysteine 53 exhibits greater affinity with DNA. It
was confirmed by Mass Spectrometry MALDI-TOF the S-nitrosylation
in cysteine 49. Thermal denaturation analysis by CD indicated for wild
type AtMYB30 a melting temperature (T, value of 38,26 °C, while for
C49A and C53A, 32,43 °C and 31,25 °C, respectively and less structural
stability. Following S-nitrosylation, the thermal denaturation profile of
wild type AtMYB30 and C49A mutant had the T, slightly increase
when compared to non-nitrosylated protein and decreased to C53A
mutant. Fluorescence spectroscopy indicated a substantially decrease
intensity in all proteins when in binding to DNA, caused by protein
folding in the complex. We thus demonstrated, using various
techniques, the in vitro effect of NO on AtMYB30, and thus the
potential consequences of NO activity on plant metabolism influenced
by this transcription factor. Finally, by DNA footprint assay we were
able to confirm the DNA sequence that binds to AtMYB30.

Keywords: MYB transcription factors, nitric oxide, S-nitrosylation,
binding domain AtMYB30, DNA-protein interaction, Arabidopsis.
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1.INTRODUCAO

1.1 Fatores de transcricdo e sua aplicabilidade

Em eucariotos a expressdo génica é regulada por intrincados
processos nos quais a diferenciacdo celular é alcancada por
alteragBes na expressdo dos genes. Para a maioria dos genes esta
regulacdo ocorre no inicio da transcricdo, na qual regides
regulatdrias do DNA sdo necessarias para ativar ou desativar genes
especificos. Estas regides regulatdrias do DNA precisam ser
reconhecidas por proteinas regulatérias ou fatores de transcrigéo,
que se ajustam firmemente as caracteristicas especiais da superficie
da dupla hélice em uma determinada regido, para que se dé a
regulacdo génica (GASTON E JAYARAMAN, 2003; HAGER,
MCNALLY E MISTELI, 2009; NELSON E COX, 2005). Ou seja,
estes fatores de transcricdo sdo proteinas capazes de regular a
expressdao de genes alvo através de ligacBes especificas a
sequéncias de DNA regulando a atividade do complexo de
iniciagdo da transcrigao.

Estes fatores de transcricdo sdo compostos por no minimo
quatro dominios: i) dominio de ligagdo ao DNA, ii) sinal de
localizacdo nuclear (NLS), iii) dominio de ativacdo/repressdo da
transcricdo e iiii) sitio de oligomerizacdo, os quais operam juntos
para regular processos bioquimicos por modulagdo do inicio da
transcri¢do (DU et al., 2009; PTASHNE, 1988).

As plantas atribuem grande parte do seu genoma aos fatores de
transcricdo, perfazendo mais de 1600 genes (7% do genoma)
identificados em Arabidopsis (RIECHMANN et al., 2000),
revelando a complexidade da regulacdo em nivel transcricional, ja
que a adaptacdo de plantas as condi¢cGes ambientais é dependente
destas proteinas . De acordo com os tipos de dominios de ligacdo ao
DNA, os fatores de transcricdo em eucariotos foram classificados
em diversas familias, sendo que o0s que estdo associados a resposta
ao estresse sdo das familias DREB/CBF, AREB/ABF, MYB/MYC
e NAC (NAKASHIMA et al., 2009).

Os primeiros produtos da engenharia genética para
melhoramento de culturas agricolas ha aproximadamente 15 anos
foram baseados em caracteristicas monogénicas, como tolerancia a
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herbicidas ou resisténcia a insetos, nos quais ndo eram necessarias
manipulacbes de vias moleculares de plantas transgénicas. Com o
desenvolvimento da biotecnologia, como por exemplo, o
sequenciamento de genomas completos (Arabidopsis thaliana e
Oryza sativa) e manipulagGes poligénicas viadveis, surgiu a
possibilidade de identificar genes regulatdrios importantes que
influenciam e colaboram nestes melhoramentos genéticos de
culturas. Por sua vez, por agirem como reguladores de processos
celulares, os fatores de transcricdo podem ser excelentes candidatos
na modificacdo de caracteristicas importantes de desenvolvimento,
maturacdo, adaptacdo ao ambiente e defesa em culturas de plantas.
Assim, tecnologias baseadas em fatores de transcricdo s&o
potencialmente importantes como parte de culturas manipuladas
por biotecnologia. Dentro de uma mesma cultura, tecnologias
transgénicas sdo capazes de permitir modificacbes de vias
regulatérias em uma planta, por exemplo, através do uso de um
fator de transcricdo de uma segunda planta (AMBAWAT et al.,
2013; CENTURY et al., 2008).

1.2 Fatores de transcricdo da familia MYB

Fatores de transcricdo MYB sdo amplamente distribuidos em todos
0s organismos eucariéticos e constituem uma das maiores familias de
fatores de transcricdo no reino vegetal. Nesses organismos, os fatores de
transcricio desempenham funcbes regulatérias no processo de
desenvolvimento e nas respostas de defesa. As proteinas dessa familia
tém como caracteristica comum um dominio MYB de ligacdo ao DNA
na regido N-terminal bastante conservado evolutivamente (DU et al.,
2012;YANHUI et al., 2006).

O primeiro gene MYB identificado foi o oncogene v-Myb do virus
de mieloblastose avidria e algumas evidéncias obtidas de comparagdes
de sequéncias indicam que v-Myb tem origem em uma mutacao do gene
de vertebrados, tornando-se parte do virus (KLEMPNAUER et al.,
1982). Posteriormente, trés genes relacionados a v-Myb foram
encontrados em vertebrados — c-Myb, A-Myb e B-Myb — e estdo
envolvidos na regulacdo da proliferacdo, diferenciacdo e apoptose
celular (DU et al., 2009). Além desses, outros genes similares tém sido
identificados em insetos, plantas e fungos (WESTON et al., 1998;
STRACKE, WERBER E WEISSHAAR, 2001). Desde entdo, proteinas



25

MYB tém sido descobertas em todo organismo eucari6tico analisado
(LIPSICK, 1996).

Em plantas, o primeiro gene MYB identificado ha 20 anos foi o
gene C1 (Coloredl) de Zea mays, o qual codifica um fator de transcri¢éo
responsavel pela sintese de antocianinas nas aleuronas (camada de
células que reveste o endosperma de algumas sementes) do milho (PAZ-
ARES et al., 1987; AMBAWAT et al., 2013). A variedade da familia
MYB encontrada em plantas indica a importancia da mesma no controle
de processos fundamentais nestes eucariotos.

Essas proteinas sdo cruciais no controle da proliferacdo e
diferenciacdo em diversos tipos celulares e compartilham o dominio
MYB de ligacdo ao DNA. O dominio MYB ¢é constituido normalmente
de uma a trés repeticdes imperfeitas (R1R2R3), cada uma contendo trés
a-hélices e apresentando um motivo de ligacdo ao DNA hélice-volta-
hélice (HVH), de cerca de 50 a 53 aminoéacidos. A terceira hélice
desempenha o papel de reconhecimento e interagdo com o DNA (Figura
1). Outra caracteristica marcante das repeticbes MYB é um
agrupamento de trés residuos de triptofano regularmente espagados na
estrutura tridimensional da proteina. A segunda e terceira hélices de
cada repeticdo formam a estrutura de HVH com estes trés triptofanos
(ou residuos hidrofébicos) formando um ndcleo hidrofébico que
estabiliza a estrutura tridimensional de HVH. Ja a terceira hélice de cada
repeticdo é responsavel pelo reconhecimento e faz o contato direto com
o0 DNA intercalando no sulco maior da estrutura. Em contraste, a regiao
C-terminal é o dominio de ativacdo e varia consideravelmente entre
proteinas MYB, o que leva a grande variedade de tipos de regulacdo
dessa familia de genes (DU et al., 2012; JIA et al., 2004; OGATA et al.,
1996).
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Figura 1. Modelo do dominio MYB R2RS3.

Dominio MYB C-terminal

(A) Estrutura tridimensional esquematica (PDB 1H88) do dominio de ligacdo ao
DNA com a segunda e a terceira repeticdo da proteina c-MYB de vertebrados
ligada ao DNA. As hélices vermelha, amarela e azul correspondem,
respectivamente, a primeira, segunda e terceira hélice de cada repeticdo. O
DNA é mostrado entre as duas repeticdes. (B) Representacdo linear de um
dominio tipico R2R3 encontrado nas plantas. Adaptado de (HEINE, 2006).

A partir desta caracteristica estrutural, as proteinas MYB podem ser
classificadas dentro de trés subfamilias, de acordo com o nimero de
repeticbes adjacentes no dominio MYB. No caso de haver apenas uma
repeticdo, a proteina é classificada como MYB R1; no caso de duas,
MYB R2R3 e no caso de trés, MYB R1R2R3 (STRACKE, WERBER,
WEISSHAAR, 2001). Proteinas MYB de animais possuem trés motivos
MYB designados R1, R2 e R3 (BRAUN E GROTEWOLD, 1999;
JIANG et al., 2004), enguanto em plantas estes dominios possuem, em
sua maioria, dois motivos chamados de R2 e R3 e formam a familia de
genes myb R2R3 e, em menor nimero, a familia com apenas um motivo
R1(BRAUN E GROTEWOLD, 1999). O genoma de A. thaliana contem
apenas cinco genes R1IR2R3-myb e aproximadamente 190 genes R2R3-
myb. O motivo citado de HVH foi o primeiro descrito como motivo de
reconhecimento de proteinas ao DNA e € encontrado em vérios fatores
de transcricdo de procariotos e eucariotos (LEWIN, 1994).
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Com o sequenciamento do seu genoma, genes que codificam as trés
repeticdes R1, R2 e R3, foram detectados em A. thaliana. (BRAUN E
GROTEWOLD, 1999). Dezenas de genes que codificam proteinas
MYB, os quais apresentam 40% a 60% de identidade com o dominio
MYB de vertebrados (c-proto-MYB oncoproteina) estdo presentes no
genoma de Arabidopsis (cerca de 125 genes MYB R2R3) e do milho
(mais de 200 genes MYB R2R3) (KRANZ, SCHOLZ, WEISSHAAR,
2000; RABINOWICZ et al., 1999).

As funcgdes da maioria dos membros da familia MYB em plantas
ainda sdo desconhecidas, embora ja existam alguns estudos
demonstrando papéis bem definidos para estes fatores de transcri¢do:
controle do metabolismo secundario, em particular na biossintese de
flavondides (GROTEWOLD et al., 1994); regulacdo na morfogénese
celular (LIP et al., 2014; OPPENHEIMER et al., 1991); vias de
transdugdo de sinal, como em resposta ao estresse abiotico
(VILARRASA-BLASI et al., 2014; URAO et al., 1993) e ataque a
patégenos (YANG E KLESSIG, 1996).

1.3 Arabidopsis thaliana

Arabidopsis thaliana é uma planta herbacea da familia das
Brassicaceae, a qual inclui espécies mais conhecidas como a couve e a
mostarda e é nativa do territorio europeu até a Asia Central, com ampla
distribuicdo pela Europa, Asia e América do Norte. Foi descoberta no
séc. XVI por Johannes Thal (origem do nome thaliana) nas montanhas
Harz, na Alemanha (Figura 2). Dependendo do seu habitat natural e em
resposta as condi¢cdes ambientais, esta planta pode apresentar grande
heterogeneidade genética, o que se reflete na diversidade das suas
caracteristicas morfoldgicas e fisiolégicas e, por isso, sdo conhecidos
mais de 750 ec6tipos em todo o mundo. E considerada uma planta
daninha de pequena importancia agricola. E um dos organismos modelo
para o estudo em genética, botanica, bioquimica e fisiologia, papel
semelhante ao de Drosophila melanogaster e Caenorhabditis elegans no
estudo da biologia animal. A. thaliana foi a primeira planta e o terceiro
organismo multicelular cujo genoma foi completamente sequenciado
(THE ARABIDOPSIS GENOME INITIATIVE, 2000). Caracteristicas
como ciclo de vida curto (seis semanas), pequeno porte (15 a 20 cm),
alta acessibilidade, facil manipulacdo, genoma reduzido quando
comparado a outras espécies vegetais, possibilidade de ser cultivada e
mantida em placas de petri, existéncia de um nudmero significativo de
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linhagens geneticamente alteradas que facilita a sua andlise, tornam a
Arabidopsis um importante modelo para investigacGes fundamentais em
biologia. Ja que resultados obtidos em estudos de A. thaliana, podem ser
corroborados em outras plantas e, em muitos aspectos, também em
outros eucariotos, estudos realizados com o intuito de identificar a
funcdo dos genes desse organismo tém sido o foco de muitas pesquisas
(MEINKE et al., 1998; TOHGE et al., 2005).

Figura 2. Arabidopsis thaliana.

A esquerda, o estado vegetativo com folhas em forma de roseta. No centro, a
planta adulta em floracdo. As barras representam 1 cm. A direita, pormenor da
flor, estames e sementes. As barras representam 1 mm. Adaptado de The Jean-
Pierre Bourgin Institute, 2010 (http:/lwww-ijpb.versailles.inra.fr/
en/arabido/arabido.htm).

Atualmente, grande parte dos conhecimentos sobre genes da familia
MYB em plantas foi obtido de estudos em Arabidopsis, baseado no
sequenciamento do seu genoma. Porém, esta planta apresenta certas
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caracteristicas, como a inabilidade de formar associa¢des simbidticas
para fixacdo de nitrogénio com rhizobia ou de sequestrar nutrientes do
solo com micorrizas. Assim, embora constitua um excelente modelo
para estudos génicos, a Arabidopsis possui certo potencial limitado em
aplicacdes de agricultura e, para isso, as leguminosas sdo mais utilizadas
(DU etal., 2012).

1.4 S-Nitrosilagdo de proteinas

Os residuos de cisteina normalmente s&o os menos abundantes em
proteinas e, ainda assim, ja foi demonstrado que sédo sitios importantes
funcionalmente, apresentando funcdo catalitica, regulatdria, como
cofator e estabilizadora de estrutura (MARINO E GLADYSHEV,
2012). Assim, estes residuos podem ser classificados em quatro grupos
funcionais: estrutural, ligacdo a metal, catalitico e regulatério (GOULD
et al., 2013; MARINO E GLADYSHEYV, 2012). Por formarem ligagdes
dissulfeto, os residuos de cisteina apresentam fungdo estrutural
importante durante o enovelamento de proteinas. Além disso, as
cisteinas podem coordenar com uma variedade de metais e, juntamente
com a histidina, sdo os residuos que mais participam de sitios de liga¢&o
a metais em proteinas, influenciando na estabilidade estrutural e
atividade proteica. Controlam também modificaces enzimaticas como a
S-acilagdo e auxiliam na catélise de diversas familias de proteinas, como
oxidoredutases, proteases e aciltransferases. Os grupos tidis de cisteinas
sdo 0s Unicos capazes de interagir covalentemente com outros tiois
criando ligagOes dissulfeto intra e intermoleculares. A cadeia lateral da
cisteina pode também reagir diretamente com diversos oxidantes ou
produtos celulares oxidados quando em condicdes fisioldgicas e
patoldgicas como, por exemplo, oxidacdo reversivel de tidis como
intermediarios do tipo acido sulfénico ou covalentes como a S-
nitrosilacdo, S-glutationilacdo (adicdo de glutationa) e S-sulfidrilagdo
(adicdo de sulfeto de hidrogénio). Todos estes exemplos sdo conhecidos
por apresentarem papel importante na regulacdo por 6xido-redugdo de
proteinas, comprovando que as cisteinas sdo o principal alvo do estresse
nitrosativo, levando a formacdo de S-nitrosotidis reversiveis. Apesar da
versatilidade nos tipos de reagdes, a suscetibilidade de cisteinas a elas,
bem como a S-nitrosilacdo, depende da reatividade de cada tiol
(GOULD etal., 2013; MARINO E GLADYSHEYV, 2012).

Por ser um residuo de aminoacido altamente reativo e com alta
plasticidade, a cisteina é capaz de sofrer tanto modificacbes pds
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traducionais (MPT) nucleofilicas quanto oxidativas (MAJMUDAR E
MARTIN, 2013). Como ja citado, uma destas reacGes oxidativas
envolve a modificagdo covalente e reversivel de cisteina, através do
segundo mensageiro 6xido nitrico (NO), conhecida como S-nitrosilagéo
(R-SNO). A adicéo ou transferéncia da molécula de NO ao grupo tiol da
cisteina constitui uma das MPT mais importantes em processos
fisiolégicos e patoldgicos, tanto em humanos quanto em plantas
(FARES et al., 2011). Em humanos a S-nitrosilacdo age em vias que
participam desde problemas no tecido vascular endotelial e cardiaco
(MURPHY et al., 2014), doengas neurodegenerativas (NAKAMURA et
al., 2013) até a apoptose da artrite reumatoide (LI E WAN, 2013). Em
plantas, a S-nitrosilagdo tem se mostrado presente nos mais diversos
processos, principalmente os de defesa, tanto em condi¢des de estresse
abioticas quanto bioticas.

Como uma MPT cléssica, a S-nitrosilagdo é um mecanismo
reversivel e altamente labil a luz e reagbes dxido-redutoras. Assim, a
ligacdo S-NO pode ser desfeita por agentes redutores intracelulares
como GSH (Glutationa reduzida) e ascorbato e também por ions de
metais reduzidos. Além da S-nitrosilacdo, hd também o processo reverso
de denitrosilacdo de proteinas em diversos processos biologicos, os
quais devem ser regulados por enzimas especificas, para manutencdo
dos niveis de S-nitrosilacdo intracelular (Figura 3) (ASTIER et al.,
2011). Esta modificagdo contribui para a regulacdo génica dependente
de NO, a qual é dependente, por sua vez, da localizagdo na planta e dos
estimulos a que é submetida. Alteragdes na expressdo génica tém sido
intensamente estudadas com diferentes doadores de NO apesar de
existirem elementos reguladores comumente expressos nestas vias
(LEITNER et al., 2009).
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Figura 3. Mecanismos de S-nitrosilagdo/Denitrosilacéo.

Substrato para S-nitrosilagio
SH

Agentes I i -
S-nitrosilantes i
NO. NO*. NO oxido-redutoras

D, NO*, NO,
Transnitrosilagio Denitrosilagio

enzimatica enzimatica
SNOG, -SNO

;SNO

S-nitrosotiol

A S-nitrosilacdo ocorre em residuos especificos de cisteina mediada por
espécies reativas de nitrogénio (NO-, NO', NO,) como N,0; agentes
transnitrosilantes como SNOG. Depois de formados, os S-nitrosotiois sdo
bastante labeis e sensiveis a luz e a alteragdes dxido-redutoras, além de poder
sofrer denitrosilacdo enzimética. Adaptado de (ASTIER et al., 2011).

Quimicamente, a S-nitrosilacdo € a reacdo do NO com o atomo de
enxofre do residuo de cisteina formando a ligacdo S-NO, através do
ataque nucleofilico do NO™ (cétion nitrosénio) ao tiolato (Figura 4). Esta
modificagdo requer inicialmente a reagdo do NOe (radical NO) com O,
para a formacdo de Oxidos nitrogenados, principalmente N,Oz, 0 qual
dissocia-se em NO" ap6s a perda do elétron do radical NO. No entanto,
h& evidéncias da formacdo da ligacdo S-NO a partir de ataques
nucleofilicos ao enxofre pelo NO™ ou pela reagdo entre radical RS+ e
NO-« (LINDERMAYR E DURNER, 2009; WANG et al., 2006).

Além destas reacOes ja citadas, a S-nitrosilacdo também pode ser
formada a partir da transnitrosilagdo, que consiste na troca direta de
NO+ de uma proteina S-nitrosilada para um tiol reativo da proteina alvo
e que explicaria a nitrosilacdo de residuos de cisteina em condigdes
desfavoraveis para a reagdo. A transnitrosilagdo envolve pequenas
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Figura 4. Mecanismo de S-nitrosilagdo no residuo de cisteina.

