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RESUMO:

O ciclo celular compreende uma série de eventos precisamente regulados que
sdo de fundamental importancia para a manutencdo da viabilidade celular e dos
organismos. Sua arquitetura bésica, subdividida em quatro fases distintas (G1, S, G2 e
M), é extremamente conservada ao longo de toda a linhagem dos eucariotos. Além
disso, boa parte dos elementos de regulacdo que atuam em momentos e compartimentos
distintos também é compartilnada pela grande maioria dos eucariotos. Dentro dos
eventos do ciclo celular destaca-se a transicdo metafase-anafase, na qual ocorre a
segregacdo das cromatides irmds. Durante esta etapa, a proteina quinase de dupla
atividade MPS1 exerce papel regulatério central, sendo a principal responsavel pelo
monitoramento da formacdo do fuso mit6tico, bem como pelo estado de ancoramento
aos centromeros. Problemas na atividade desta proteina tém conconsequénciass diretas
na formag&o de novas células e na estabilidade genética do individuo. Neste contexto o
presente trabalho se propds avaliar o papel da proteina quinase MPS1 em Arabidopsis
thaliana, Glycine max, Sorghum bicolor e Solanum lycopersicum. Para isso foram
utilizadas técnicas computacionais para a identificacdo dos ortélogos desta proteina e
avaliacdo do potencial de uso (docking) do inbidor SP600125. Testes in vivo também
foram utilizados para verificar a acdo do inibidor durante a germinacdo e
desenvolvimento pds-germinativo de plantulas das espécies selecionadas. Foi
encontrado um total de vinte sequéncias distribuidas entre as trés espéecies de interesse.
Em G. max as sequéncias estavam distribuidas em quatro familias génicas distintas, ao
passo que em S. lycopercsicum e S. bicolor as sequéncias foram agrupadas em apenas
uma familia génica. A avaliacdo da estrutura terciaria destas proteinas indicou a
conservacdo da arquitetura basica do dominio quinase bem como da localizacdo de
diversos motifs de interacdo de relevancia no contexto do ciclo celular. O ensaio in vitro
com o inibidor revelou que este é capaz de reduzir a atividade do dominio quinase
purificado da MPS1 de A. thaliana. Além disso, os testes de inibicdo in vivo
demonstraram que plantulas de S. bicolor e S. lycopersicum sofrem retardo no
desenvolvimento pds-germinativo, ao passo que plantulas de G. max séo resistentes ao
mesmo. Os ensaios de reversibilidade em plantulas de A. thaliana demonstraram que o
efeito inibitorio € reversivel, permitindo que as mesmas retomem seu crescimento
normal. No experimento de inibicdo com plantulas transformadas (CYCBL1;1-GUS-

Dbox) de A. thaliana foi revelado que a expressdao da construcdo aumenta de maneira
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proporcional a concentracdo do inibidor o que pode indicar um mecanismo
compensatério frente ao arresto da via SAC. Em contrapartida, o experimento de
reversdo com as mesmas plantulas revelou que os niveis de expressdo retornam a um
patamar comparavel ao de plantulas controle ap6ds a retirada do inibidor do meio de
crescimento, reforcando a idéia da recuperacdo do desenvolvimento apds a reversdo da
inibicdo. A protedmica de raizes de plantulas de A. thaliana submetidas ao experimento
de reversibilidade revelou que o fenétipo de recuperacdo também é observado em nivel
molecular, visto que a grande maioria das proteinas identificadas permaneceu sem
alteracdo de contagem nos trés tratamentos avaliados. Os resultados apresentados
colaboram para corroborar a hipétese de que a MPS1 de plantas possui um importante
tanto na divisdo celular quanto na regulacdo dos processos que regem O

desenvolvimento pds-germinativo em plantas.
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ABSTRACT:

The cell cycle comprehends a series of fine-tuned events necessary for the
maintenance of cell and organism viability. Its basic architecture, divides in four distinct
phases (G1, S, G2 and M) is extremely conserved among all eukaryotes. Further, most
of the regulatory elements from this pathway are shared by most of the eukaryotes. The
metaphase-anaphase transition is one of the major steps during the progress of the cell
cycle due to the chromosome segregation event. During this phase the MPS1 protein
kinase takes a central role regulating the mitotic fuse formation and centrosome
anchorage. Malfunctions of this protein can have severe consequences on the formation
and genetic stability of newly formed cells. In this context this work proposed to
evaluate the roles of MPSL1 in Arabidopis thaliana, Glycine max, Solanum lycopersicum
and Sroghum bicolor. In silico techniques were used to identify MPS1 orthologues and
to evaluate the potential usage of SP600125 as an inhibitor. A total of 20 over three
species were identified. Most of the sequences were distributed over four genes in G.
max whether S. lycopersicum and S. bicolor only had one gene. Molecular modeling
revealed that most of the sequences shared the same tertiary structure with the kinase
domain architecture well conserved as well as several protein-protein interaction motifs
with cell cycle relevance. An in vitro assay showed that SP600125 inhibits the purified
MPS1 kinase domain from A. thaliana. Besides, in vivo assays also showed that
SP600125 is capable of post-germinative arrest over S.lycopersicum and S. bicolor but
not on G. max seedlings. A. thaliana seedlings submitted to a reversibility experiment
showed that it is possible to recover to a normal development similar to what is
observed in untreated plants. CYCBL1;1-GUS-Dbox A. thaliana seedlings submitted to
an inhibition experiment revealed that the construct expression rises when the inhibitor
concentrations increase, which may point to a potential compensatory mechanism in
response to the SAC pathway arrest. In contrast, a reversibility experiment
demonstrated that the construct expression levels were the same as the control group.
Finally, comparative proteomics of A. thaliana seedlings revealed that the recovery
phenotype is also observed in a molecular level since most of the identified proteins had
unchanged count levels. The results presented here corroborate the hypothesis that plant
MPS1 has an important role over the regulation of both cell division and post-

germinative developmental Processes.
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1. INTRODUCAO:

1.1. O Ciclo Celular:

Classicamente subdividido em quatro fases distintas (G;, S, G, e
M)(VEYLDER; JOUBES; INZE, 2003), o ciclo celular compreende uma série de
eventos que resulta na divisdo celular. E um conjunto de eventos fundamentais,
associados a regeneracdo tecidual, desenvolvimento e crescimento de todos os
organismos (INZE; DE VEYLDER, 2006). Desta forma, ndo surpreende que este seja
um evento intensamente regulado. Uma de suas caracteristicas mais marcantes é a
segregacdo temporal da duplicacdo do material genético e da segregacdo das cromatides
irmads, a qual existe apenas em eucariotos (HUNTLEY; MURRAY, 2003). Essa
separacdo temporal permite que a célula tenha total controle operacional de todos os
eventos que sdo fundamentais para a manutencdo da viabilidade celular, garantindo o
controle da passagem do material genético e estabilidade genémica na proxima geracao
de células formadas (YEH et al., 2009).

De maneira geral, a arquitetura e maquinaria do ciclo celular sdo extremamente
conservadas na linhagem dos eucariotos (VANDEPOELE, 2002). Observa-se a mesma
organizacdo espaco temporal em todos os individuos, além de um intercambio de
elementos de regulacdo (QUIMBAYA et al., 2012) entre os mesmos. Porém embora
esta via seja notavelmente preservada ainda é possivel observar diferencas cruciais
quando diferentes espécies sdo observadas com maior escrutinio. De fato essas
diferencas tornaram-se ainda mais evidentes quando o ciclo celular de plantas comegou
a ser estudado (DE VEYLDER; BEECKMAN; INZE, 2007; VAN LEENE et al., 2011;
VEYLDER; JOUBES; INZE, 2003).