1. Dependente de Oxigénio:

NO + % 0O, —> NO,

+ NO
NO« 0 l
N HS OH NO*NO, «— N,O;
Cys-S tei
NHZ l ys-S (proteina)
o o HNO, + Proteina - SNO
[ v 2. Transnitrosilagao:
N
S OH SNOG + Cys-S (proteina)
NH, l

GSH + Proteina - SNO

O Oxido nitrico reage com o grupo tiol SH do residuo de cisteina
substituindo-o pelo grupo nitrosil e esta modificacdo pode ocorrer sob efeito do
oxigénio (1): ataque nucleofilico do NO™ ao tiolato, requerendo a reagdo do
NOe< com O, para a formagdo de 6xidos nitrogenados, como N,Os;, 0 qual
dissocia-se em NO® ap6s a perda do elétron do radical NO; ou por
transnitrosilacéo (2): troca direta de NO+ de uma proteina S-nitrosilada para um
tiol reativo da proteina alvo.

moléculas, como a S-nitrosoglutationa (SNOG) formada pela S-
nitrosilacdo da glutationa (GSH) e que funciona como um reservatorio
de NO na célula (WANG et al., 2006). Diferente de animais e plantas
em geral, que possuem a SNOG redutase (responsavel pela
metabolizacdo de SNOG em ambnia e GSSG para a geracdo de S-
nitrosotiois), A. thaliana ndo apresenta niveis altos desta enzima. Esta
evidéncia sugere que os altos niveis de S-nitrosotidis em Arabidopsis,
devem-se ao efeito do SNOG (ASTIER et al., 2011; WANG et al.,
2006).

Embora a maioria das proteinas possuam residuos de cisteina,
apenas alguns deles sdo suscetiveis a S-nitrosilacdo in vivo, para assim
contribuir na modulacdo dependende de NO nas funcbes de proteinas.
Esta especificidade e suscetibilidade a S-nitrosilacdo é dependente de
diversos fatores, entre eles, os relativos estruturalmente a proteina e
também ao meio reacional da célula (ASTIER et al., 2011). A formacéo
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do S-nitrosotiol pode estar favorecida em residuos de cisteina mais
ionizaveis, como aqueles rodeados por aminoacidos 4cidos ou bésicos.
Assim foi definida uma regido S-NO de consenso para a S-nitrosilagao:
0s residuos &cidos e basicos que flanqueiam a regido ndo precisam estar
apenas adjacentes a cisteina reativa na sequéncia primaria, mas também
podem estar na proximidade quando enovelados na estrutura
tridimensional da proteina (LIU et al., 2010; STAMLER et al., 1997).
Além disso, compartimentos hidrofébicos da proteina podem promover
a S-nitrosilacdo, ja que nucleos hidrofébicos da estrutura proteica
podem concentrar NO e O,, induzindo a formacdo de agentes
nitrosilantes in situ (SETH E STAMLER, 2010).

Ou seja, apesar das dificuldades em categorizar as propriedades
gerais das cisteinas, pode-se dizer que este aminoacido pode comportar-
se tanto como um residuo hidrofébico (devido a natureza hidrofobica de
amino4cidos quando "empacotados” dentro da estrutura da proteina),
assim como quando exposto (acessivel ao solvente na superficie
molecular de proteinas) pode interagir com ligacbes hidrogénio
(moléculas de agua) ou com outros residuos polares. Estas interacdes,
por sua vez, podem polarizar a cisteina exposta influenciando seu pKa,
sendo que estas cisteinas expostas sao significativamente mais polares e
seu pKa é préximo do pH fisiolégico (MARINO E GLADYSHEYV,
2012). Mesmo com pequenas variagdes de pH no meio fisiolégico, os
residuos de cisteina expostos podem facilmente alterar seu carater
nucleofilico e experimentar mudangas repentinas eletrostaticas e de
carga, alteracles estas, que podem extender-se para regibes adjacentes
ao residuo na superficie molecular da proteina. Em algumas situacdes,
estas mudancas eletrostaticas podem afetar a habilidade da proteina de
interagir com o ambiente e com outras proteinas. Este fato mostra a alta
responsividade de cisteinas expostas e explica por que as cisteinas sdo
encontradas menos frequentemente nas superficies moleculares para,
por exemplo, sofrer uma MPT. Além dos aspectos intramoleculares, a
colocalizacdo das fontes de NO com a proteina alvo contribui para a
especificidade da S-nitrosilacdo (ASTIER et al., 2011, MARINO E
GLADYSHEV, 2012). Assim, a reatividade das cisteinas é dependente
da exposicdo ao solvente e da protonacdo em seu grupo funcional e,
fatores que aumentam a nucleofilicidade do atomo de enxofre dos
residuos de cisteina, incluindo o enovelamento e alosteridade, induzem a
S-nitrosilacéo.

Recentemente, novos softwares que preveem sitios de S-
nitrosilacdo tém sido desenvolvidos e estdo disponiveis para consulta
(http://sno.biocuckoo.org/online.php) (XUE et al., 2010). Estas
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ferramentas sdo Uteis para analises experimentais, assim como para
triagens (screening) iniciais de proteinas potencialmente reguladas por
esta MPT.

1.5 Mecanismos de defesa em plantas

Normalmente as plantas apresentam estratégias de defesa que
retardam ou impedem a penetracdo de agentes fitopatogénicos, como
fungos, bactérias ou virus, podendo ser constitutivas ou induzidas. Além
disso, as plantas reagem frente ao estresse abidtico, como variagGes de
temperatura, auséncia de agua, alta salinilidade ou tratamento com
agentes quimicos. A ativacdo deste mecanismo ocorre por meio de
sucessivos eventos e sinais que se iniciam no reconhecimento do agente
agressor pela planta e culmina com a ativagdo das barreiras fisicas e
quimicas. Dentre as defesas utilizadas pelas plantas estdo a resposta de
hipersensibilidade (RH), resisténcia sistémica adquirida (SAR), indugéo
de proteinas relacionadas a patogénese (PR-Proteinas) e compostos
sinalizadores, como por exemplo, 4&cido salicilico, peréxido de
hidrogénio, etileno e acido jasménico (FERNANDES et al., 2009). A
seguir serdo abordados os mecanismos gerais de defesa em plantas, com
énfase na resposta de hipersensibilidade (RH) e via do acido salicilico
(AS), por estes processos estarem possivelmente envolvidos no assunto
discutido na tese.

Estas respostas de defesa primaria na planta incluem desde uma
reorganizacdo do citoesqueleto, fortificacdo da parede celular, geragédo
de espécies reativas de oxigénio (EROs) e espécies reativas de
nitrogénio (ERNSs) até a sintese de fitoalexinas, enquanto os eventos
tardios compreendem a ftranscricdo de proteinas relacionadas a
patogénese (PR) e desenvolvimento da resposta de hipersensibilidade
(CLEMENCIA et al., 2014).

A RH em plantas é considerada um dos principais eventos da
resposta de defesa da planta contra o ataque de patdgenos, caracterizada
por ser uma resposta rapida e localizada. Conceitualmente a RH é a
indugdo da morte celular diretamente no sitio de ataque por patégenos,
processo caracteristico de resisténcia em plantas. Esta resposta é
acompanhada pelo isolamento do patgeno no sitio de inoculagéo e pela
ativacdo de mecanismos de defesa nas células vizinhas e pode ser
comparado com outras formas de morte celular programada em plantas
e com apoptose em animais (Figura 5) (DANIEL et al., 1999;
FERNANDES et al., 2009). Este colapso do tecido vegetal ao redor do
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sitio de infecgéo é causado pela liberacdo, principalmente de compostos
toxicos, os quais também atuam, em alguns casos, diretamente sobre o
patégeno, ocasionando sua morte (FERNANDES et al., 2009).

Dentre as principais alteragdes decorrentes da RH esta a inducéo da
producdo de diversas proteinas como as PR, destacando-se as
peroxidases, quitinases e pB-1,3-glucanases. Outras respostas paralelas a
infeccdo sdo 0 aumento da expressao da fenilalanina amonia liase (PAL)
e deposi¢do de lignina e aumento dos niveis de AS (VERBENE et al,
2000).

Figura 5. Resposta de hipersensibilidade em vegetais.

Processo de resposta de defesa caracteristico da resposta de
hipersensibilidade em plantas com o isolamento do patégeno em folha de feijéo-
caupi. Fonte: FERNANDES et al., 2009.

As primeiras observacdes da RH séo do ano 1902 em infecgdes de
Puccinia glumarum no trigo e o termo resposta de hipersensibilidade foi
cunhado em 1915 para descrever uma reagdo de morte celular
desencadeada por Puccinia graminis também no trigo. Este mecanismo
é caracterizado pela retracdo do citoplasma, condensagdo da cromatina,
expansdo da mitocondria combinados com caracteristicas especificas de
plantas, como a vacuolizacdo e rompimento dos cloroplastos nos
estagios finais. O cloroplasto possui um papel importante nas respostas
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de defesa em plantas, jA que constitui uma fonte de moléculas de
sinalizacdo como as EROs e ERNs e horm6nios como o AS e o &cido
jasmonio (AJ) (Figura 6). Outro ponto importante é que a luz é muitas
vezes necessaria para o desenvolvimento da RH. Molecularmente, o0s
eventos moleculares que induzem a RH incluem o acimulo de AS,
EROs e ERNSs, ativacdo de cascatas de MAPK quinase, mudancas nos
niveis de calcio intracelular, reprogramacao transcricional e sintese de
compostos antimicrobianos (COLL et al. 2011).

Figura 6. Esquema representativo de processo de morte celular em

resposta a infecgdo em célula vegetal.
FERO Parede celuﬁ

Retragdo do
citoplasma
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Condensagao de "
cromatina -
@ Expansio da
g mitocondria

Rompimento de Metacaspase 1
cloroplastos (Ativa)

&u]u vegetal //

Diagrama representativo de algumas caracteristicas da célula vegetal que
sofre morte celular programada na resposta de hipersensibilidade. Adaptado de
(COLL etal., 2011).

Vacuolizagao

Agentes bidticos como fungos, bactérias e virus ativam um tipo de
resisténcia em plantas que é conhecida como Resisténcia Sistémica
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Adquirida (SAR), a qual depende do agente envolvido. Para que seja
iniciada a SAR, a infeccdo inicial precisa resultar na formacédo de lesdes
necroticas, decorrentes da RH (acimulo de perdxido de hidrogénio) ou
como sintoma da doenca (HAMMOND-KOSACK; JONES, 2000). A
resisténcia induzida, que é inicialmente localizada na regido de infeccéo,
passa a ocorrer em locais da planta distantes do local da infecgéo pelo
patégeno, ou do local de aplicacdo dos agentes eliciadores abi6ticos,
caracterizando, assim, a resposta sistémica adquirida (AGRIOS, 2004).

O mecanismo da SAR deve envolver uma cascata de eventos e
sinais que se iniciam no momento da interagdo planta/patégeno ou do
tratamento com fatores abidticos, levando a alteracbes no seu
metabolismo celular com a emissdo de sinais moleculares para outras
partes da planta, reduzindo a severidade da doenga. Em resposta a estes
sinais, ocorre a sintese de algumas moléculas, entre elas, as PR, além da
formacdo de barreiras estruturais, como a lignina. Moléculas como o
NO, etileno, JA e SA, tem sido sugeridos como sinalizadores da SAR.
(DOREY etal., 1997; DURNER et al., 1997).

Algumas destas PR-Proteinas encontram-se expressas em baixos
niveis de forma constitutiva em plantas e seus niveis sdo aumentados
guando submetidas a condi¢cdes de estresse. A inducdo da expressao
destas proteinas € mediada pela a¢do de substancias sinalizadoras que
sdo classificadas em dois tipos, conforme sua origem: elicitores
enddgenos, da propria planta; e elicitores exdgenos (do patégeno ou
componentes abidticos). Dentre os componentes abidticos estdo o
cloreto de mercurio, etanol, bromo, 4cido acetilsalicilico, AJ, etileno,
AS e acido 1,2,3-benzotiadiazol-7-carbotidico (BTH). Acredita-se que a
ativacdo de alguns genes que codificam PR-Proteinas seja regulada pela
cascata de transducdo de sinais mediada pelo AS, interligando as duas
vias (FERNANDES et al., 2009). Atualmente, as PR-Proteinas sdo
classificadas em 17 grupos, variando de PR-1 até PR-17, baseando-se
nas caracteristicas de cada proteina (CHRISTENSEN et al., 2002).

O AS, que tem papel importante na RH e também na resisténcia
sistémica adquirida, juntamente com AJ e etileno regulam os sistema de
defesa contra microrganismos. A sinalizacdo dependente de etileno €
importante para a resposta de plantas aos patdgenos, ferimento
mecanico e ferimento produzido por herbivoros. A sinalizacdo
dependente de AS é critica para o estabelecimento da resisténcia local e
sistémica a bactérias, enquanto que a sinalizagdo dependente de AJ é
induzida principalmente em resposta ao ferimento. A intercomunicacao
entre as vias de sinalizagcdo permite a planta ajustar as respostas de
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defesa, dependendo do tipo de invasor que encontra (AGRIOS, 2004;
FERNANDES et al., 2009).

Integrando todas as vias que participam do sistema de defesa em
plantas discutidas até o momento, pode-se dizer que: toda esta
“explosdo” oxidativa de EROs e ERNs compreende um sistema
integrado e amplificado de sinalizacdo, que envolve o AS no disparo dos
mecanismos de defesa. Por sua vez, o desenvolvimento da HR,
inicialmente desencadeado pela presenca de EROs, promove o
estabelecimento gradual da resisténcia sistémica adquirida (SAR)
(RESENDE et al., 2003).

1.6 Oxido nitrico e seus efeitos na S-nitrosilacio

O oxido nitrico € uma molécula de sinalizacdo envolvida em
diversas fungdes em plantas e, devido a sua alta reatividade e efeito
ambivalente dependendo da taxa e local de produgdo nas células, esta
molécula tem se colocado em lugar de destaque nas pesquisas atuais. O
NO regula diferentes processos através da inducdo da transcricdo génica
ou ativando segundo mensageiros, além de induzir modificacbes em
proteinas (GAUPELS et al., 2011; MARTINEZ-RUIZ et al., 2011).
Além disso, 0 NO apresenta atividade em diversas situacdes de estresse
para as plantas, entre elas: inducdo do fechamento de estdmatos em
periodos de seca, neutralizacdo de metais pesados e salinilidade, reducéo
da toxicidade do aluminio e aumento da resisténcia a injuria mecanica
(NARITA, 2010)

Quimicamente, o NO é uma molécula diatbmica, composta por um
atomo de oxigénio e um de nitrogénio e sua alta reatividade é conferida
pela presenga de um elétron desemparelhado no orbital 7 com meia vida
de 1 a 10 segundos. E um gés toxico, corrosivo, inodoro e levemente
solivel em agua. Por ser soliivel em dgua e em solventes organicos, o
NO é lipossolivel e pode ser transportado rapidamente através da
membrana celular (NAGANO E YOSHIMURA, 2002). Além da forma
molecular, 0 NO ocorre em outras formas intercambiaveis: radical
(NO°®), cation nitrosonio (NO™) e radical nitroxil (NO") (ASTIER et al.,
2011).

Quanto ao modo de agdo esta molécula age diretamente, quando o
radical interage com biomoléculas, metais ou outros radicais livres, ou
indiretamente, através de sua reacdo com 0 oxigénio ou anion
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superdxido, formando ERNS, capazes de interagir com proteinas,
lipidios ou 0 DNA (NARITA, 2010).

Embora o NO tenha sido identificado ha mais de 150 anos, foi no
periodo de 1970-1990 que ele foi descrito como um gas transdutor de
sinal (MARTINEZ-RUIZ et al., 2011). E foi na mesma época que se deu
0 inicio dos estudos da funcdo do NO em plantas, quando foi observado
gue sua produgdo na soja tratada com herbicidas era diretamente
proporcional a quantidade aplicada do agente quimico.

As hipoteses para a atuacdo do NO no sistema de defesa em plantas
envolve mecanismos nos quais esta molécula ativa a transcricdo de
genes relacionados a defesa. O desenvolvimento da resisténcia sistémica
adquirida pode estar envolvido na associagdo do NO e da S-
nitrosoglutationa, que atuam como sinalizadores transportados pelo
floema da planta (DURNER E KLESSIG, 1999). Além disso, foi
demonstrado que o NO é capaz de induzir a morte celular programada
em células de folhas de Kalanchoe daigremontiana e Taxus brevifolia
(PEDROSO et al., 2000).

O NO apresenta varias funcbes nas respostas fisioldgicas em
plantas, como no desenvolvimento, sinalizacdo hormonal e defesa. O
mecanismo de como o NO regula estas respostas fisiolégicas ainda ndo
é claro, mas a S-nitrosilacdo é considerada uma das mais importantes
modificacbes que regula a atividade e interacdo de proteinas
(ROMERO-PUERTAS et al., 2013).

Feechan e colaboradores (2005) mostraram que mutacBes na
enzima AtSNOGR1 (S-nitrosoglutationa redutase) de A. thaliana
influenciam os niveis de NO na planta tanto em condic¢des basais quanto
em injurias infecciosas. Na auséncia da enzima, que normalmente regula
o0s niveis de S-nitrosilacdo na célula por gerar o reservatério movel de
NO (SNOG), a resisténcia basal foi comprometida. Estes dados indicam
gue a S-nitrosilacdo de proteinas, que antes acreditava-se ser apenas
controlada pela sintese de NO, possui um mecanismo de regulacdo de
turnover (sintese e degradacdo) (STAMLER et al., 2001). Além disso,
0s pesquisadores mostraram que AtSNOGR1 regula positivamente a via
do AS, a qual tem papel central na inducdo da resisténcia e defesa contra
ataques de patdgenos, como ja demonstrado para Pseudomonas
syringae (FEECHAN et al., 2005; RAFFAELE et al, 2006). Assim, a
formagdo de moléculas nitrosiladas e sua renovagdo controlam a
resisténcia a doencas de diferentes maneiras.

A invasdo do patdgeno desencadeia alteracbes rapidas no estado
oxido-redutor da célula de eucariotos, inclusive de plantas. Estas
alteragdes sdo orientadas pelo acimulo de EROs e ERNs. Enquanto as
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fontes de EROs sdo bem estabelecidas, as enzimas responsaveis pela
geracdo de ERNs continuam controversas. Apds o desencadeamento da
resposta com producdo de EROs e ERNSs, tem sido reportado que varios
reguladores sofrem S-nitrosilacdo em cisteinas altamente reativas e que
apresentam baixo pKa, como ja citado (YU et al., 2012).

Romero-Puertas e colaboradores (2007) sugerem como a atividade
do NO pode controlar o acimulo de peroxinitrito (ONOQ") durante a
RH. Os pesquisadores mostraram que a S-nitrosilacdo de peroxiredoxina
11 (PrxIl), proteina responsavel pela detoxificagdo de ONOO™ e que € um
potente oxidante, inibe este processo, causando um consideravel
aumento de peroxinitrito. Ou seja, 0 NO regularia os efeitos dos seus
proprios radicais através da S-nitrosilacdo de componentes cruciais para
0 sistema de defesa antioxidante em plantas (ROMERO-PUERTAS et
al., 2007).

Outro exemplo deste mecanismo € a S-nitrosilacdo in vivo do
regulador de defesa AtSABP3 de A. thaliana na cisteina 280 quando ha
aumento na producdo de NO apds a invasdo do patdégeno. A inibicio
desta proteina, que participa do mecanismo do AS e na ativacdo da via
da anidrase carbdnica (ambas responsaveis pela ativacio da defesa apos
a invasdo do patdgeno no hospedeiro), poderia contribuir como uma
retroalimentacdo negativa das respostas de defesa em plantas, que por
sua vez controlaria o processo (WANG et al., 2009).

Juntos, estes dados exemplificam a conexdo molecular entre as
alteracBes nos niveis de NO desencadeados pela invasdo do patégeno e
ativacdo da resisténcia a doencas e infeccdes.

Apesar de sua importancia, ainda ha controvérsias quanto a fonte de
ERNs em vegetais, diferente das EROs. Existem sete possiveis
mecanismos de geracdo destas ERNs em plantas, sendo que alguns deles
parecem participar da defesa contra patégenos (GUPTA et al., 2011).
Em mamiferos, ERNs sdo geradas através da enzima NO sintase (trés
isoformas caracterizadas) a partir da oxidacdo de arginina com geracéo
de NO e citrulina, processo esse, dependente de NAPH. Apesar da
identificacdo de uma enzima com atividade de NO sintase in vitro em
algas verdes (Ostreococcus tauri) e com o sequenciamento do genoma
de diversas espécies de plantas, ainda ndo foram identificados genes
para esta enzima em plantas superiores. Outro fato importante é que
guando sdo adicionados inibidores de NO sintase em extratos de plantas
superiores, ha reducdo na sintese de NO e citrulina (CORPAS et al.,
2006; YU et al., 2012). Estes dados sugerem a existéncia de uma NO
sintase em plantas, a qual deve ser estruturalmente distinta da enzima de
mamiferos ou até mesmo de O. tauri (YU et al., 2012).
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Além da NO sintase, ha a enzima nitrato redutase (NR), que
primariamente catalisa a reducdo de nitrato a nitrito, mas também causa
a reducdo de nitrito a NO (Figura 7). No entanto, a eficiéncia desta
reacdo é baixa e requer baixa tensdo de oxigénio e altas concentragdes
de nitrito (ROCKEL et al., 2002).

Figura 7. Rotas da sintese de NO a partir de nitrito e arginina.
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Diagrama mostrando mecanismos conhecidos e mecanismos postulados
para a sintese de NO em plantas. O nitrito é reduzido a NO por vias ndo
enzimaticas no apoplasto, nitrito-6xido nitrico redutase (NiNOR) na membrana
plasmética, nitrato redutase (NR) no citosol, uma posssivel hemoglobina classe
2 e mitocondria por mecanismos desconhecidos. A principal competicdo por
estas reagOes é a redugdo do nitrito a amonio no plastidio. A reagdo dependente
de arginina envolve a 6xido nitrico sintase. Adaptado de CRAWFORD E GUO,
2005.

Como ja discutido, o reconhecimento ao patégeno desencadeia a
RH, limitando a infeccdo. Quando foi observado que em tomates
infectados com cepas avirulentas de Pseudomonas syringae os niveis de
SNO estavam aumentados, mostrou-se que a geracdo de ERNs e EROs,
gerados por NADPH oxidases estd em harmonia com o
desenvolvimento da RH mediando a morte celular. O estudo mostrou
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evidéncias genéticas que o aumento de S-nitrosotiois facilita a RH na
auséncia de AS e sintese de intermediarios de EROs. Neste caso, quando
a concentragdo de SNO estava alta ocorreu regulagdo por
retroalimentacdo negativa limitando a RH mediada pela S-nitrosilagdo
de NADPH oxidase abolindo a habilidade de sintetizar EROs e seus
intermediarios (YUN et al, 2011).

1.7 Fator de transcricdo AtMYB30

A proteina MYB30 de A. thaliana (AtMYB30) é um fator de
transcricdo MYB R2R3 tipico e tem sido reportado seu envolvimento,
principalmente, no inicio da morte celular, durante o processo de
resposta de hipersensibilidade (RH) e respostas de defesa e estresse
(DANIEL et al., 1999; VAILLEAU et al., 2002).

Foi demonstrado que AtMYB30 é expressa preferencialmente
durante a RH em resposta a patégenos como Xanthomonas campestris e
Pseudomonas syringae, quando inoculados em A. thaliana nos seus
estagios iniciais de desenvolvimento ou em culturas de células desta
mesma planta. Estes resultados sugeriram uma forte correlagdo entre
AtMYB30 e a morte celular, além de sua associagdo ao
desenvolvimento (DANIEL et al., 1999). Vailleau e colaboradores
(2002) demonstraram que a superexpressao de MYB30 em Arabidopsis
e tabaco acelera e intensifica o aparecimento da RH em resposta a
diferentes bactérias avirulentas, virulentas e fungos (Figura 8).
Analisando plantas transgénicas que expressavam AtMYB30
constitutivamente, foi observado que a superexpressdo de AtMYB30
acelera o aparecimento da RH em resposta a patdgenos avirulentos e
causa respostas semelhantes a RH quando os patdgenos sdo virulentos.
Além disso, observou-se um aumento da resisténcia contra diferentes
bactérias e o fungo Cercospora nicotianae. Ja nas linhagens de
Arabidopsis anti-senso de AtMYB30, a morte celular causada pela RH
foi fortemente diminuida ou suprimida em resposta a patdgenos
avirulentos, mostrando um fendtipo oposto as outras linhagens. Assim,
0s pesquisadores propdem que AtMYB30 é um regulador positivo de
morte celular programada associada a resisténcia de plantas e expressa
durante a RH (VAILLEAU et al., 2002).
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Figura 8. Expressdo da RH em Arabidopsis thaliana.
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Sintomas da doenga causada por C. nicotianae ap6s 14 dias de
inoculagdo em linhagens selvagem, controle e senso. O circulo preto indica
0 ponto de inoculagdo do patdgeno (VAILLEAU et al., 2002).

Ja foram propostos alguns modelos de metabolismo, nos quais
AtMYB30 participaria de algumas vias importantes em plantas e estas
serdo discutidas a seguir.

Num trabalho desenvolvido por Raffaele e colaboradores (2006)
foram usadas diferentes técnicas para elucidar o papel do AS na
regulacdo de AtMYB30 na RH e a morte celular induzida pela
superexpressao de AtMYB30. Os resultados mostraram que a ativacdo
transcricional de AtMYB30 é dependente do acumulo de AS e
independente de NPR-1, principal proteina reguladora na ativacdo de
genes de defesa dependentes de AS. Neste estudo, utilizando
inoculagbes de Pseudomonas syringae, foi possivel obter evidéncias
moleculares de que este fator de transcri¢do esta envolvido na cascata de
sinalizacdo que modula direta e indiretamente a sintese de AS, age
através desta via e sua expressao é regulada por AS (RAFFAELE et al.,
2006). Alguns destes pesquisadores também propuseram um modelo,
através de andlise de microarray de Arabidopsis, no qual AtMYB30
modula a RH via sintese de acidos graxos de cadeia longa (AGCL) ou
derivados, que funcionariam como mensageiros de morte celular em
plantas, ativando genes envolvidos nos passos iniciais desta via
biossintética. Ou seja, as plantas expressavam juntamente com
AtMYB30, genes que codificavam as quatro enzimas do complexo acil-
coA elongase (sintetiza o0 AGCL) que, por sua vez, seriam alvo de
MYB30 (RAFFAELE et al., 2008).

Outra participacdo relatada de AtMYB30 é na amplificacdo de sinal
de brassinosteroides, hormdnios que agem no processo de crescimento e
desenvolvimento de plantas, incluindo germinacdo, expansdo celular,
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fotomorfogénese, diferenciacdo vascular e resisténcia a senescéncia,
estresse e doencas. AtMYB30 e BES-1 (fator de transcricdo da via de
brassinosterdides) funcionariam cooperativamente para promover a
expressao de genes relacionados a via de brassinosterdides. Assim, eles
estabeleceram um mecanismo no qual AtMYB30 seria um alvo para
BES1, amplificando o sinal destes hormdnios (LI et al., 2009).

Além destas evidéncias foi demonstrado que AtMYB30 pode sofrer
sumoilagdo (modificagdo pos-traducional de proteinas caracterizada pela
adicdo de uma proteina similar & ubiquitina em residuos de lisina)
(OKADA et al., 2009; ZHENG et al., 2012) e ser regulado p0s-
transcricionalmente via silenciamento de RNA (FROIDURE et al.,
2010). Esta modificacdo por sumoilacdo, por exemplo, poderia
funcionar como um processo de regulacdo da RH em plantas, desligando
0 mecanismo de defesa, por inibicdo de AtMYB30, o qual apresenta-se
como regulador positivo da RH, através da ubiquitinagdo deste FT
(MARINO et al., 2013). Juntos, estes dados demonstram que
AtMYB30, um forte indutor da morte celular para a defesa de plantas
contra ataque de patogenos, pode ser regulado via diversas
modifica¢Bes, sendo sua maioria, relacionada aos sistemas de defesa em
plantas.



45

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a ocorréncia da
modificacdo pds-traducional S-nitrosilagdo no fator de transcri¢do
AtMYB30 de Arabidopsis thaliana, sua interagdo com o DNA e o efeito
estrutural dessa modificacao.

2.2 Objetivos Especificos

= Clonar a sequéncia de DNA que codifica o dominio MYB de
AtMYB30 de A. thaliana e inseri-lo no vetor de expressao
PET-14b;

= Expressar de maneira heter6loga AtMYB30 de A. thaliana em
bactérias E. coli pLysS (DE3) e purifica-la por cromatografia
para caracterizacdo;

= Avaliar a S-nitrosilacéo in vitro AtMYB30 de A. thaliana;

= Purificar as proteinas mutantes (AtMYB30 C49A, C53A e
C49AC53A) e avaliar o efeito das mutagdes sobre a atividade,
estrutura secundaria, estrutura tridimensional e estabilidade
térmica;

= Auvaliar a capacidade das proteinas de se ligarem ao DNA e
determinar a influéncia do NO nesta ligacéo;

= Analisar os efeitos estruturais do NO sobre as funcBes das
proteinas;
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Clonagem do gene para o dominio de ligacdo ao DNA de
AtMYB30 de Arabidopsis thalina

O DNA complementar (cDNA) que codifica a proteina
AtMYB30 A. thaliana foi fornecido pelo Centro de Pesquisa Bioldgica
de Arabidopsis (Universidade do Estado de Ohio, Columbus, OH,
USA). Este cDNA tem 409 pb e foi usado como molde para amplificar,
por PCR, o dominio de ligacdo ao DNA de AtMYB30, aqui denominado
de AtMYB30 (Figura 9). Para isso foram utilizados oligonucleotideos
especificos desenhados com sitios de restricdo apropriados flanqueando
as extremidades 5’ ¢ 3” do gene. O iniciador anverso continha o sitio de
restricdo Ndel (sublinhado), AtMYB30anv (5’- GGA AAT CAT ATG
GGA GTG AAG AAA GGG CC -3°), e o reverso continha o codon de
terminacdo e o sitio de restricdo Xhol (sublinhado), AtMYB30rev (5°-
GTT AACCTC GAG TTAGAGTTT CTT CTT CAA ATG AG -37).

Figura 9. Sequéncia de DNA que codifica o dominio MYB de ligagéo
ao DNA da proteina AtMYB30.

ATGGACTCCTGAAGAAGATATCATTTTAGTCACTTACATCC
AAGAACATGGTCCTGGTAATTGGAGAGCTGTTCCTACCAA
TACTGGGCTGCTTAGATGCAGTAAGAGTTGTAGACTTAGA
TGGACAAACTATTTAAGGCCAGGAATCAAAAGAGGCAATT
TCACAGAACATGAAGAAAAGATGATTGTTCATCTCCAAGC
CCTCTTAGGAAATAGATGGGCTGCAATTGCGTCATATCTTC
CACAAAGGACAGACAATGACATTAAGAACTATTGGAACA

A amplificagdo por PCR usando TaQ DNA polimerase foi obtida
com 100 ng de cDNA, 50 pmoles de cada oligonucleotideo iniciador,
200 pmoles de dNTPs, 1 U de Taq DNA polimerase e 1,5 mmol/L de
MgCl,, 5 puL de tamp&o da Taq DNA polimerase (10x) e 4gua ultra pura
para um volume final de 50 pL. O programa do termociclador
(MiniCycler) consistiu em um passo de desnaturacao inicial a 95°C por
5 min seguido por 30 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 45 s,
anelamento a 60°C por 30 s, extensdo a 72°C por 1 min, finalizando com
um passo de extensdo a 72°C por 10 min.
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Apos a finalizacdo da amplificacdo, os produtos de PCR foram
visualizados em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio 0,3
pg/mL por meio de um transiluminador acoplado a um sistema de video
(UVP Bioimaging System). Os fragmentos obtidos foram extraidos do
gel e purificados com o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega).

Os fragmentos de DNA obtidos (379 pb) e o vetor de expresséo
pET-14b de 4671 pb (Novagene) foram digeridos com as enzimas de
restricdio Ndel e Xhol (Figura 10). Os produtos da digestdo foram
visualizados em gel de agarose 1% e a purificagdo foi feita da mesma
forma ja descrita acima. Em seguida foi feita a ligaco dos fragmentos
amplificados ao plasmidio com a DNA ligase T4. O gene foi inserido
sob o controle do promotor do fago T7 e dessa forma é dependente da
RNA polimerase de T7 para ser expresso.

Figura 10. Mapa do vetor de expressao pET-14b.
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Sao mostrados os sitios de clivagem para as endonucleases Ndel, BamHI
e Xhol, origens de replicacdo; genes marcadores de sele¢do e regido promotora.
Fonte: www.novagen.com.
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O gene foi inserido “in frame” e a jusante a sequéncia de DNA
gue codifica a seguinte sequéncia de aminoacidos incluindo uma cauda
com 6 histidinas: MGSSHHHHHHSSGLVPRGSH (Figura 11).

O plasmidio recombinante foi utilizado para transformar células
competentes de E. coli DH5a conforme serd abordado. Estas células sdo
utilizadas como hospedeiras para a clonagem do gene e propagacdo do
plasmidio. Clones com o plasmidio inserido foram identificados por
PCR de col6nia e confirmados por sequenciamento de DNA.

Figura 11. Regido de clonagem do vetor pET -14b.
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Os sitios de corte para as respectivas enzimas de restricdo sdo
demonstrados. Os fragmentos foram inseridos entre os sitios Ndel e Xhol.

Para a reacdo de PCR de col6nia, uma coldnia a ser analisada foi
colocada em 50 pL de A&gua, aquecida a 100°C por 5 min,
homogeneizada e centrifugada a 10000 x g por 10 min. A reacdo de
PCR foi feita com 10 pL do sobrenadante nas mesmas condicfes de
PCR descritas acima. Como controle positivo foi utilizado como DNA
molde o fragmento do gene que codifica AtMYB30.

3.2 Mutagénese sitio dirigida de AtMYB30

Com o intuito de verificar a importancia das alteragdes
funcionais e estruturais causadas pelos residuos de cisteina na proteina
estudada, foram construidos plasmidios com mutacbes neste
amino4cido. Para isto, alguns cédons do plasmidio recombinante pET-
14bAtMYB30 foram mutados por PCR com o objetivo de obter as
seguintes substituicbes em AtMYB30: C49A, C53A e C49AC53A. Para
substituir a cisteina 49 ou a cisteina 53 para alanina, dois ciclos de PCRs
foram feitos. No primeiro ciclo, duas metades do gene de AtMYB30
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com a mutagdo desejada foram inseridas pelos iniciadores mutantes e
amplificadas: AtMYB30 C49A: MUT49For 5’-GGG CTG CTT AGA
GCT AGT AAG AGT-3" e MUT49Rev 5°-ACT CTT ACT AGC TCT
AAG CAG CCC-3’ / AtMYB30 C53A: MUT53for 5°-AGT AAG AGT
GCT AGA CTT AGA TGG-3’ e MUT53rev 5°-CCA TCT AAG TCT
AGC ACT CTT ACT -3’ / mutagdes inseridas estdo sublinhadas). Os
iniciadores MUT49For ou MUT53For foram usados em associacdo com
AtMYB30rev e MUT49Rev ou MUT53Rev foi utilizada em associacao
com MD30For.Os dois fragmentos mutados obtidos foram entéo usados
como molde para 0 segundo ciclo de PCR em combinagdo com 0s
iniciadores AtMYB30For e MD30Rev nas mesmas condi¢Bes descritas
na se¢do acima. O duplo mutante AtMYB30 C49AC53A foi obtido da
mesma maneira utilizando a sequéncia de DNA de AtMYB30 C53A
como molde inicial. Os fragmentos de DNA obtidos foram entdo unidos
ao vetor pGEM T-easy e entdo digeridos com as enzimas de restri¢do
Ndel e Xhol e ligados ao vetor de expressdo pET-14b previamente
digerido com as mesmas enzimas. As mutacdes dos plasmidios foram
verificadas e confirmadas por sequenciamento de DNA.

3.3 Preparacéo e transformacdo das bactérias competentes

O preparo das bactérias competentes e a transformacéo bacteriana
foram baseados no protocolo descrito por Ausubel e colaboradores
(1992). Para tornar as células de E. coli pLysS (DE3) ou DH5a aptas a
receber os vetores de expressdo, as mesmas foram submetidas a um
tratamento quimico com calcio. Bactérias E. coli pLysS (DE3) ou DH5a
foram semeadas por esgotamento em meio Luria Bertani (LB) sélido
(1% NacCl, 1% peptona, 0,5% extrato de levedura e 1,5% &gar pH 7,5) e
cultivadas a 37 °C por 15 horas. Em seguida, as células foram cultivadas
em 50 mL de meio LB liquido (1% NaCl, 1% peptona, 0,5% extrato de
levedura, pH 7,5) a 37 °C, sob agitacdo, até alcancar a densidade 6tica
(DO) de 0,4 em 600 nm. As células foram entdo centrifugadas a 2600 x
g por 20 min a 4 °C. O precipitado celular foi homogeneizado com 25
mL de uma solucédo de célcio (100 mM CacCl,) gelada, incubado por 1
hora em gelo e centrifugado novamente a 2600 x g durante 20 min a 4
°C. O precipitado celular foi finalmente homogeneizado em 5 mL de
solucéo de calcio contendo 20% de glicerol e as células foram incubadas
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em gelo por 30 min (AUSUBEL et al., 1992). Por fim, as bactérias
competentes foram separadas em aliquotas e armazenadas a - 80 °C.

Para transformar as bactérias competentes, 100 uL de células de
E. coli pLysS (DE3) ou DH5a foram incubadas com 50 ng do vetor de
expressdo de interesse em gelo por 20 min. Ap6s o periodo de
incubacdo, as células sofreram um choque térmico: 1 min e 30 segundos
a42 °Ce 2 mina0 °C. Em seguida, as células foram estabilizadas com
a adicdo de 500 pL de meio LB liquido, sendo mantidas a 37 °C durante
1 hora. Por fim, as células foram semeadas em meio LB so6lido
suplementado com o antibidtico para o qual o plasmidio confere
resisténcia (vetor pET14b, 100 pg/mL de ampicilina) e com
cloranfenicol (50 pg/mL) quando bactérias E. coli pLysS (DE3) e
cultivadas a 37 °C durante 15 horas (AUSUBEL et al., 1992). Como
controle negativo, foi realizado o mesmo procedimento com células de
E. coli pLysS (DE3) ou DH5a competentes que ndo receberam vetor de
expressao.

3.4 Expressdo do dominio de ligacdo ao DNA de AtMYB30 e
mutantes

Os vetores de expressdao pET14b AtMYB30 e seus respectivos
mutantes foram utilizados para transformar bactérias E. coli pLysS
(DE3). Uma colbnia recombinante, selecionada por resisténcia a
cloranfenicol (50 pg/mL) e ampicilina (100 pg/mL), foi utilizada para
inocular 10 mL de meio LB liquido suplementado com 50 pg/mL de
cloranfenicol (50 pg/mL) e ampicilina (100 pg/mL). Os cultivos foram
mantidos sob agitacdo a 37 °C durante 15 h. Do pré-indculo, 5 mL
foram transferidos para 250 mL de meio LB novo, suplementado com
cloranfenicol (50 pg/mL) e ampicilina (100 pug/mL), no qual as bactérias
continuaram crescendo sob agitacdo a 37 °C até alcancar DOggonm €Ntre
0,6 e 0,7, medida através de leitura espectrofotométrica. Em seguida, a
expressdo da proteina recombinante foi induzida pela adicdo de 1 mM
IPTG e o cultivo mantido sob agitacdo a 15 °C durante 15 h. Apés a
expressao das proteinas, os cultivos foram centrifugados a 6000 x g por
30 min a 4 °C e o precipitado celular (aproximadamente 2 gramas a
partir de 1 L de cultivo) foi homogeneizado com 10 mL de tampédo de
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lise (500 mM Fosfato de sédio pH 8,0, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol)
suplementado com inibidor de proteases (PMSF 40 pg/mL).

Finalmente, as células foram rompidas por sonicacdo em gelo (6
ciclos de 30 segundos, com intervalos de 60 segundos) e 0s
homogenatos foram centrifugados (16000 x g por 30 min a 4 °C) para
obtencdo das fragdes solUveis, que posteriormente foram utilizadas para
a purificacdo das proteinas recombinantes.

3.5 Purificacdo dos dominios de ligacdo ao DNA de AtMYB30 e
mutantes

Todas as proteinas expressas com uma cauda de seis residuos de
histidina na porcdo N-terminal, foram purificadas em condi¢des nativas
por cromatografia de afinidade por metal imobilizado (IMAC) com
colunas carregadas com cobre (HisTrap HP 1 mL, GE Healthcare)
conectadas a um cromatdgrafo AKTA (GE Healthcare). Antes de ser
carregada com a amostra, a coluna foi previamente equilibrada com 500
mM Fosfato de sédio pH 8,0, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol. As
proteinas que ligaram a coluna, devido a interacdo dos residuos de
histidina da cauda N-terminal com os ions de cobre, foram eluidas com
um gradiente de 20 a 500 mM imidazol, o qual compete quimicamente
com as cadeias laterais dos residuos de histidina, em um fluxo de 1
mL/min e em frag6es de 1 mL. Aliquotas de cada fracdo foram coletadas
para visualizagdo em SDS-PAGE 16%, sob condi¢des desnaturantes e
redutoras e foi corado com azul de Coomassie R-250 0,25%. Ap6s 0
processo de purificacdo das proteinas, as amostras foram aliquotadas e
armazenadas a -80°C e, dependendo do tipo de analise, o excesso de
imidazol foi retirado através de filtros ou dialises.

A quantificacdo do conteldo proteico foi estimada através do
método de Bradford (BRADFORD, 1976) com albumina de soro bovino
como padrdo ou por espectrofotometria a 280 nm na presencga de 6 M de
hidrocloreto de guanidina (EDELHOCH, 1967; PACE et al., 1995),
levando em consideracdo a absortividade molar de cada proteina
(selvagem e mutantes). O valor da absortividade molar foi determinado
a partir da estrutura primaria de cada proteina no site
www.expasy.ch/tools/protparam.html.
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3.6 Identificacdo das proteinas por Espectrometria de Massa
(MS)

Para confirmar a identidade das proteinas, foi realizada a digestédo
enzimatica in-gel (SHEVCHENKO et al, 1996) seguida de
espectrometria de massa MALDI/TOF. As bandas contendo as proteinas
foram retiradas do gel (SDS-PAGE) e descoradas com 500 pL de uma
solucdo de descoloracdo contendo 50% de acetonitrila (ACN) em 25
mM de bicarbonato de amonio pH 8,0 sob agitacdo até a completa
descoloragdo. Em seguida, foram desidratadas com 100 pL de ACN por
15 minutos. Posteriormente, a ACN foi removida e os fragmentos
remanescentes do gel foram secos em sistema de centrifugacéo a vacuo
(Speed Vac/Eppendorf) durante 10 minutos. As bandas de gel foram
reidratadas com 10 pL de tripsina (Promega) em 25 mM de bicarbonato
de amonio pH 8,0, na concentracdo final de 10 pug/mL, durante 30 min
em gelo, em seguida foram incubadas a 37 °C durante pelo menos 12
horas.

Apbs a digestdo enzimatica, os peptideos foram eluidos do gel
com 45 pL de solucdo de extragdo contendo 50% de ACN e 5% de
acido trifluoroacético (TFA). Foram realizadas duas etapas de extracéo
durante 30 minutos em vortex e em cada etapa o sobrenadante foi
transferido a um novo microtubo. Todas as aliquotas de sobrenadante da
respectiva proteina foram reunidas e concentradas durante 1 hora em um
sistema a vacuo até secagem completa.

As analises de espectrometria de massa foram realizadas em um
espectrometro de massa tipo MALDI-TOF/TOF modelo Autoflex Il
Smartbean (Bruker Daltonics). Os peptideos extraidos foram
solubilizados em 10 pL 0,1 % de TFA. Uma amostra de 1 pL de cada
amostra foi homogeneizada com 1 pL da solu¢do saturada da matriz
acido alfa-ciano-4-hidroxicindmico (5 mg/mL em 50% ACN, 0,1%
TFA). Em seguida, 1 pL desta mistura foi aplicada diretamente na placa
do espectrometro MALDI/TOF e submetida a cristalizacdo a
temperatura ambiente. Apés a cristalizacdo da amostra foram realizadas
as analises espectrométricas em modo positivo. A calibracdo externa foi
realizada usando o kit Peptide Standard (Bruker Daltonics). Os
espectros gerados foram analisados com o programa FlexAnalysis 3.3
(Bruker Daltonics). As proteinas foram identificadas por comparacéo
com a lista de peptideos da digestdo tedrica (ProteinProspector MS-
Digest www.prospector.ucsf.edu) com o perfil de peptide mass
fingerprinting (PMF) obtido por MS.



53

A massa molecular das proteinas foi confirmada por MS de
massa intacta. Uma amostra solivel de AtMYB30 e suas mutantes (1
pL), concentragdo final de 5 pM, foi homogeneizada com 1 pL de
matriz (4cido sinapinico: 10 mg/mL em 30% ACN, 0,1% TFA) e
analisada como descrito acima. A calibracdo externa foi realizada
usando o kit Protein Standard 11 (Bruker Daltonics).

3.7 Ensaio de retardamento de migracao eletroforética

A capacidade de ligacdo ao DNA do fator de transcricdo
AtMYB30 e mutantes foi avaliada através do ensaio de retardamento de
migracdo eletroforética (EMSA) wusando uma sequéncia de
oligonucleotideos de fita dupla marcada com Alexa 647 (5°-
[Alexab47N/
CTTTCTTTACCTACCACCAACCTAACGGTCAAACCAACCAAAC
CTCTG-3’) (Sitio de ligaggo MYB com elementos AC estdo
sublinhados) (LI et al., 2009; PROUSE E CAMPBELL, 2012). As
reacbes foram feitas num volume de 40 pL em tampdo de reacdo
contendo 10 mM Tris—HCI (pH 7.5), 50 mM NaCl, 1 mM DTT, 1 mM
EDTA, 5% glicerol e 0,4 uM das proteinas indicadas (selvagem ou
mutantes). As amostras tratadas com o doador de NO, nitroprussiato de
sodio (NPS) 1 mM, foram incubadas a 4 °C por 15 minutos e, apés o
tratamento para a S-nitrosilacdo, 250 nM de oligonucleotideo
fluorescente foi adicionado a reacéo e esta incubada por 15 min a 4°C.
As amostras foram submetidas a eletroforese em gel nativo 10 % de
poliacrilamida usando sistema de tampé&o tris-borato EDTA (TBE) a
4°C. Para a deteccdo da fluorescéncia das amostras foi utilizado o
scanner de fluorescéncia FLA-9000 (GE Healthcare) e visualizagdo do
gel.

Nas andlises quantitativas do ensaio de EMSA, para os céalculos
das constantes de dissociacao (Kp) dos experimentos, correspondendo a
constante de equilibrio de dissociacdo do complexo DNA-proteina, o
mesmo procedimento acima foi feito com concentrac@es crescentes das
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Figura 12. Esquema representativo da técnica de Ensaio de
retardamento de migragdo eletroforética (EMSA) para andlise da interagdo
DNA-proteina.
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O fragmento de DNA especifico é incubado com a proteina em andlise ou
sozinho e submetido a eletroforese para efeito comparativo entre as amostras, na
qual ocorre retardamento da migracdo do complexo na amostra em que ocorre a

interacéo.

respectivas proteinas, variando de 5 a 500 nM com adi¢do de 125 nM de
sonda fluorescente. As amostras foram entdo visualizadas em
fotodocumentador Gel Logic 200 (Kodak) e as bandas quantificadas
através do programa KODAK Molecular Imaging Software 5.0
(Carestream Health, USA).

3.8 Ensaio de biotinilagdo para deteccdo de proteinas S-nitrosiladas

Com o intuito de investigar se AtMYB30 e as proteinas mutantes
sdo S-nitrosiladas foi realizado o ensaio de biotinilagdo (biotin switch)
(Figura 13) segundo Jaffrey e Snyder (JAFFREY; SNYDER, 2001),
com algumas modificacdes. Aliquotas de proteinas, normalmente
armazenadas em tampé&o fosfato, foram submetidas a dialise em tampé&o
HEN (250 mM HEPES pH 7,7, 1 mM EDTA, 0,1 mM neocuproina).
Em seguida, a concentracdo de proteina foi ajustada a 0,5 mg/mL e a
amostra proteica foi tratada com 1 mM de S-nitrosoglutationa (SNOG)
ou S-nitroso-N-acetilpenicilamina (SNAP) por 30 min, na auséncia de
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luz, em temperatura ambiente. Apds a nitrosilacdo, as amostras foram
incubadas por 30 min com quatro volumes de tampdo de blogueio
(HEN, 2,5 % SDS, 27 mM metil-metano-tiosulfonato - MMTS) a 50 °C,
sob frequente agitacdo. O MMTS residual foi removido por precipitagdo
com 10 volumes de acetona gelada (-20 °C) e a amostra foi
ressolubilizada em tampdo HENS (HEN mais 1 % SDS). Em seguida, as
cisteinas S-nitrosiladas foram novamente reduzidas com 1 mM de
ascorbato de sodio por 10 min, a temperatura ambiente. Ap6s a reducéo,
as cisteinas livres foram biotiniladas com 2 mM de biotina-HPDP
(Thermo Scientific) por 1h, a temperatura ambiente. Como controle
negativo, as amostras foram tratadas com 1mM de glutationa reduzida
(GSH) ao invés de SNOG ou com DMSO ao invés de SNAP e como
controle positivo, realizou-se a S-nitrosilagdo da PtpA de M.
tuberculosis (MATIOLLO et al., 2013).

Figura 13. Detecgdo de proteinas S-nitrosiladas pela técnica de Biotin-
Switch.
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Tidis livres sdo primeiro S-metiltiolados com MMTS sob condigdes
desnaturantes. Em um segundo passo, residuos de cisteina S-nitrosilados s&o
denitrosilados com ascorbato e, assim os tidis sdo biotinilados para posterior
detec¢do. Adaptado de FOSTER, 2011.

Para detectar a biotinilacdo por western blot, as proteinas do
ensaio de biotinilagdo foram separadas por SDS-PAGE 10%,
transferidas & membrana de difluoreto de polivinilideno (PVDF). Em
seguida, a membrana foi blogueada com 25 mL da solugdo de PBS-T
(PBS mais 0,1% Tween 20) suplementado com leite em pd desnatado
(5%) durante 12 horas a 4 °C. Apds o bloqueio, a membrana foi
incubada com 25 mL PBS-T contendo o anticorpo de camundongo
antibiotina (diluicdo 1:10.000) (Sigma) por 1 h sob agitacdo, em
temperatura ambiente. Em seguida, a membrana foi lavada com PBS-T
e incubada em temperatura ambiente por 1 h sob agitacdo com 25 mL
PBS-T contendo o anticorpo secundario anti-lgG de camundongo do kit
Amersham ECL Western Blotting Analysis System (GE Helthcare),
diluicdo 1:30.000. Para deteccdo da fluorescéncia da formacdo do
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complexo através do anticorpo secundario foi usado o digitalizador de
fluorescéncia FLA-9000 (GE Healthcare).

3.9 Espectroscopia de Dicroismo Circular (CD) de AtMYB30 e
mutantes

As analises de espectroscopia de AtMYB30 e suas mutantes
foram realizadas em um espectropolarimetro JASCO J-815 equipado
com um controlador de temperatura e uma unidade de fluorescéncia.
Para avaliar o conteldo de estrutura secundaria das proteinas, observar
possiveis alteragdes estruturais causadas pelas mutacdes ou nitrosilagdes
nos residuos de cisteina, espectros de CD UV-distante foram obtidos em
um intervalo de comprimento de onda entre 190 a 260 nm, a 15 °C, com
10 uM de proteina em tampdo contendo 10 mM Hepes, pH 7,4 com
SNOG como doador de NO ou GSH como seu controle negativo a 1
mM. Para verificar a reversibilidade da S-nitrosilacdo nas proteinas, as
amostras foram incubadas com 1mM de DTT apés o tratamento com
SNOG. Os experimentos foram realizados em cubeta de quartzo com
caminho oOptico de 2 cm, com velocidade de varredura de 50 nm/min,
resolucéo de 0,1 nm, resposta de 8 segundos e largura de faixa de 2 nm.
Em cada experimento, foram obtidos a média de 3 espectros
consecutivos e de cada espectro de proteina foi subtraido o espectro do
tampdo ou tampdo mais agente nitrosilante e DTT.

A estabilidade térmica de AtMYB30 e suas mutantes foi avaliada
por CD monitorando a elipticidade a 222 nm em uma faixa de
temperatura de 4 a 70 °C, com aumento gradual de 1 °C, com um
periodo inicial de equilibrio de 10 min a 4 °C. O mesmo experimento foi
feito para avaliar o efeito da S-nitrosilagdo na estabilidade térmica da
proteina usando SNOG como doador de NO e GSH como controle
negativo. As proteinas foram pré-incubadas com 1mM de SNOG ou
GSH por 30 min a 25°C no escuro. Em cada experimento, foi obtida a
média de 3 espectros consecutivos e de cada espectro de proteina foi
subtraido o espectro do tamp&o ou tamp&o mais agente nitrosilante.

Estes experimentos foram realizados com 10 uM de proteina em
tampdo contendo 10 mM Hepes, pH 7,4 em uma cubeta de quartzo com
caminho dptico de 2 cm. As temperaturas médias de desnaturacédo (T.,)
para cada proteina foram calculadas a partir das curvas de elipticidade a
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222 nm versus a temperatura por regressao nao linear (curva sigmoidal
de Boltzmann) no programa GraphPad Prism 5.0.

3.10 Fluorescéncia Intrinseca de AtMYB30 e mutantes na analise da
interacdo com 0 DNA

Para a realizacdo destes experimentos trocou-se 0 tampdo
proteico para o tampéo de reacdo contendo 10 mM Tris pH 7,5, 50 mM
NaCl, 1 mM EDTA e 5% glicerol e posteriormente as amostras de
proteina foram concentradas por meio de centrifugacdo com filtros
Microcon 10 kDa (Millipore). Espectros de fluorescéncia foram obtidos
com 2 uM de proteina em tampdo de reacdo com adicdo crescente de
oligonucleotideos (1;2,5; 4; 5,5; 7; 8,5; 10 e 11,5 uM) especificos e
marcados fluorescentemente com Alexa 647. A cada aliquota de
oligonucleotideos adicionada, a amostra foi mantida em um periodo
inicial de equilibrio e ligacdo de 15 min. Os experimentos foram
realizados em cubeta de quartzo com caminho Optico de 1 cm, com um
comprimento de onda de excitacdo de 280 nm, espectros de emissdo
entre 260 e 400 nm e largura de faixa de 10 nm. Em cada experimento,
foi obtida a média de 3 espectros consecutivos e de cada espectro de
proteina foi subtraido o espectro do tampdo. Todas as analises foram
realizadas em triplicatas.

3.11 Purificag8o dos peptideos S-nitrosilados e espectometria de massa

Apo6s a S-nitrosilacdo in vitro e subsequente biotinilacdo de
AtMYB30, como descrito anteriormente, uma aliquota contendo 100
KM de proteina biotinilada foi submetida a precipitagdo com acetona a -
20°C para retirada do excesso de biotina-HPDP. Posteriormente, as
amostras foram ressuspensas em tampdo 25 mM Tris HCl e 1 mM
EDTA, pH 7,7 para digestdo com a endoproteinase LyS-C (Promega,
Madison, WI) e incubadas por 16 h a 37 °C. Apéds a clivagem foram
adicionados 40 uL de neutravidina-agarose (Thermo Fisher Scientific)
com incubag&o por 1 h a temperatura ambiente sob leve agitacdo a cada
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10 minutos. A matriz foi entdo lavada com dois volumes de tampéo de
neutralizacdo contendo 20 mM HEPES, pH 7,7, 100 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 600 mM NaCl e 0,5% Triton X-100), centifugada a 16000 g. Os
peptideos ligados a matriz de neutravidina foram eluidos com tampé&o de
neutralizagdo contendo 100 mM de B-mercaptoetanol e a amostra seca
em sistema de centrifugacdo a vacuo (Speed Vac/Eppendorf). Uma
aliquota de 1 pL dos peptideos purificados e concentrados foram
misturados com 1 pL da solugéo saturada da matriz acido alfa-ciano-4-
hidroxicindmico (5 mg/mL em 50% ACN, 0,1% TFA). Em seguida, 1
pL dessa mistura foi aplicada diretamente na placa do espectrometro
MALDI/TOF e submetida & cristalizacdo a temperatura ambiente. Apds
a cristalizacdo da amostra foram realizadas as analises espectrométricas
em modo positivo como descrito anteriormente.

3.12 Espectroscopia de Dicroismo Circular (CD) de AtMYB30 e
mutantes na andlise da interagdo com o0 DNA

As analises de espectroscopia de AtMYB30 e suas mutantes
guando em interagdio com o DNA foram realizadas em um
espectropolarimetro JASCO J-815 equipado com um controlador de
temperatura. Para avaliar o conteldo de estrutura secundaria das
proteinas e observar possiveis alteragdes estruturais causadas por esta
interacdo DNA-proteina, espectros de CD UV-distante foram obtidos
em um intervalo de comprimento de onda entre 190 a 260 nm, a 15 °C,
com 10 uM de proteina em tampéo contendo 10 mM Tris pH7,5, 50 mM
NaCl, 1 mM EDTA e 5% glicerol e adigdes crescentes (5 a 25 uM) de
oligonucleotideo especifico. Os experimentos foram realizados em
cubeta de quartzo com caminho 6ptico de 0,5 nm, com velocidade de
varredura de 50 nm/min, resolugdo de 0,1 nm, resposta de 8 segundos e
largura de faixa de 2 nm. Em cada experimento, foram obtidos a média
de 3 espectros consecutivos e de cada espectro de proteina foi subtraido
0 espectro do tampao ou tampédo mais oligonucleotideo.

3.13 Anélise dos sitios de interagdo no DNA por DNAse | Footprint

A andlise por DNAse | footprint do oligonucleotidio de fita dupla
marcado com fluorescéncia (5°-156-
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FAM/CAGAGGTTTGGTITGGTTTGACCGTTAGGTTGGTGGTAGG
TAAAGAAAG-3’ /Sequéncia complementar a fita contendo sequéncia
de ligacdo a AtMY B30 sublinhada) foi feita a partir da reacdo ja descrita
para os experimentos de EMSA contendo cerca de 10 pmoles de DNA e
com concentragfes crescentes de AtMYB30 (50 a 100 puM; em um
volume de reacdo de 50 pl). A enzima DNase | (60 U) foi entdo
adicionada, a clivagem mantida por 5 min e a reacdo parada por
precipitacdo com o sistema EDTA/glicogénio/Etanol (HENGEN, 1996).
Os produtos da reacao foram entdo ressuspensos no tampdo de corrida e
separados em gel de sequenciamento de acrilamida 16%. Como
controles foram usadas as reacGes de DNA tratado com DNAse | sem
proteina para formacdo do complexo e 0 DNA tratado pela reagdo de
Maxam-Gilbert G + A, neste caso, o fragmento foi tratado com 4acido
férmico e piperidina de acordo com os procedimentos padrfes
(DEXHEIMER E POMMIER, 2008).

Figura 14. Anélise da interacdo DNA-proteina por DNAse | Footprint.

DNA Footprinting
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Na presenca da proteina ligada a sonda, um espago denominado
“footprint” é observado no gel, revelando as bases de DNA que interagem com
a proteina em analise. Fonte: LIN E BARBOSA, 2002.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pommier%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18927559
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Esta técnica baseia-se no fato da ligacdo de uma proteina a uma
fita de DNA proteger este Gltimo contra acdo de clivagem de um agente
quimico ou de uma enzima. Assim, quando uma fita de DNA marcada
em uma das extremidades sofre a acdo degradante de uma substancia
guimica ou enzima uma série de fragmentos de diversos comprimentos €
gerada. Todos estes fragmentos terdo uma extremidade comum e o seu
nimero e comprimento dependera da especificidade de sequéncia do
agente utilizado na reacdo. Por outro lado, se a ligacdo de uma proteina
a esta fita de DNA produzir um ou mais pontos de protecdo contra o
ataque, fragmentos de uma determinada faixa de comprimento néo seréo
produzidos quando a reagdo de clivagem for precedida por incubacédo da
fita de DNA com esta proteina. Quando produtos de clivagem gerados
na presenca e na auséncia de proteina ligadora de DNA séo resolvidos
lado a lado numa eletroforese em condicBes desnaturantes, observar-se-
do falhas na linha correspondente ao DNA incubado com a proteina.
Estas falhas sdo os footprints da proteina analisada (Figura 14) (DEY et
al., 2012; LIN E BARBOSA, 2002).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Clonagem do gene para o dominio de ligacdo ao DNA de AtMYB30
de Arabidopsis thaliana

Um fragmento de 379 pb (Figura 15), correspondente a regiao
do gene myb30 que codifica o dominio de ligacdo ao DNA (AtMYB30),
foi obtido da amplificacdo a partir do cDNA da proteina AtMYB30
clonado no vetor U16062, a qual possui 350 aminoacidos com uma
massa molecular de 41 kDa.

Figura 15. Amplificacdo do fragmento que codifica 0 dominio de
ligacdo ao DNA de AtMYB30.

1 2

400 pb
300 pb

200 pb

100 pb

Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. 1.
Marcador de massa molecular. 2. Banda corresponde ao fragmento amplificado
de 379 pb do inserto (indicado pela seta) utilizado posteriormente como DNA
molde.

Para confirmar quais colbnias bacterianas (E. coli DH5a)
possuiam o plasmidio com o gene de interesse foi feito PCR diretamente
das coldnias apds a transformacdo. Os fragmentos amplificados
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apresentaram os 379 pb esperados que correspondem ao fragmento do
gene inserido ao vetor (Figura 16).

Figura 16. PCR de coldnia de E. coli DH5a transformadas com o
vetor pET-14b-AtMYB30.

1 2

400 pb
300 pb
200 pb
100 pb

Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. 1. Marcador
de massa molecular. 2. Amplificacdo do fragmento de 379 pb correspondente a
AtMYB30.

As colbnias positivas foram cultivadas em meio LB para realizar
a extracdo dos plasmidios contendo o inserto de interesse. Apds a
extracdo, os plasmidios foram digeridos com as enzimas de restri¢do
Ndel e Xhol para averiguar se os fragmentos de AtMYB30 estavam
inseridos nos vetores. A digestdo liberou um fragmento de
aproximadamente 379 pb de acordo ao esperado (Figura 17). Os
plasmidios foram sequenciados e a presenga do fragmento que codifica
0 AtMY B30 foi confirmada.
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Figura 17. Digestéo dos plasmidios com as enzimas Ndel e Xhol.
1 2

)

400 pb
300 pb
200 pb

100 pb

Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. 1.
Marcador de massa molecular. 2. Fragmento de 379 pb (inserto) liberado apds a
digestdo pelas enzimas na confirmagdo da inser¢do do gene de interesse nos
plasmidios.

4.2 Mutagénese sitio dirigida de AtMYB30

Para investigar os residuos envolvidos na ligagdo ao DNA e na S-
nitrosilacdo de AtMYB30, os residuos de cisteina 49 e 53 foram
substituidos por um residuo de alanina individualmente e
concomitantemente. Os plasmidios mutantes, AtMYB30_C49A,
AtMYB30_C53A e AtMYB30_C49AC53A, foram construidos atraves
de mutacdo sitio-dirigida utilizando como molde o plasmidio ndo
mutado de AtMYB30 (para os simples mutantes C49A e C53A) e o
plasmidio mutante AtMYB30_C53A (para o0 duplo mutante
AtMYB30_C49AC53A) através de reacGes de PCR com vetores de
expressdo pET 14b e iniciadores contendo o codon para as mutagoes.

Para os trés mutantes separadamente, o fragmento génico de
AtMYB30_C49A, AtMYB30_C53A ou AtMYB30 _C49AC53A, foi
amplificado com dois grupos de iniciadores, gerando dois fragmentos: A
com 231 pb e B com 148 pb (Figura 18A e 18B). Posteriormente, foi
realizada uma PCR para unir os fragmentos A e B, gerando a sequéncia
completa dos fragmentos génicos dos trés mutantes, 0s quais possuem
379 pb cada (Figura 19).
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Figura 18. Amplificagdo dos gene mutantes de AtMYB30 de Arabidopsis
thaliana.

400 pb
300 pb
200 pb
100 pb

400 pb
300 pb

200 pb
100 pb

Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. (A) Mutagdo
sitio-dirigida de AtMYB30_C49A e C53A. 1, marcador de massa molecular. 2,
fragmento selvagem (controle positivo). 3, fragmento A, 232 pb. 5, fragmento
B, 148 pbh do mutante C49A. 4, fragmento A, 232 pb. 6, fragmento B, 148 pb do
mutante C53A. (B) Mutagdo sitio-dirigida de AtMYB30_C49AC53A. 1,
marcador de massa molecular. 2, fragmento selvagem (controle positivo). 3,
fragmento A, 231 pb. 4, fragmento B, 148 pb.

Figura 19. Unido dos fragmentos da mutagdo-sitio dirigida de AtMYB30.

400 pb
300 pb
200 pb

400 pb
300 pb
200 pb

100 pb 100pb

Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. (A) 1,
marcador de massa molecular. 2. Fragmento A, 232 pb e 3, Fragmento B, 148
pb, ambos do mutante C49A. 4, unido de A e B, 379 pb do mutante
AtMYB30_C49A. 5, unido de A e B, 379 pb do mutante AtMYB30_C53A. (B)
1, marcador de massa molecular. 2, fragmento selvagem (controle positivo). 3 e
4, iniciadores como controle negativo 5, fragmento mutado, unido de A e B, 379
pb do duplo mutante AtMYB30_C49AC53A.

Apo6s a unido dos fragmentos, esses foram ligados ao vetor
pPpGEM T-easy, através das suas adeninas livres nas extremidades 5’
complementares as timidinas livres nas extremidades 3’ do pGEM e
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transformadas em E. coli DH5a e submetidas a PCR de colbnia,
confirmando a insercéo (Figura 20).

Figura 20. PCR de col6nia das colénias de E. coli DH50. com insercao
do vetor pGEM T_AtMYB30.

400 pb
300 pb
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400 pb
300 pb
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Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio. (A) 1,
marcador de massa molecular. 2. fragmento selvagem (controle positivo). 3.
Amplificaclo do fragmento que codifica AtMYB30_C49A. 4. Amplificacdo do
fragmento que codifica AtMYB30_C53A. (B) 1, marcador de massa molecular.
2, Amplificacéo do fragmento que codifica AtMYB30_C49C53A.

Ap0s a insercdo dos fragmentos ao vetor pGEM T-easy, estes e 0
plasmidio pET-14b foram digeridos com as enzimas de restricdo Ndel e
Xhol para confirmagdo da inser¢cdo do fragmento de 379 pb liberado
(Figura 21), assim como preparacdo do vetor pET-14b para posterior
ligacéo.
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Figura 21. Digestéo dos vetores pGEM T-easy e do plasmidios pET-
14b para contrugdo dos plasmidios mutantes de AtMYB30.

400 pb

400 pb 300 pb
300 pb

200 pb

<—Fragmento

200 pb

100 pb 100 pb

Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio. (A) 1. Vetor
PGEM_ATMYB30 C49A digerido. 2, marcador de massa molecular. 3. Vetor
pGEM_ATMYB30 C53A digerido. 4 e 5. Plasmidio pET-14b digerido. (B) 1,
marcador de massa molecular. 2, Vetor pGEM_AtMYB30 C49AC53A
digerido. 3 e 4. Plasmidio pET-14b digerido.

O fragmento génico digerido, contendo extremidades coesivas,
apos a purificacdo, foi entdo clonado no vetor pET-14b digerido com as
mesmas enzimas de restricdo. Apds a clonagem, o pET-14b-D MYB30
C49A, C53A ou C49AC53A foram usados para transformar bactérias E.
coli DHSa, e a partir das colonias recombinantes foi realizada uma
reacdo de PCR diretamente das colbnias transformadas. Os fragmentos
amplificados apresentaram aproximadamente 379 pb que correspondem
ao fragmento de cada um dos genes inseridos no vetor pET-14b (Figura
22A, 22B).
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Figura 22. PCR de coldnia das col6nias de E. coli DH5a. com inser¢do
dos vetores mutantes de AtMYB30.

400 pb "
A 400 pb
300pb 300 :wh
200pb 200 pb
00 pb
100p 100 pb

Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio. (A) 1,
marcador de massa molecular. 2. fragmento selvagem (controle positivo). 3.
Amplificagdo do fragmento que codifica AtMYB30_C49A. 4. Amplificagdo do
fragmento que codifica AtMYB30_C53A. (B) 1, marcador de massa molecular.
2, Amplificacdo do fragmento que codifica AtMYB30_C49AC53A.

As colbnias positivas foram cultivadas em meio LB para
realizar a extracdo dos plasmidios contendo o inserto de interesse. Apés
a extracdo, os plasmidios foram digeridos com as enzimas de restricdo
Ndel e XhoHI para averiguar se os fragmentos de cada um dos mutantes
de AtMYB30 estavam inseridos nos vetores. A digestdo liberou um
fragmento de aproximadamente 379 pb de acordo com o esperado
(Figura 23). Os plasmidios foram sequenciados e foi confirmada a
presenga dos genes que codificam AtMYB30 contendo as mutagdes
simples C49A e C53A e a dupla C49AC53A.
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Figura 23. Confirmagdo da insercdo do fragmento AtMYB30 no vetor pET-

14b.
_14_1 ; 2

<—\etor

400 pb
300 pb
200 pb <—Fragmento

100 pb

Eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etidio. (A) 1,
marcador de massa molecular. 2, plasmidio digerido - fragmento de 379 pb
liberado apds a clivagem do pET-14b_C49A. (B) plasmidio digerido -
fragmento de 379 pb liberado apds a clivagem do pET-14b_C53A. (C) 1.
Fragmento digerido controle. 2 plasmidio digerido - fragmento de 379 pb
liberado apds a clivagem do pET-14b_C49AC53A.

4.3 Expresséo e purificacio da proteina AtMYB30 e mutantes

Os dominios de ligacdo da proteina AtMYB30 (nimero de
acesso NCBI: NP_189533) de A.thaliana e mutantes foram expressos
em E. coli pLysS (DE3) a partir dos vetores de expressdo pET14b-
AtMYB30, pET14b-AtMYB30_C49A, pET14b-AtMYB30_C53A e
PET14b-AtMYB30_C49AC53A. Todas as proteinas foram melhor
expressas a uma temperatura de indugéo de 15°C, por 15 h e com 1 mM
de IPTG. Uma vez que o vetor pET-14b confere uma sequéncia N-
terminal de 6 histidinas, a proteina AtMYB30 selvagem e mutantes,
expressas na fragdo solUvel bacteriana, foram purificadas por IMAC,
sendo o cobre o metal utilizado. A proteina AtMYB30 selvagem (massa
tedrica de 14.647,7 Da), AtMYB30_C49A (massa tedrica de 14.615,6
Da), AtMYB30_C53A (massa tetrica de 14.615,6 Da) e AtMYB30
C49A53A (massa tedrica de 14.583,6 Da) foram eluidas com
concentracdes crescentes de 60 mM a 200 mM de imidazol e as fragbes
eluidas analisadas em gel SDS-PAGE 16% corado com azul de
Coomassie (Figura 24).
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Ap6s o processo de purificacdo, o rendimento final foi de
aproximadamente 4 mg de proteina por litro de cultivo para a proteina
selvagem e simples mutantes e 2 mg por litro de cultivo para a dupla
mutante de AtMYB30. A expressdo em baixo nivel pode ser explicada
pelo fato de que esta € uma proteina de espécie vegetal expressa de
maneira heteréloga em bactérias. Além disso, € possivel observar que a
dupla troca dos residuos de cisteina por alanina acarretou um menor
rendimento quando comparado com a proteina selvagem ou simples
mutantes. As preparacdes de proteinas obtidas, apds a aplicacdo em gel
de poliacrilamida SDS-PAGE, apresentaram-se como uma banda Unica
com massa molecular aparente de aproximadamente 15kDa (Figura 24),
valores consistentes com a massa molecular tedrica dos dominios de
ligacdo esperada para a proteina recombinante (14,6 kDa).
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Figura 24. Purificacdo de AtMYB30 e mutantes por IMAC em cromatdgrafo
AKTA.

Absorbancia (mUA)

AtMYB30 selvagem

.i'olur;'Ae (1;':L ) .

Absorbancia (mUA)

Absorbancia (mUA)

Absorbancia (mUA)

]

i

AMYB30_C49A

| \\/ \\\J\,_///;

TR

“Volume (mL)

AtMYB30_C49AC53A

1\

“Volume (mL)
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absorbancia a 280 nm de cada volume de eluigdo a partir do aumento da
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concentragio de imidazol (0-500 mM). A direita, SDS-PAGE 16% da
purificagdo das proteinas. 15 pL de cada amostra de proteinas purificadas foram
aplicados em cada canaleta. M, marcador de massa molecular em kDa. 1.fracéo
insoluvel do lisado bacteriano, 2. fragdo soltvel do lisado bacteriano, 3. Fracéo
coletada,4. fragBes eluidas coletadas mostrando as proteinas recombinantes com
cerca de 15 kDa.

4.4 Identificagdo das proteinas por Espectrometria de Massa (MS)

A identidade das  proteinas AtMYB30  selvagem,
AtMYB30_C49A AtMYB30_C53A e AtMYB30_C49A53A foi
confirmada por espectrometria de massa MALDI-TOF, avaliando a
massa intacta das proteinas, bem como os peptideos tripticos gerados
através da digestdo enzimatica com tripsina. Como podemos observar
no espectro de massa intacta (Figura 25), a proteina selvagem
apresentou uma massa de 14.515569 Da, AtMYB30_C49A de
14485539 Da, AtMYB30 C53A de 14484428 Da e
AtMYB30_C49A53A de 14448,509 Da. Esses valores estdo de acordo
com a massa tedrica sem a metionina N-terminal (selvagem 14.647,5
Da, C49A e C53A 14.615,6 Da e C49AC53A 14.583,6 Da) devido a
perda deste residuo em cada uma das proteinas por atividade de
peptidases na extremidade amino-terminal como descrita em XIAO et
al., 2010.

Através da analise do perfil da digestdo triptica das proteinas, o
PMF, foi confirmada a cobertura de aproximadamente 75% da
sequéncia de aminoacidos da proteina selvagem e mutante C49A e 50%
dos mutantes C53A e C49AC53A (Figura 26).

Com o intuito de identificar os peptideos contendo as cisteinas e
obter o completo sequenciamento dos mesmos por espectrometria de
massa, foram utilizadas outras proteases como Glu-C, Asp-N e Lys-C
para clivagem das proteinas. Devido ao conjunto de peptideos gerados
para cada uma das peptidases, foi possivel apenas com Lys-C encontrar
0 peptideo contendo apenas uma das cisteinas e com a resolucdo
adequada para um sequenciamento satisfatério. O pico de
aproximadamente 1920 Da (contendo a cisteina 53) gerado a partir da
clivagem da proteina selvagem com Lys-C, assim como sua
fragmentacao e devido sequenciamento sdo mostrados na figura 27.
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Figura 25. Massa intacta de AtMYB30 selvagem e mutantes por

Espectrometria de massa.
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Os espectros de massa intacta para identificacdo das proteinas foram
adquiridos utilizando Espectrometria de massa MALDI-TOF. Em (A)
AtMYB30, (B) C49A, (C) C53A e (D) C4953A sdo mostrados os valores de
massa das proteinas recombinantes observados com a perda da metionina e os
valores teoricos previstos.
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Figura 26. Espectro de massa de PMF experimental de AtMYB30

selvagem.
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Number (l:/"z) ?:‘; Start End C?:i:;::s Sequence
@ -p»l 691.3668 691.8351 63 67 1 (K)SC(Carbamidomethyl)RLR(W)
1 7053414 7057469 111 116 0 (R)TDNDIK(N)
1 7153556 7158543 18 24 0 (R)IGSHMGVK(K)
@ -Ppl 7973393 7979357 60 65 1 (R)C(Carbamidomethy)SKSC(Carbamidomethy)R(L)
1 843.4505 844.0295 18 25 1 (RYGSHMGVKK(G)
—>1 1041.6051 10422307 50 59 0 (R)AVPTNTGLLR(C)
@ -pl 1066.5244 10672849 60 67 2 (R)C(Carbamidomethy)SKSC(Carbamidomethy JRLR(W )
—> 10755320 10762071 117 124 0 (K)NYWNTHLK(K)
1 1090.4800 1091.1289 79 87 0 (RYGNFTEHEEK(M)
e | 1203.6269 1204.3823 117 125 1 (K)NYWNTHLKK(K)
1 1246.5811 12473175 78 87 1 (K)RGNFTEHEEK(M)
—> 1247.6895 12484794 68 77 0 (RYWTNYLRPGIK(R)
— > 1275.6844 12764899 100 110 0 (RYWAAIASYLPQR(T)
1 13317219 1332.5574 117 126 2 (K)NYWNTHLKKK (L)
— > 1364.7831 1365.6941 88 99 0 (K)MIVHLQALLGNR(W)
1 14037906 1404.6680 68 78 1 (R)WTNYLRPGIKR(G)
@ -P> 14167628 1417.6805 50 62 1 (R)A VPTNTGLLRC(Carbamidomethy)SK(S)
—p1 15168747 1517.8285 66 77 1 (R)LRW TNYLRPGIK(R)
1 16729758 1674.0171 66 78 2 (R)LRW TNYLRPGIKR(G)
— > 1761.8555 1762.9312 111 124 1 (R)TDNDIKNYWNTHLK(K)
@ ->I 1819.9265 1821.1437 50 65 2 (R)A VPTNTGLLRC(Carbamidomethy)SKSC(Carbamidomethyl)R(L)
— > 1889.9504 1891.1064 111 125 2 (R)TDNDIKNYWNTHLKK(K)
1 1899.8892 1901.0918 1 17 0 (-IMGSSHHHHHHSSGLVPR(G)
@ - Pl 1920.0385 1921.2917 63 77 (K)SC(Carbamidomethy)RLRW TNYLRPGIK(R)
1 1962.0080 1963.2140 100 116 (R)YWAAITASYLPQRTDNDIK(N)
—Pp 2436.2452 2437.8002 79 99 (R)GNFTEHEEKMIVHLQA LLGNR(W)

2475.2528 2476.7741 68 87
2592.3463 2593.9888 78 99

1 (R)W TNYLRPGIKRGNFTEHEEK (M)
1

1 25962269 2597.9234 1 24

1

1

(K)RGNFTEHEEKMIVHLQA LLGNR(W)
(-MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMGVK(K)
(K)MIVHLQALLGNRW A AIASYLPQR(T)
(-MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMGVKK(G)

(K)GPW TPEEDIILVT YIQEHGPGNWR(A)

(K)KGPW TPEEDIILVTYIQEHGPGNWR(A )

(R)W A AIASYLPQRTDNDIKNYWNTHLK(K)
(K)MIVHLQALLGNRW A AIASYLPQRTDNDIK(N)
(RIGSHMGVKKGPW TPEEDIILVT YIQEHGPGNW R(A )
(R)GNFTEHEEKMIVHLQA LLGNRW A AIA SYLPQR(T)
(K)GPW TPEEDIILVTYIQEHGPGNW RA VPTNTGLLR(C)
(K)KGPW TPEEDIILVT YIQEHGPGNW RA VPTNTGLLR(C)

2621.4497 2623.1612 88 110

27243219 2726.0986 125

—> 2807.3788 2809.1298 26 49
1 29354737 2937.3050 25 49

1 3018.5221 3020.3984 100 124

1 3307.7732 3309.8854 88 116

1 3631.8114 3634.1366 18 49

| 3692.9118 3695.2673 79 110

| 3829.9660 3832.3377 26 59

| 3958.0610 3960.5129 25 39

[ I - T S T S T O e R O L T T )

Acima é apresentado um espectro de massa utilizando a protease tripsina.
Abaixo a lista de peptideos tedricos obtidos a partir da clivagem teérica de
AtMYB30 selvagem em Expasy Bioinformatics Resource Portal. Setas cheias
indicam os peptideos encontrados na analise experimental e as tracejadas os
peptideos ndo encontrados.
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Figura 27. Espectrometria de massas de AtMYB30 selvagem para obtencdo do

peptideo contendo a cisteina 53.
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Em (A) Clivagem Proteolitica de AtMYB30 selvagem utilizando protease Lys-
C, mostrando o pico referente ao peptideo que contém a cisteina 53 (1920 m/z);
(B) Espectrometria de massa MALDI MS/MS do peptideo C53.

E importante salientar a dificuldade apresentada em detectar os

picos contendo as cisteinas, provavelmente devido ao fato que estes

peptideos previstos pela clivagem

tedrica apresentarem maior

probabilidade de serem perdidos como é visualizado na lista de
peptideos gerados na figura 26.
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4.5 Homologia e modelagem comparativa entre AtMYB30 e outras
proteinas da familia MYB

Como ja citado, as proteinas MYB figuram como uma das
maiores familias de fatores de transcricdo presentes em plantas, mas
também estdo presentes em outros organismos eucaridticos. O gene
Myb30 de A. thaliana codifica 0 dominio de ligacdo ao DNA de 106
aminoacidos, AtMYB30 (sem a cauda de histidina). A comparacdo da
estrutura primaria do dominio de ligacdo AtMYB30 com a base de
dados de sequéncias ndo-redundantes, usando o algoritmo BLAST,
revelou similaridade com proteinas MYB de diversos outros vegetais,
especialmente leguminosas, com valores de 80 a 90%. O alinhamento de
maltiplas sequéncias, com outro dominio de ligacdo MYB de A.
thaliana (AtMYB2) e outros fatores de transcri¢do da familia MYB de
Oryza sativa e Mus musculus, mostra a similaridade observada nos
dominios de ligacdo destes fatores de transcri¢do de diferentes espécies.
E importante ressaltar o fato que o residuo de cisteina 49 esta presente
apenas em AtMYB30, embora a cisteina 53 é conservada entre 0s
fatores MYB, bastante caracteristico desta familia (Figura 28).

Figura 28. Alinhamento multiplo de sequéncias de AtMYB30 e outros
membros da familia MYB de mamifero e outras espécies vegetais.

M. musculus QNGTDDWKVIANYLPNRTDVQCQHRWQKVLNPELIKGPWTKEEDQRVIELVQKYGPKRWS 116

AtMYBS0  ereemessessecsmoemmesmesmmeseeee GVKKGEWTPEEDIILVTYIQEHGPGNWR 38
AtMYB2 ~ mmmemmmmmmmemeeeeeeeeeeeee DVRKGPWTEEEDAILVNFVSIHGDARWN 46
0.sativa IKAAAAGGGGIMRKGPWTEQEDVQLVWFVRLLGERRWD 82
—— P
M. musculus  VIAKHL-KGRIGKQCRERWHNHLNPEVKKTS----=--=-=---~ TEEEDRITIYQAHKRLGN 163
AtMYB30 AVPTNTGLLRCSKSCRLRWINYLRPGIKRGN------~---- FTEHEERMIVHLOALLGN 87
AtMYB2 HIARSSGLKRTGKSCRLRWLNYLRPDVRRGN------ ===~~~ ITLEEQFMILKLHSLWGN 95
0.sativa FLAKVSGLQRSGKSCRLRWVNYLHPGLKRGR- - - - = = = = = - - MSPEEERMVVQLHAKLGN 131
N N *x
M. musculus  RWAEIAKLLPGRTDNAIKNHWNSTMRRKVEQEGYLQEPSKASQTPV------ A---om-- 210
AtMYB30 RWAAIASYLPQRTDNDIRNYWNTHLREKL -~ -~ - === - ocomoooommoooomommoee 116
AtMYB2 RWSKIAQYLPGRTDNEIKNYWRTRVQKQAK -~ === === ===-==-oomommoomooooon 125
0.sativa RWSRIAKSIPGRTDNEIKNYWRTHLRKLKLKQQKQQQSDDHHNDND- - - - - - DDDDRNSS 185

kK kK * kkkKk kkk K

Comparacédo da estrutura primaria do dominio de ligacdo ao DNA de
AtMYB30 (AF250339_1) de A. thaliana, AtMYB2 (NP_182241.1) de A.
thaliana e fatores MYB de Oryza sativa (AAU84433.1) e Mus musculus
(NP_034978.3). Os aminoécidos conservados estdo sinalizados com o0s
asteriscos e o0s peptideos identificados em AtMYB30 selvagem por
espectrometria de massa estdo sublinhados. NUmeros a direita indicam a
posicdo dos residuos de aminoacidos na sequéncia completa da proteina. O
alinhamento foi realizado com o programa ClustalW.
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O modelo estrutural de AtMYB30, construido através de
modelagem por homologia, pelo programa SWISS-MODEL (Automated
mode), baseou-se na estrutura tridimensional de c-Myb, um proto-
oncogene regulador da proliferacdo e diferenciacdo de células
hematopoiéticas (TAHIROV et al., 2002) quando em interagdo com o
DNA e formando o heterotrimero denominado 1h88 (Figuras 29 e 30).

Figura 29. Modelo estrutural de c-Myb formando o heterotrimero e
associado ao DNA utilizado para compara¢do com AtMYB30.

A B

@

A modelagem foi feita através do programa SWISS-MODEL. Em (A), (B) e (C)
sdo mostradas diferentes visdes de c-Myb interagindo com o DNA. Em (D),
para efeito comparativo, € mostrado o dimero de AtMYB30 gerado por
homologia com a interagdo com o DNA no interior das cadeias.
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Figura 30. Modelo estrutural de AtMYB30 formando o heterodimero
associado ao DNA.

A modelagem foi feita através do programa SWISS-MODEL. Em (A),
(B) e (C) sdo mostradas diferentes perspectivas de AtMYB30. Em amarelo sdo
destacados os dois residuos de cisteina e em azul os residuos de triptofano. Em
(D) est4 em destaque a proximidade dos dois residuos de cisteina.

4.6 Teste de atividade por Ensaio de retardamento de migracdo
eletroforética

Com o objetivo de analisar a atividade do dominio de ligacdo ao
DNA de AtMYB30 e o potencial efeito da nitrosilacdo dos residuos de
cisteina, foi utilizado o ensaio de retardamento de migracdo
eletroforética (EMSA). Este teste ainda é considerado um dos métodos
mais sensiveis para o estudo das propriedades de ligagdo de uma
proteina a0 DNA e pode ser utilizado para: i) determinacdo de
parametros de ligacdo e ii) de afinidades relativas de uma proteina por
um ou mais sitios do DNA, iii) e comparagdo de afinidades de diferentes
proteinas pelos mesmos sitios de ligacdo. Em um EMSA, um fragmento
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de DNA contendo um sitio especifico de ligagdo e marcado com
fluoréforo, por exemplo, é incubado com a proteina de interesse. Os
complexos DNA-proteina sdo separados do DNA livre (ndo ligado) por
eletroforese em gel de poliacrilamida ndo desnaturante. A proteina
retarda, entdo, a mobilidade dos fragmentos de DNA ao qual se liga e 0
DNA livre migra mais rapidamente no gel do que o complexo DNA-
proteina.

Neste trabalho o teste de EMSA foi utilizado para avaliar se a
proteina AtMYB30 selvagem apresentava capacidade de ligagdo ao
DNA e se as mutacdes dos residuos de cisteina para alanina, assim como
uma possivel S-nitrosilacdo em cisteina, causavam alguma alteracdo
nesta ligacéo.

Figura 31. Ensaio de retardamento de migracdo eletroforética de
AtMYB30 selvagem e mutantes.
A DNA + - + + DNA b - + +

AtMYB30 Selvagem - + + + + AtMYB30 C49A - + + +
N + -

+

NPS - - NPS
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Os ensaios foram feitos na presenca ou auséncia das proteinas, doador
de NO ou DTT (indicado por + e -, respectivamente) antes da incubagdo com o
DNA dupla fita especifico para AtMYB30. As setas preenchidas e vazadas
indicam o complexo proteina-DNA e a sonda de DNA livre, respectivamente.
Em (A) AtMYB30 selvagem, (B) C49A, (C) C53A e (D) C49AC53A .

DNA livre
DNA livre

Como é possivel observar na figura 31, AtMYB30 selvagem e
0s mutantes C49A e C53A retardaram a migragdo da sonda de DNA
(colunas 3), um oligonucleotideo dupla fita contendo a sequéncia



80

consenso 5-ACAAAAC-3', confirmando que apenas o dominio de
ligacdo ao DNA (residuos 11-116) é suficiente para alcancar e ligar-se
ao DNA. As mutacdes simples (C49A ou C53A) ndo foram capazes de
alterar a atividade de ligacdo de AtMYB30, porém a dupla mutacdo
(C49AC53A) afetou claramente esta funcdo, tornado este mutante
incapaz de ligar-se ao DNA como é observado na figura 31D, coluna 4.

Como mencionado anteriormente, um dos objetivos foi avaliar
se uma possivel S-nitrosilacdo nos residuos de cisteina poderia afetar a
atividade de ligacdo ao DNA de AtMYB30. O tratamento de AtMYB30
ou dos dois simples mutantes C49A e C53A com o doador de Oxido
nitrico nitroprussiato de sédio (NPS, 1 mM) antes da adi¢do da sonda de
DNA, aboliu completamente a formagdo do complexo DNA-proteina
(Figura 31, colunas 4).

Além disso, o efeito de inibi¢do da ligacdo da proteina ao DNA
foi revertido parcialmente pela adi¢do de um agente redutor (DTT, 50
mM), antes da exposicdo ao NO na reacdo (Figura 31A, B e C, coluna
5). Estes resultados indicam a reversibilidade da modificacdo causada
pelo NO na proteina, confirmando alguns resultados ja mostrados na
literatura (BRENDEFORD et al., 1998; SERPA et al., 2007; ZHANG et
al., 2012). Um exemplo disto é c-Myb, que também foi impedida de
ligar-se ao DNA por acdo de agentes nitrosilantes, inibicdo esta
revertida pelo tratamento com excesso de DTT. Estes resultados
também mostram que, neste caso, a cisteina 130, sensivel ao processo
oOxido-redutor, é necesséria a sensibilidade do NO, assim como nossos
resultados mostraram para AtMY B30.

Ja o duplo mutante C49AC53A nédo foi capaz de ligar-se ao
oligonucleotideo de fita dupla, indicando que a auséncia de ambas as
cisteinas impede completamente a formacdo do complexo DNA-
proteina (Figura 31 D, linha 3).

Além disso, foi avaliada a capacidade de inibicdo de formacdo
do complexo DNA-proteina por diferentes doadores de NO como NPS,
SNOG e SNAP (Figura 32), os quais inibiram a interacdo em diferentes
propor¢Bes: NPS e SNAP foram mais eficazes na inibicdo quando
comparado ao SNOG. Este resultado deve-se ao fato destes doadores de
NO gerarem esta molécula por maneiras distintas.

Baseado nestes resultados pode ser concluido que: i) a
sequéncia minima de dominio de ligagdo ao DNA (residuos 11-116) €
funcionalmente ativa, assim como os simples mutantes, ja que a
auséncia de apenas uma das cisteinas ndo reduz a formacdo do
complexo; ii) A ligagdo ao DNA ¢ fortemente inibida por agentes
nitrosilantes, como o NPS, e a inibi¢do da atividade de ligacdo ao DNA
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para AtMYB30 e mutantes C49A e C53A foi revertida por DTT,
indicando que os residuos C49 e C53 em estado reduzido sdo
necessarios para a formagéo do complexo; iii) para a formacgéo do

Figura 32. Teste de eficiéncia de doadores de NO por Ensaio de
retardamento de migracdo eletroforética de AtMYB30 selvagem.

DNA - + + + + +
AtMYB30 Selvagem  + - + + + +
SNP - - - + - -
SNAP - - - - + 3
SNOG - - - -

Complex
DNA/Preoteina

DNA

;uua

O ensaio foi feito na auséncia ou presenca da proteina com diferentes
doadores de NO na concentra¢do de 1 mM dos mesmos antes da incubagdo com
0 DNA dupla fita especifico para AtMYB30. As setas preenchidas e vazadas
indicam o complexo proteina-DNA e a sonda de DNA livre, respectivamente.

complexo é necessaria a presenca de pelo menos uma das cisteinas.
Juntos estes resultados sugerem que a atividade de ligacdo ao DNA para
AtMYB30 selvagem e seus simples mutantes, é provavelmente regulada
por S-nitrosilacdo, como ja demonstrado pelo nosso grupo para o
dominio de ligacdo ao DNA AtMYB2 (SERPA et al., 2007).

Estas observagdes corroboram com o fato que a S-nitrosilacéo
é, hoje, uma importante modificacdo pds-traducional do tipo éxido-
reducdo regulada por S-nitrosoglutationa (SNOG) redutase, o principal
regulador dos niveis de S-nitrosilacdo em plantas (KWON et al., 2012).

E importante salientar que Yun e colaboradores (2011)
obtiveram evidéncias genéticas que ddo suporte ao fato de que o
incremento de modificagdes nos grupos tidis de cisteinas por atividade
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de NO facilita a resposta de hipersensibilidade na auséncia de acido
salicilico, molécula sinalizadora que é produzida no inicio do processo
de interacdo entre a planta e 0 patégeno para induzir o processo de
morte celular.

Foi também utilizado nos testes, a sonda de DNA néo especifica
APBL (correspondente ao DNA com regido especifica de ligacdo a P1,
um fator de transcricdo com dominio MYB de Zea mays) para verificar
a especificidade de ligacdo de AtMYB30 ao DNA. AtMYB30 selvagem
e mutantes ndo se ligaram formando complexo com APBL1 e que possui
0 motivo de ligacdo 5’-CCTACCAACC-3’ (Figura 33).

Figura 33. Ensaio de migracéo eletroforética de AtMYB30 selvagem
e mutantes utilizando sonda néo especifica APB1 de milho (Zea Mays).

1 2 3 4

O ensaio foi feito utilizando uma sonda de DNA néo especifica APB1.
Em (1) AtMYB30 selvagem, (2) C49A, (3) C53A e (4) C49AC53A,
respectivamente, é mostrada a auséncia de formagdo do complexo proteina-
DNA quando estas proteinas sdo submetidas ao ensaio padrdo de EMSA. A seta
vazada indica o DNA livre.

Devido a proximidade dos dois residuos de cisteina na estrutura
priméria de AtMYB30 (C49 e C53) foi também avaliada a existéncia de
uma possivel ligagdo dissulfeto entre eles, se esta ligacdo poderia afetar
a formacdo do complexo DNA-proteina e uma inibi¢do por NO. Assim,
as proteinas foram incubadas com 5 mM de dois diferentes agentes
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redutores (DTT e GSH) antes da adicdo da sonda de DNA no teste de
EMSA. Foi observado que a formacdo do complexo DNA-proteina
(Figura 34) é mantida mesmo com o tratamento prévio destes agentes
redutores, sugerindo que uma possivel ligacdo dissulfeto entre as
cisteinas C49 e C53 ndo é necessaria para a ligacdo ao DNA.

Figura 34. Avaliacdo do efeito de agentes redutores na formacéo do complexo
DNA-AtMYB30 por ensaio de retardamento de migracéo eletroforética.

AtMYB30 Selvagem AtMYB30 C49A AtMYB30 C53A
NPS - - + - - + - - +
pIT  + - - + - - + = -
GSH - + + = + & . + +

DNA

= i Vel o4
= HHH ¥ HHH
Todas as proteinas (0,4 uM) foram previamente incubadas com 5 mM de DTT

ou GSH antes da adi¢do de 1 mM do doador de NO e 250 nM da sonda de
DNA.

4.7 Andlise da afinidade de AtMYB30 ao DNA por Ensaio de
retardamento de migracéo eletroforética.

Como ja mencionado, o teste de EMSA é um método rapido
para a deteccdo de interacGes de proteinas e 0 DNA. Além disso, em
certas condicOes especificas ele pode fornecer dados quantitativos
guanto a esta interacdo. Assim, foram avaliados os fatores cinéticos
baseados nas constantes de equilibrio de dissociacdo (Kp) a partir da
interacdo de AtMYB30 e mutantes & sequéncia de DNA consenso,
permitindo, assim, mensurar a afinidade para esta ligacéo.



84

Nos resultados anteriores e ja publicados (Tavares et al., 2014), foi
mostrada a importancia dos residuos de cisteina na ligacdo da proteina
ao DNA, estabelecida pela auséncia de complexo formado entre o
mutante C49AC53A (sem cisteina) e o DNA. A proteina selvagem e
mutantes exibiram migragcBes bastante semelhantes em condigdes
nativas e as proteinas interagiram com o DNA em concentragdes
crescentes com alta afinidade (como ja mostrado anteriormente) e mais
de um complexo foi formado como observado nas figuras 35, 36 e 37.

Com o intuito de medir o Kp da interacdo AtMYB30/DNA e o0s
complexos formados, uma série de reacGes de ligacdo foram feitas com
a titulacdo de concentragbes crescentes de proteina (0-500 nM). Os
resultados dos testes de EMSA para mensurar a afinidade da interagéo
entre AtMYB30 e o DNA séo mostrados nas figuras 35, 36 e 37. A linha
1 de todos os géis mostra a migragdo de DNA ndo ligado e as linhas de
2 a 9 mostram o deslocamento na migracdo do DNA que ocorreu com a
adicdo crescente de AtMYB30 e mutantes na reacdo de ligacdo.
Aproximadamente 20% do DNA foi deslocado para a reacdo com 40
nM de proteina, o que gerou um Kp, estimado para a ligagéo da proteina
selvagem e mutantes de 10 nM a 23 nM. O sinal de fluorescéncia de
cada ligacdo ou auséncia dela foi quantificado e a fracdo de DNA ligado
em cada reacdo foi plotada versus a concentracdo de AtMYB30
selvagem ou mutantes (nM). Nas figuras citadas sdo plotados estes
graficos gerados a partir de dados dos géis, dos quais foram obtidos os
valores de Kp e que estdo sumarizados na tabela 1.

AtMYB30 selvagem e os dois simples mutantes formam complexo
com o DNA como uma banda simples inicialmente e, com a titulagdo de
proteina, a migracdo do DNA ¢é retardada em duas a trés bandas distintas
(Figuras 35, 36 e 37), sugerindo que as primeiras duas apresentam sitios
simples de ligacdo enquanto a Gltima possui quatro sitios de ligacdo ao
DNA, todas com diferentes niveis de afinidade de ligacdo. Estes
resultados corroboram com os diferentes Kp observados para cada
complexo formado. Porém, para efeito comparativo e de confiabilidade
nos dados apenas foram quantificados o Kp para os complexos 1 e 2.

Comparando os valores de Kp do complexo 1 de AtMYB30
selvagem e mutantes foi observado que o Kp para a proteina selvagem
(10 nM) é menor que o do mutante C49A (13 nM) e C53A (23 nM). A
partir deste resultado é possivel sugerir que, embora C49A e C53A
mantenham a ligagdo ao DNA, o sitio de ligacho é altamente
cooperativo entre os dois residuos de cisteina, 0 que acarreta em uma
maior afinidade a proteina selvagem. Quando comparamos apenas as
proteinas mutantes, a cisteina 53 parece apresentar maior afinidade com
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0 DNA do que a cisteina 49, apesar de a cisteina 49 demonstrar ser mais
importante para a modificaco estrutural do mutante C53A causada pela
S-nitrosilacdo anteriormente avaliada (Tavares et al., 2014). A mesma
propor¢do de afinidades ocorre para o complexo 2, no qual a afinidade
ocorre de AtMYB30 selvagem e mutantes C49A e C53A de forma
decrescente, além de ser claro que a formacdo do complexo 1 apresenta
uma maior afinidade quando comparada ao complexo 2.
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Figure 35. Avaliacdo de afinidade de ligagdo de AtMYB30 selvagem ao DNA
por Ensaio de retardamento de migrag&o eletroforética.
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Os ensaios foram feitos com adicOes crescentes de AtMYB30 selvagem a 125
nM de sonda de DNA. A determinacdo dos valores de Ky para cada um dos trés
complexos formados e indicados da figura representativa foram feitos a partir

dos graficos mostrados.
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Figura 36. Avaliacdo de afinidade de ligagdo de AtMYB30 C49A ao DNA por
Ensaio de retardamento de migracéo eletroforética.
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Os ensaios foram feitos com adigdes crescentes de AtMYB30 C49A a 125 nM
de sonda de DNA. A determinagdo dos valores de Ky para cada um dos trés
complexos formados e indicados da figura representativa foi feita a partir dos
graficos mostrados.
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Figura 37. Avaliacdo de afinidade de ligagdo de AtMYB30 C53A ao DNA por
Ensaio de retardamento de migracéo eletroforética.
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Os ensaios foram feitos com adigdes crescentes de AtMYB30 C53A a 125 nM
de sonda de DNA. A determinagdo dos valores de Ky para cada um dos trés
complexos formados e indicados da figura representativa foi feita a partir dos
graficos mostrados.
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Akashi et al., 2005 avaliaram a afinidade de ligacdo dos complexos
formados entre um dominio de ligacdo ao DNA do fator de transcricdo
c-Myb e diversos DNA de dupla fita por espectrometria de massa com
ionizacéo por “electrospragl” com diferentes valores de Kp com variagao
de 6.3x107 M a 2.8x10° M, 0s quais S30 comparaveis com nossos
resultados (10°M). Além disso, valores em torno de 4,5x10° M para
PNgTRF1 (um fator de ligagcdo telomérico com dominio Myb de
Nicotiana glutinosa) (Yang et al., 2003) e 3,2x10° M para TRF1
humano (Konig et al., 1998) foram também relatados na literatura.
Usando anisotropia de fluorescéncia para avaliar a afinidade de ligagdo
do dominio de ligacdo ao DNA c-myb de Drosophyla, Madan et al.,
1994 encontraram uma constante de dissociacdo de cerca de 5,5x 107 M
e Visacka et al., 2013 com valores de 8,0x10® M confirmados por
experimentos com ITC para a proteina Tayl (apresentando dois
dominios Myb) da levedura Yarrowia lipolytica. Valores na faixa de
2,8x10° M to 6.3x107 M para c-Myb foram encontrados a partir de
espectrometria de massa (Shi et al., 2006). Todos estes resultados
confirmam que a afinidade de ligagdo de complexos de dominios Myb
ao DNA apresentam uma constante de dissocia¢do de aproximadamente
10°M (10° M a 107 M), similares aos nossos resultados para
AtMYB30. Além disso, todas as comparagfes entre a proteina selvagem
e mutantes simples mostraram que todas as mutagdes nos residuos de
cisteina causam uma reducdo na afinidade de ligagcdo como o previsto.

Tabela 1: Constantes de dissociagdo na formagdo dos complexos DNA-
AtMYB30.

AtMYB30 AtMYB30 AtMYB30
Selvagem C49A C53A
Kp Kp Kp
Complexo 1 10 nM 13 nM 23 M
Complexo 2 378 nM 424 nM 456 nM

Constantes de dissociacdo (Kp) calculadas a partir dos ensaios de retardamento
de migragdo eletroforética de cada um dos complexos formados de AtMYB30 e
mutantes com o DNA.
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4.8 Ensaio de biotinilacio para deteccéo de proteinas S-nitrosiladas

De forma geral, as modificacdes pos-traducionais em proteinas
envolvem a adi¢do covalente de grupos funcionais ou moléculas a um
residuo de aminoécido especifico nas proteinas. Como exemplos destas
modificacBes podemos citar a fosforilacdo, glicosilacdo, S-nitrosilacéo,
acetilacdo, lipidacdo, entre outras. A analise global destas modificacdes
tem sido reconhecida como uma importante area da protedmica, devido
ndo apenas a criacdo de mapas protéicos que definam proteinas
modificadas por EROs e ERNs, mas também por explorar a modulagéo
envolvendo estas espécies reativas durante o processo (CKLESS, 2014).
Os residuos de cisteina sdo frequentemente encontrados nos sitios
funcionais das proteinas, porém sdo os aminoacidos menos abundantes
(MARINO E GLADYSHEV, 2010). Além disso, uma importante
caracteristica deste residuo é a reversibilidade de suas oxidacdes,
indicando potenciais mecanismos regulatérios nas proteinas (CKLESS,
2014) e caracterizando certa plasticidade quimica deste grupo funcional
(MARINO E GLADYSHEV, 2012).

O NO e outras ERNs podem ativar a transcricdo de genes
relacionados a defesa e resposta imune em plantas e agem na regulagéo
de proteinas por meio de modificagdes p6s-traducionais (ECCO et al.,
2010; PEDROSO et al., 2000). A modulagdo proteica pela acdo do NO
tem sido investigada em diversas proteinas e a S-nitrosila¢do, principal
modificacdo dependente de NO, esta relacionada a atividade
microbicida desenvolvida pelo hospedeiro contra diversos patégenos
(ECCO et al., 2010).

Assim, baseando-nos nos resultados discutidos anteriormente, foi
avaliado se AtMYB30 selvagem e mutantes C49A, C53A e C49AC53A
sofrem S-nitrosilacdo por acdo do Oxido nitrico usando o ensaio de
biotinilacdo (BST) (JAFFREY; SNYDER, 2001) para entender o papel
de cada residuo de cisteina nesta modificagdo por NO. O BST detecta se
uma proteina é S-nitrosilada por meio da substituicdo da S-nitrosilagdo
por uma molécula de biotina. Para tanto, as proteinas sdo expostas a um
doador de NO e, em seguida, as cisteinas que forem S-nitrosiladas
incorporam uma molécula de biotina, sendo esta modificacdo detectada
por Western blot utilizando anticorpos anti-biotina (Figura 38).
AtMYB30 possui duas cisteinas, C49 e C53, que precisam estar em
estado reduzido para interagir com o DNA, como ja discutido.
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Em todos os testes, foi utilizado como controle positivo de S-
nitrosilacdo a proteina PtpA de Mycobacterium tuberculosis (ECCO et
al., 2010). E possivel observar na figura 38 que AtMYB30 e os simples
mutantes C49A e C53A foram S-nitrosilados pelo doador de NO SNAP
(demonstrado por uma forte banda detectada pelos anticorpos anti-
biotina no Western blot), quando comparado ao seu controle negativo
DMSO e também ao duplo mutante C49AC53A, que ndo apresenta
residuos de cisteina. Estes resultados sugerem que ambas os residuos de
cisteina presentes no dominio de ligacdo ao DNA de AtMYB30 (C49 e
C53) sdo alvos para a S-nitrosilagdo mediada pelo NO.

Figura 38. Ensaio de biotinilagdo por Biotin-switch de AtMYB30
selvagem e mutantes.

Wild type AtMYB30 AtMYB30 AtMYB30
AtMYB30 C49A C53A C49A/C53A
KDa MW

1 2 1 2 1 2 1 2

wild type AtMYB30 AtMYB30 AtMYB30
MW, AtMYB30 C49A C53A C49A/C53A

1 2 1 2 1 2 1 2

14,3 B

A S-nitrosilagdo de AtMYB30 e mutantes foi detectada por Biotin-
switch. (A) 50 pg de proteinas recombinantes purificadas em tampdo HEN
foram tratadas separadamente com 1 mM do doador de NO SNAP (1) ou 1 mM
de DMSO (2) como controle negativo. Em seguida, as amostras foram
incubadas com MMTS para bloqueio dos residuos de cisteinas livres, reduzidas
com ascorbato de sddio e posteriormente submetidas a biotinilagéo, separadas
por SDS-PAGE e coradas com azul de Coomassie. (B) Deteccdo das proteinas
S-nitrosiladas por western-blot com anticorpo anti-biotina das mesma amostras
separadas por SDS-PAGE acima. O marcador de peso molecular (M) e o
marcador de peso molecular biotinilado (M,) sdo mostrados a esquerda. As
setas indicam as proteinas AtMYB30 selvagem e mutantes simples biotiniladas
quando comparadas ao seu controle negativo logo ao lado.
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A S-nitrosilagdo também foi confirmada em AtMYB30 selvagem
por espectrometria de massa, com a deteccdo do peptideo contendo o
residuo de cisteina C53 (1920 m/z; modificado por iodoacetamida), o
qual foi sequenciado e sua identidade confirmada (Figura 27). Para
tanto, a amostra de AtMYB30 selvagem foi tratada com o doador de NO
para que os residuos de cisteina fossem S-nitrosilados e, entdo
submetido ao BST para substituicdo da ligagdo S-NO por S-biotina.
Subsequentemente, a amostra de proteina ja biotinilada e seu controle
negativo com DMSO foram digeridas com a protease Lys-C para
obtencdo dos peptideos, inclusive 0s peptideos com a cisteina S-
nitrosilada. Finalmente os peptideos biotinilados foram isolados por
cromatografia com neutravidina-agarose. Esta cromatografia permite o
isolamento dos peptideos biotinilados devido a sua alta afinidade com a
molécula de neutravidina presente na resina e que sdo, posteriormente
desligados da resina por um agente redutor forte como o JB-
mercaptoetanol. Assim, ap06s enriquecimento da amostra com peptideos
biotinilados, como mostrado na figura 39, o peptideo
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Figura 39. Analise do peptideo biotinilado de AtMYB30 por espectometria de
massa MALDI-TOF.
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A andlise foi feita ap6s a purificagdo dos peptideos biotinilados utilizando
colunas de agarose-neutravidina para confirmagdo da S-nitrosilacdo de
AtMYB30 (A) e (C) Ambas as amostras foram tratadas com biotina-HPDP por
BS apo6s tratamento com SNAP (C) ou DMSO (A). Amostras que ndo foram
tratadas com biotina-HPDP foram também utilizadas como controle negativo. O
pico de 1862 m/z corresponde ao peptideo contendo a cisteina 53
(SCRLRWTNYLRPGIK) em seu estado reduzido. Estes resultados confirmam
a biotinilacdo do residuo C53 de AtMYB30 apds a S-nitrosilagdo mostrando o
aumento de intensidade do pico de 1862 m/z ap0s o tratamento com SNAP.

1800 1850 1900 2000

contendo a cisteina 53 foi isolado devido a sua marcagdo com a biotina
(anteriormente S-nitrosilado) apenas a partir da amostra tratada com o
doador de 6xido nitrico e ausente no ndo tratado, confirmando a
modificacdo em NO por aumento de intensidade do pico no espectro de
massas na amostra S-nitrosilada.

Portanto, esses resultados demonstram que a AtMYB30 sofre S-
nitrosilacdo por acdo de um doador de Oxido nitrico, e esta modificacdo
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pos-traducional seria a responsavel pela inibicdo da formagdo do
complexo DNA-proteina nos testes de EMSA .

Segundo Trapet e colaboradores (2014) existem hoje mais de 100
proteinas possivelmente S-nitrosiladas em plantas. Estas proteinas estdo
envolvidas em todos os tipos de fungdes celulares. Alguns exemplos que
podem ser citados em A. thalina: NADPH oxidase AtRBOHD (Yun et
al., 2011), o fator de transcricdo TGA1 (LINDERMAYR et al., 2010),
Peroxiredoxina Il E (ROMERO-PUERTAS et al., 2007), NPR1 (TADA
et al, 2008) e SABP3 (WANG et al, 2009). Lindermayr e
colaboradores (2010) mostraram que o tratamento com SNOG apresenta
efeito na atividade de TGAL e NPR1 e ambos sdo S-nitrosilados por este
doador de NO e seus resultados sugerem que o NO é um regulador
oxido-redutor do sistema NPR1/TGAl. NPR1 é um componente
essencial da via de transducdo de sinal mediada pelo acido salicilico na
aquisicao de resisténcia (DURRANT E DONG, 2004) que se associa ao
fator de transcricdo TGA do grupo de fatores bZIP, resultando na
ativacdo de TGAL para ligar-se aos promotores da via do &cido
salicilico. Outra proteina identificada como candidata a S-nitrosila¢do
em plantas e também confirmada por MS foi a proteina CDC48 de
tabaco, membro da familia de AAA+ ATPase e via da criptogeina e que
participa de processos envolvendo estresses bidticos em plantas
(ASTIER et al., 2012.)

Estes sdo apenas alguns exemplos de como este mensageiro
ubiquo é importante na resposta de defesa em plantas e, juntamente com
os dados apresentados, ha indicios de que AtMYB30 pode também ser
modulado por NO via S-nitrosilagdo, regulando vias de defesa contra
estresse bidticos por agentes oxidativos/nitrosativos.

4.9 Espectroscopia de Dicroismo Circular (CD) de AtMYB30 e
mutantes

A estrutura secundaria de AtMYB30 e mutantes foi avaliada
por espectroscopia de dicroismo circular (CD) para analisar uma
possivel modificacdo estrutural causada pela mutagdo sitio-dirigida nos
mutantes em cisteinas (Figura 40). O espectro de CD UV-distante obtido
para AtMYB30 selvagem e simples mutantes exibiram o perfil de
estrutura secundaria em a-hélice com os picos negativos em 208 nm e
222 nm. E possivel observar que as substituicbes da cisteina 49 e
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cisteina 53 por alanina de forma independente ndo alterou este perfil de
estrutura secundaria da proteina. Assim, concluiu-se que as referidas
mutagBes ndo interferem diretamente na estrutura secundaria das
proteinas recombinantes. Nao foi possivel avaliar da mesma maneira,
assim como outros testes de CD, a estrutura do duplo mutante
C49AC53A devido ao preparo da amostra para este experimento, o qual
reduz a concentracdo de proteina deixando-a abaixo do minimo
necessario para comparagdo com a proteina selvagem e simples
mutantes.

Figura 40. Espectroscopia de dicroismo circular de AtMYB30
selvagem e mutantes simples na avaliagdo comparativa da estrutura secundaria.
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As andlises de CD na regido espectral de UV-distante foram feitas
utilizando 10 pM de cada proteina em 10 mM de tamp&o Hepes pH 7,4. O
espectro representa a média de trés escaneamentos e o0s dados de trés
experimentos independentes.

O perfil de desnaturacdo térmica de proteinas pode ser
monitorado por dicroismo circular e é normalmente usado para
determinar a estabilidade estrutural da proteina. Assim, para investigar a
estabilidade térmica de AtMYB30 e mutantes na presenca e auséncia da
modificacdo poOs-traducional  S-nitrosilagdo, as amostras foram
analisadas por espectroscopia de dicroismo circular em diferentes
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condicdes. A perda de sinal de CD a 222 nm foi monitorada entre 4 e 70
°C, com aumento gradual de 1 °C. O perfil de desnaturacdo térmica de
AtMYB30 indicou uma curva sigmoide com um valor de temperatura de
desnaturagdo (T.,) de 38,26 °C enquanto os mutantes C49A e C53A
foram menos estaveis estruturalmente, apresentando um menor T,, de
32,43 °C e 31,25 °C, respectivamente (Figura 41, Tabela 2).

Figura 41. Perfil de desnaturacdo térmica de AtMYB30 selvagem e mutantes
simples.
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Os ensaios de desnaturacao térmica foram realizados com 10 uM de
cada uma das proteinas em tampéao Hepes 10 mM, pH 7.4. Os experimentos
foram realizados em triplicata.

Além disso, com o intuito de avaliar a estabilidade estrutural de
AtMYB30 frente a S-nitrosilagdo, também foram obtidos os espectros
de CD para AtMYB30 selvagem e simples mutantes. Quando o doador
de NO (SNOG) foi adicionado & proteina selvagem e mutantes o
espectro de UV-distante global foi alterado, indicando que a S-
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nitrosilacdo de cada uma das proteinas interfere nos perfis de estrutura
secundaria, reduzindo seu conteudo (Figuras 42, 44 e 46). E importante
ressaltar que apds o tratamento com DTT, capaz de reduzir a cisteina e
eliminar a ligacdo S-NO, o perfil original de estrutura secundaria tratada
com SNOG é parcialmente restaurado, sugerindo a reversibilidade da S-
nitrosilacdo em C49 e C53. Além disso, é possivel assumir que o efeito
do NO no espectro de CD UV-distante € mais pronunciado no mutante
C53A, possivelmente indicando que a mutacdo na cisteina 49 causa um
menor efeito estrutural em AtMYB30 (Figuras 44 e 46). A partir destes
resultados, é possivel sugerir que, embora ambas as cisteinas C49 e C53
sdo potencialmente S-nitrosiladas, C49 parece ser mais importante na
modificagdo estrutural do mutante C53A. Matiollo e colaboradores
(2013) mostraram que a S-nitrosilacdo de uma tirosina fosfatase (PtpA)
de Mycobacterium tuberculosis induz uma instabilidade estrutural e
térmica da proteina, porém néo afeta o perfil de estrutura secundaria da
mesma, diferente do que foi aqui demonstrado para AtMYB30.

Figura 42. Espectroscopia de dicroismo circular de AtMYB30
selvagem na avaliagdo da estrutura secundéria a partir da S-nitrosilagéo.
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As andlises de CD na regido espectral de UV-distante foram feitas
utilizando 10 uM de cada proteina em tampao HEN pH 7,4, com a adi¢do do
doador de NO, SNOG (1 mM) ou seu controle negativo GSH (1 mM) ou 1 mM
de SNOG e 1 mM de DTT. Os espectros representam a média de trés
escaneamentos e os dados de trés experimentos independentes.
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Figura 43. Perfil de desnaturacéo térmica de AtMYB30 S-nitrosilada.

— AtMYB30 Selvagem GSH (T, 38,26°C +0,3)
---- AtMYB30 Selvagem SNOG (T, 41,95°C + 0,3)
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Os ensaios de desnaturacdo térmica foram realizados com 10 pM de
cada uma das proteinas com 1 mM de SNOG (linha tracejada) ou 1 mM de
GSH (linha sélida) como controle negativo. Os experimentos foram realizados
em triplicata.
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Figura 44. Espectroscopia de dicroismo circular de AtMYB30 C49A
na avaliacdo da estrutura secundaria a partir da S-nitrosilacéo.
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As anélises de CD na regido espectral de UV-distante foram feitas
utilizando 10 pM de cada proteina em tampdo HEN pH 7,4, com a adicdo do
doador de NO, SNOG (1 mM) ou seu controle negativo GSH (1 mM) ou 1 mM
de SNOG e 1 mM de DTT, a 25°C. Os espectros representam a média de trés
escaneamentos e os dados de trés experimentos independentes.
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Figura 45. Perfil de desnaturacdo térmica de AtMYB30 C49A S-
nitrosilada.
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Os ensaios de desnaturacdo térmica foram realizados com 10 uM de
cada uma das proteinas com 1 mM de SNOG (linha tracejada) ou 1 mM de
GSH (linha solida) como controle negativo. Os experimentos foram realizados
em triplicata.
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Figura 46. Espectroscopia de dicroismo circular de AtMYB30 C53A
na avaliacdo da estrutura secundaria a partir da S-nitrosilacéo.
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As anélises de CD na regido espectral de UV-distante foram feitas
utilizando 10 pM de cada proteina em tampdo HEN pH 7,4, com a adicdo do
doador de NO, SNOG (1 mM) ou seu controle negativo GSH (1 mM) ou 1 mM
de SNOG e 1 mM de DTT, a 15°C. Os espectros representam a média de trés
escaneamentos e os dados de trés experimentos independentes.



102

Figura 47. Perfil de desnaturacéo térmica de AtMYB30 C53A S-nitrosilada.
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Os ensaios de desnaturacdo térmica foram realizados com 10 uM de
cada uma das proteinas com 1 mM de SNOG (linha tracejada) ou 1 mM de
GSH (linha s6lida) como controle negativo. Os experimentos foram realizados
em triplicata.

Na avaliacdo da desnaturacdo térmica das proteinas que
sofreram S-nitrosilagcdo ocorreram algumas alteracdes do perfil anterior.
Quando AtMYB30 selvagem sofreu S-nitrosilacdo ap6s a incubacéo
com o doador de NO SNOG, o perfil de desnaturacdo térmica
apresentou um leve aumento de 3,69 + 1,01 °C na T, quando
comparado & proteina ndo S-nitrosilada (Figura 43, Tabela 2) e a Ty, de
C49A também aumentou na presenca de SNOG de 33,08 °C a 39,82°C;
~6 °C) (Figura 45, Tabela 2). E importante salientar que apenas para o
mutante C53A a T, diminuiu na presenca do doador de NO SNOG,
apresentando valores de 29,49°C a 23,15°C (Figura 47, Tabela 2). Mais
uma vez, como indicado na discussdo acima sobre o efeito da S-
nitrosilacdo no espectro de CD global, a S-nitrosilagdo do residuo C49
(presente no mutante C53A) promoveu o efeito mais pronunciado na
sensibilidade térmica. O resultado oposto (maior estabilidade térmica
devido a S-nitrosilacdo) foi observado em AtMYB30 selvagem e
mutante C49A, o que sugere que o residuo C49 pode ser responsavel
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pelas modificacfes estruturais causadas pela adi¢cdo do NO a proteina.
Estes resultados suportam as evidéncias que o ambiente ao redor dos
residuos de cisteina nas proteinas afeta a reatividade ao NO (MARINO
E GLADYSHEV, 2010; SPADARO et al., 2010). Estudos prévios
sugerem que cisteinas S-nitrosiladas podem estar flanqueadas por areas
hidrofdbicas, apresentarem baixo pKa e alta exposi¢cdo do atomo de
enxofre, 0s quais aumentam a reatividade a esta modificagcdo. Contudo,
Marino e Gladyshev (2010) mostraram que ha bastante heterogeneidade
nestas caracteristicas e suas analises revelaram que a ocorréncia de
residuos carregados (normalmente aminoécidos basicos) na proximidade
de cerca de 6 A da cisteina S-nitrosilada e outro carregado
negativamente até 8 A da cisteina descrevem melhor um possivel sitio
de nitrosilacao.

Tabela 2. Valores médios de temperatura de desnaturagdo térmica (T,) (°C) de
AtMYB30 selvagem e mutantes apds o tratamento com GSH ou SNOG (1
mM). Os dados representam a média + desvio padrdo de trés experimentos
independentes.

Proteinas Temperatura de

desnaturacao (T,,)

AtMYB30 Selvagem GSH 38,26°C +0,3
SNOG 41,95°C +0,3

AtMYB30 C49A GSH 33,08°C+ 0,4
SNOG 39,82°C+0,5

AtMYB30 C53A GSH 29,49°C + 1,01
SNOG 23,15°C+0,8

Como ja mencionado anteriormente (TAVARES et al., 2014)
AtMYB30 e suas mutantes simples em cisteina sédo S-nitrosiladas e esta
modificacdo pos-traducional inibe a ligacdo ao DNA com influéncia na
estrutura secundaria deste fator de transcricdo. Assim, com o objetivo de
aprofundar o conhecimento sobre a interagéo entre AtMYB30 e 0 DNA
e seus efeitos em suas respectivas estruturas foram utilizadas técnicas
como EMSA quantitativo, analise de fluorescéncia e dicroismo circular
e que serdo abordadas em seguida.
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4.10 Fluorescéncia intrinseca de AtMYB30 e mutantes na analise da
interacdo com 0 DNA

O sitio de interacdo entre AtMYB30 e 0 DNA especifico para
este fator de transcricdo foi avaliado por técnicas espectroscopicas. A
comparagdo entre o espectro de emissdo intrinseca obtido a partir da
proteina livre e do complexo DNA-proteina é considerado bastante
informativo em relacdo ao ambiente em que estdo localizados o0s
triptofanos (W17, W37, W57, W89, W108) da proteina e para
determinar esta fluorescéncia o comprimento de onda de emissdo foi
monitorado nestas situacdes. Além disso, a fluorescéncia do triptofano é
amplamente usada na avaliagdo da polaridade deste ambiente local do
aminoacido devido a sua alta sensibilidade (FAVICCHIO et al., 2009;
POWERS et al., 2004). Em um ambiente polar a fluoréscencia do
triptofano causa um aumento no comprimento de onda enguanto o
ambiente de baixa polaridade ocasiona uma reducdo do comprimento de
onda.

O efeito do DNA nos espectros de fluorescéncia de AtMYB30 ¢é
mostrado na figura 46 e é possivel observar a reducdo da intensidade de
fluorescéncia no espectro de emissdo intrinseca e uma alteracdo no
comprimento de onda maximo quando na ligagdo entre AtMYB30 € 0
DNA. Na auséncia do DNA, o comprimento de onda maximo da
emissdo da fluorescéncia do triptofano foi de 330 nm para a proteina
selvagem (Figura 48A) e o mutante C53A (Figura 48C) e 380 nm para o
mutante C49A (Figura 48B). Estes dados confirmam o ambiente
hidrofilico da proteina ja que o maximo de emissédo de triptofano livre
varia de 330 nm em um ambiente hidrofébico até 355 nm em um
ambiente hidrofilico (FAVICCHIO et al., 2009). A emissdo maxima da
fluorescéncia do triptofano de AtMYB30 mostrou ser dependente da
adicdo de concentragdes crescentes de DNA (Figura 48). Para a proteina
selvagem e ambos os mutantes o complexo DNA-proteina mostrou uma
reducdo de intensidade de fluorescéncia assim como no comprimento de
onda guando comparada a proteina livre. Além disso, a intensidade de
fluorescéncia reduziu linearmente com o aumento de concentracdo do
DNA, como esperado, devido a alta afinidade de ligacdo entre
AtMYB30 e o DNA (testado nos testes anteriores) indicando que o
DNA pode reduzir a fluorescéncia intrinseca da proteina. E importante
ressaltar que em altas concentracdes de DNA a intensidade de
fluorescéncia do triptofano pode resultar a partir de complexos
especificos, assim como dos complexos ndo especificos. O declinio de
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fluorescéncia a partir da intensidade méaxima até a saturacdo de DNA foi
de cerca de 30% para a proteina selvagem e o mutante C49A e de
aproximadamente 50% para o mutante C53A. Estes dados confirmam
gue a extensdo na qual a fluorescéncia de uma proteina é reduzida pela
interacdo ao DNA é proporcional & concentracdo do agente que causa
esta reducdo de fluorescéncia (Quencher), neste caso o DNA, e a
extensdo desta alteragdo é proporcional a quantidade de proteina ligada.
Assim, como esta proteina possui a regido de ligacdo ao DNA na regido
N-terminal com os trés residuos de triptofano conservados, é possivel
sugerir que a reducédo da fluorescéncia destes aminoécidos é devido ao
seu envolvimento na ligagcdo entre AtMYB30 e o DNA. E como cada
uma destas repeticdes caracteristicas de triptofanos é conservada
evolutivamente, sugere-se que este dominio de ligacdo é organizado em
um arranjo estequiométrico, no qual os triptofanos poderiam ocupar
uma posicao estrutural e funcional bastante importante (ZARGARIAN
etal., 1999).

Além disso, a reducado desta fluorescéncia pode ser também, em
parte, devido & alteracdo conformacional da proteina quando em ligagéo
ao DNA na formacdo do complexo e ndo apenas devido a fluorescéncia
intrinseca dos triptofanos. Finalmente, esta observacdo é uma indicacao
gue o dominio, que consiste em trés repeticdes imperfeitas dos residuos
de triptofano, exibe importante significado na atividade de ligagdo ao
DNA de AtMYB30.
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Figura 48. Anélise da fluorescéncia intrinseca de AtMYB30 e
mutantes a 25°C.
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4.11 Espectroscopia de Dicroismo Circular de AtMYB30 e mutantes na
andlise da interacdo com DNA

A alteracéo na estrutura secundaria da proteina na presenca do DNA
foi avaliada por dicroismo circular (CD) e os resultados sdo mostrados
na figura 49. O espectro de UV-distante de AtMYB30 medido a 15°C
foi caracterizado por dois minimos, 208 e 222 nm e um maximo a 190
nm (Figura 49A, B e C Linha continua), em concordancia com a
proteina enovelada corretamente. Estes dois minimos sdo indicativos de
proteinas com estrutura secundaria em a-hélice (SAMANTA et al.,
2014). Com a adicdo crescente de DNA (Figura 49), a intensidade da
banda aumenta regularmente sem alteracdo significativa dos picos
apenas no mutante C53A, enquanto que para a proteina selvagem e o
mutante C49A a ligacdo ao DNA parece alterar mais a proteina
estruturalmente reduzindo seu conteudo de estrutura secundaria em a-
hélice. Assim, a partir destes resultados, é possivel assumir que, embora
as duas cisteinas (C49 e C53) sejam importantes neste tipo de interacao,
a cisteina 53 parece interagir mais com o DNA (visualizado no mutante
C49A), corroborando com alguns dos valores de Kp encontrado
anteriormente, no qual o mutante C49A (Kp ~ 13 nM) exibiu mais
afinidade com 0 DNA que C53A (Kp ~ 23 nM).
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Figura 49. Espectroscopia de dicroismo circular na regido espectral do UV-
distante na avaliacéo do efeito estrutural da interacdo de AtMYB30 selvagem e

mutantes ao DNA.
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As andlises de CD na regido espectral de UV-distante foram feitas utilizando 10
UM de cada proteina em tampdo 10 mM Tris pH7,5, 50 mM NaCl, 1 mM
EDTA e adicOes crescentes (5 a 25 pM) da sonda de DNA. Os espectros
representam a média de trés escaneamentos e os dados de trés experimentos
independentes.

A analise quantitativa do conteddo de o-hélice ndo pbde ser
estimada, provavelmente, devido ao fato que todas as analises foram
feitas apenas com a proteina contendo o dominio de ligagdo ao DNA e
ndo a proteina na sua forma completa. Apesar disso, é bastante claro a
redugcdo do contetdo de a-hélice e alteragcGes conformacionais com a
formacdo do complexo DNA-proteina. O aumento do contedo de a-
hélice pode ser explicado pelo fato de 0 DNA combinar, possivelmente,
com os residuos de aminoacidos da cadeia polipetidica de AtMYB30 e
perturbar a rede eletrostatica interior da proteina. Estes dados estdo de
acordo com a espectroscopia de fluorescéncia, que mostrou que 0 DNA
interage com AtMYB30 causando um leve desenovelamento da proteina
e alterando a estrutura secundaria de AtMYB30 o-hélice e sua
conformagéo.

4.12 Analise dos sitios de interacdo no DNA por DNAse | Footprint

Com o intuito de investigar as interagdes do complexo
AtMYB30-DNA e confirmar experimentalmente a localizacdo dos sitios
de ligacdo tedricos no DNA, foi utilizado o teste de DNAse | footprint
com uma sonda marcada com fluorescéncia.

Os dados obtidos a partir desta interagdo mostraram que a sequéncia
AAACCAA do fragmento completo de 48 pb foi protegido no
experimento e que corresponde a sequéncia do sitio de ligacdo de
proteinas MYB rico em AC (TAVARES et al., 2014) e mesma
sequéncia utilizada nos experimentos de EMSA que comprovaram a
atividade de ligacdo de AtMYB30 (Figura 50). Assim, esta protecdo
corresponde a sequéncia prevista, na qual AtMYB30 liga-se & sonda
especifica, na qual a DNAse ndo pdde clivar o DNA durante a reacdo de
clivagem em que esta molécula forma complexo com a proteina. Com
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Figura 50. Analise de interagdo AtMYB30 e o DNA por DNAse |
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concentracdes crescentes de AtMYB30 a protecdo do DNA é ampliada,
como mostrado na figura 50 , linhas 5, 6 e 7. Esta sequéncia consenso
rica em bases AC é provavelmente a regido do DNA que liga-se ao
fragmento R2R3 de AtMYB30 e que contem dois motivos HVH
consecutivos (GABRIELSEN et al., 1991). Além disso, a protecdo
observada pela reducdo da clivagem pela DNAse é observada mais
claramente na sequéncia especifica de ligacdo do que quando comparada
ao restante da fita de DNA. A mesma técnica foi utilizada para
identificar sequéncias de interagdo de MIDAL (proteina de mamiferos),
a qual regula o crescimento celular e possui sequéncia de aminoacidos
com repeti¢des de triptofano, caracteristica comum entre as proteinas
MYB e sua regido de interacdo (INOUE, SHOJI, OBINATA, 2000).
Zobel e colaboradores (1991) identificaram 8 sitios de ligagdo de c-Myb
humana com diferentes afinidades utilizando DNAse | footprint:
AACXGTT ou AACGTT (sitios diferentes do que havia sito previsto
como sequéncia consenso) e mostraram que regifes flanqueadoras ricas
em AT aumentam a afinidade de ligagéo dos sitios.

Apesar da sequéncia de DNA para AtMYB30 ndo apresentar estas
sequéncias flanqueadoras ricas em AT, a interacdo apresentou alta
afinidade nos experimentos de EMSA comparaveis a diversos fatores da
familia MYB. Por outro lado, foi observado por analise mutacional e por
footprint, que o sitio de ligacdo do DNA para c-Myb é funcionalmente
bipartite, enquanto a primeira metade é responsavel pela ligacdo
(reconhecida pela repeticdo R3), a segunda metade do sitio é apenas
modulatoria (interage com a repeticdo R2) (ORDING et al., 1994). Em
plantas ha poucos estudos que utilizam esta mesma técnica para analisar
a interacdo DNA-proteina como, por exemplo, para PCMYBL1 e que
mostrou a interacdo com o seu promotor (FELDBRUGGER et al.,
1997). Atualmente novas técnicas tém surgido para identificar e analisar
sitios de ligacdo para fatores de transcricdo, como a amplificacdo ciclica
e selecdo de alvos conhecida como CASTing (PROUSE E
CAMPBELL, 2013) ou regulagcdes combinatérias utilizando técnicas de
bioinformética associadas a técnicas experimentais (WANG et al.,
2013). Apesar dos novos métodos, a técnica de footprint tradicional ou
adaptada como o0 sequenciamento de nova geracdo (DNase-seq)
continua sendo amplamente utilizada como uma técnica in vitro para
determinar regides especificas nas quais o DNA interage com proteinas
e definir elementos cis e trans desta ligacdo (BAROZZI et al., 2014).
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

As vias de transducdo de sinais podem ser utilizadas como
ferramentas importantes nos estudos de mecanismos em células vegetais
e animais, assim como na biotecnologia para manipulacdo de
organismos vivos e manipulacdo de DNA recombinante na obtencéo de
melhorias nas respectivas areas. Na agricultura, o controle baseado em
produtos quimicos, além de ser dispendioso, causa impactos
indesejaveis ao homem e ao ambiente, criando a necessidade de buscar
formas alternativas e também eficazes de controle de pragas, por
exemplo. A compreensdo dos mecanismos de defesa e resisténcia de
plantas, bem como a busca de genes ligados a esses processos,
representam um caminho para encontrar formas de se transpor 0s
problemas causados por diversos patégenos. Analises de interacdo entre
plantas e alguns patégenos indicam que fatores de transcricdo da familia
MYB séo expressos diferencialmente em plantas mais resistentes. Em
Arabidopsis, as proteinas MYB sdo amplamente estudadas, sendo que
muitas delas apresentam fungdes bem determinadas, incluindo o
controle sobre as respostas de defesa. Apesar das analises destas vias
transcricionais mostrarem evidéncias da possivel participacdo destes
fatores de transcricdo no controle de processos em vegetais, como a
resposta de defesa, devido ao grande numero e diversidade destas
proteinas, ainda hd um longo caminho a percorrer nesta area. Ou seja, 0s
fatores de transcricdo apresentam um grande potencial como candidatos
no controle de processos fundamentais nas respostas de adaptacéo e
defesa.

E neste contexto que o fator de transcricdo da familia MYB,
AtMYB30 de Arabidopsis thaliana, pode ser de fundamental
importancia nesta aplicagio. Com o objetivo de aumentar o
conhecimento sobre este fator de transcrigdo, bem como sua atividade
funcional e alteracGes estruturais sob o efeito do 6xido nitrico, molécula
fundamental em processos de defesa, 0o presente estudo analisou o
dominio de ligagcdo ao DNA desta proteina.

Utilizando técnicas como o Biotin-Switch, CD e EMSA foi
observado que as cisteinas 49 e 53 sdo S-nitrosiladas por 1 mM de
SNAP, inibindo a ligacdo ao DNA. Por mutagénese sitio dirigida dos
residuos de cisteina foi possivel confirmar que a S-nitrosilacdo ocorre
nestes aminoacidos especificos. A interacdo DNA-proteina foi
fortemente inibida por outro agente nitrosilante, como o SNP, e a
inibicdo da atividade de interacdo com a proteina selvagem e mutantes
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foi revertida por DTT, sugerindo que as cisteinas 49 e 53 sdo S-
nitrosiladas e o estado reduzido é necessario para a atividade de ligagdo
ao DNA. Além disso, usando dicroismo circular, foi observado que a S-
nitrosilacdo afeta a estrutura secundaria do dominio de ligagdo
AtMYB30 e mutantes C49A e C53A. Todos estes resultados sugerem
que a nitrosilacdo é um dos mecanismos que induzem a inibicdo da
interacdo de AtMYB30 e o DNA mediada pelo NO. Nossos resultados
demonstram a importancia desta modificacdo pos-traducional para
AtMYB30 e suporta outras evidéncias de que a S-nitrosilagdo é um
importante regulador desta proteina no metabolismo vegetal. Tem sido
demonstrado que AtMYB30 é um regulador positivo da resposta de
hipersensibilidade, a qual é acompanhada por uma intensa produgéo de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio induzindo a morte celular em
plantas. E possivel propor que a S-nitrosilagdo de AtMYB30 e a
subsequente inibicdo de sua ligacdo ao DNA pode estar agindo durante a
RH, limitando o dano decorrente da morte celular de forma
descontrolada, uma vez induzida pela atividade de AtMYB30. Este é o
segundo fator de transcricdo da familia MYB de A. thaliana que
demonstra ser inibido por acdo do NO. Recentemente publicadas,
algumas evidéncias indicam que AtMYB30 é uma proteina multi-
regulada ligada a diversas respostas frente a estimulos ambientais e age
como um importante regulador sendo, por isso, suscetivel a diferentes
modifica¢Bes (fosforilagdo, sumoilagcdo, ubiquitinacdo). Este trabalho
traz evidéncias de uma quarta modificacdo covalente em AtMYB30 in
vitro.
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6 PERSPECTIVAS

A clonagem e a caracterizacdo bioguimica de AtMYB30 de A.
thaliana é o inicio de uma série de estudos que ainda podem ser
realizados neste tema.

Para a continuagdo deste estudo tem-se como perspectivas:

e Investigar os parametros cinéticos e termodindmicos da
interacdo de AtMYB30 ao DNA por outras técnicas
como Calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC) e
Ressonancia plasménica de superficie (SPR).

e Determinar a estrutura cristalina de AtMYB30 sozinha
e/ou associada ao DNA por Difragdo de Raio-X.

e Investigar a implicagdo bioldgica de AtMYB30 e o efeito
do NO na fisiologia de A. thaliana.
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7 ESTAGIO DOUTORAL

Através do projeto CAPES-COFECUB SV553/07, coordenado
pelo prof. Dr. Paulo E. Lovato, foi possivel que eu participasse de um
estagio doutoral pelo periodo de 6 meses (outubro 2010-abril/2011) sob
orientacdo da pesquisadora Dra. Eliane Dumas Gaudot no Instituto de
pesquisa em Dijon/Franga (Unité Mixte de Recherches Plantes-
Microbes-Environnement INRA-Université de Bourgogne). Durante
este periodo analisei interacbes simbioticas do tipo micorriza entre
Medicago truncatula e Glomus intraradices na busca da identificacdo de
proteinas envolvidas nesta interacdo para elucida¢do do processo. Para
tanto, as plantas foram cultivadas quando em interagcdo com o respectivo
fungo, suas raizes coletadas e submetidas a técnica de Microdisseccdo a
Laser para o isolamento destas regiGes de interacdo de forma bastante
especifica para posterior identificagdo das proteinas por espectrometria
de massa. Este periodo foi bastante importante, ja que, além de praticar
a lingua nativa e conhecer diversas culturas, pude conhecer a pesquisa
cientifica em outro ambito, ja que a infraestrutura dos laboratorios era
excelente e todo o material e equipamento necessario para a execucao
do projeto estava disponivel. Acredito que o periodo de estagio foi
primordial para minha vivéncia cientifica como um todo e acrescentou
um aprendizado de técnicas fundamentais com o manuseio de plantas
para o doutorado.
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‘Avallable online 26 February 2014 of reactive axygen species [ROS) and nitric oxide [ NO). MO may thus influence the binding of AIMYB30 to DNA. In

this work we evaluated the effect of NO on AIMYB30 DNA binding activity, and also in the protein structural
properties, A fully active minimal DNA-binding domain (DBD) of AtMYB30 (residues 11-116) containing twao

f:‘i:‘ljrli:ﬂ'riuioﬂ factors cysteine residues (C49 and C53) was overexpressed and purified. Site-directed mutagenesis was used to obtain
Nitric oxide ADMYE30 DBD mutants C494 and C534, The DNA binding activity of AtMYB30 DED, and Cys single mutants is
Nitrasylation clearly inhibited upen incubation with a ND denor, and S-nitrosylation was confirmed by the biotin switch
AtMYB30 DED assay. Finally, in order to understand the mechanism of NO effect on AtMYB30 DNA binding activity we per-
Arabidapsis formed circular dichroism analysis, to correlate the observed protein function inhibition and a potential structur-
Biotin switch assay al impairment on AIMYB30 DBD. Indeed, NO modification of €49 and €33 residues promotes a subtle

maodification on the secondary structure of this transcription factor. We thus demonstrated, using various tech-
nigues, the in virre effect of NO on AtMYBE30 DBD, and thus the potential consequences of NO activity on plant
metabalism influenced by this transcription Factor.
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