1.2. O ciclo celular em plantas:

O habito séssil compartilhado por todos os vegetais teve papel crucial na historia
evolutiva destes organismos. De fato, estas apresentam caracteristicas Unicas tais como
desenvolvimento pds-embrionario de tecidos meristematicos (morfogénese), presenca
de parede celular e auséncia de migracdo celular (VAN LEENE et al., 2011). Além

disso, como s&o incapazes de locomogéo, estdo sempre expostas a todos os tipos de



fatores externos, 0s quais por muitas vezes atuam como sinais que prontamente
desencadeiam respostas fisioldgicas nas plantas. Ja foi observado, por exemplo, que o
metil jasmonato, que é uma molécula classicamente relacionada com as respostas contra
herbivoria(BOTELHO-JUNIOR et al., 2014; SANTIAGO et al., 2017), também inibe o
crescimento mediando a repressdao do ciclo celular em plantas (NOIR et al., 2013;
PATIL et al., 2014; PAUWELS et al., 2008).

Como citado anteriormente, a morfogénese vegetal ocorre em ambito pds-
embrionario. Isso garante a flexibilidade morfoldgica necessaria para circunavegar
condi¢des ambientais potencialmente danosas (Figura 1) além de abrir um leque de
possibilidades em se tratando da ocupacdo do espaco de crescimento (MORALES;
ACKERMAN; TREMBLAY, 2010).

Figura 1: Exemplo da plasticidade morfoldgica de plantas em resposta a estimulos ambientais. Arvores
controlam seu desenvolvimento de forma a seguir a dire¢do dos ventos dominantes da regido, evitando
assim a quebra do tronco e galhos. Fonte: www.praiasdopiaui.com.br por Marco Félix (Gltimo acesso
em 04 de Abril de 2017).

O fino controle do plano de diviséo celular e, por conconsequéncia, da formacéo
de novos orgdos (folhas, galhos, raizes, etc), parece estar intimamente ligado com o
ajuste preciso que plantas conseguem imprimir em sua divisdo celular (HEMERLY et
al., 1999). Na realidade, tecidos vegetais apresentam dois tipos de divisdo celular
distintos: o proliferativo e o assimétrico (DE VEYLDER; BEECKMAN; INZE, 2007).

O primeiro produz sempre 0 mesmo tipo celular e, portanto, é responsavel apenas pelo



crescimento da planta. Orgéos, tecidos ou novos tipos celulares nunca sio gerados a
partir dessa via. O segundo esta ligado diretamente aos processos relacionados ao
desenvolvimento vegetal (DE VEYLDER; BEECKMAN; INZE, 2007). Neste caso a
divisdo celular € assimétrica e gera células-filha diferentes sendo, portanto
diametralmente oposto ao conceito de divisdo celular classico. Chamado também de
formativo (GUTIERREZ, 2016) esse € o processo responsavel pela diversidade celular
em plantas. Neste modo de divisdo novos tipos celulares sdo formados, contribuindo
para a especializagdo tecidual e para a morfogénese vegetal. As células geradas por esse
processo normalmente sdo de tamanho e morfologia variados (RASMUSSEN;
HUMPHRIES; SMITH, 2011). Processos como o inicio da embriogénese, formacao do
polen, estdbmatos e raizes secundarias estdo intimamente correlacionados a divisdo
celular assimétrica. Além disso, os meristemas (apical e radicular) sdo particularmente
afetados, pois a producdo e manutencdo das linhagens meristematicas dependem
exclusivamente deste processo (GUTIERREZ, 2016).

Outra particularidade do ciclo celular que plantas utilizam €& a
endorreduplicacdo. No progresso normal do ciclo celular a célula passa por todos os
estagios preparatorios (fases Gi, S, Gy) e, finalmente, se divide (fase M) gerando novas
células filhas. Porém, em algumas ocasides € possivel que estas pulem completamente a
fase de divisdo celular e continuem replicando o material genético por varios ciclos
(GUTIERREZ, 2009; INZE; DE VEYLDER, 2006) gerando poliploidia no individuo.
Plantas poliploides geralmente apresentam ciclo de vida rapido e maior rendimento,
indicando que o endociclo pode ser o alicerce necessario para sustentar ciclos de rapido
desenvolvimento (BAROW; MEISTER, 2003).

Como ja introduzido, plantas apresentam uma forte conexdo com o seu meio de
crescimento, estando preparadas para responder frente aos constantes estimulos que este
oferece. Uma das formas mais classicas de resposta a estimulos externos sdo as cascatas
de fosforilacdo mediadas por proteinas quinases ativadas de mitégenos (MAPKS). Junto
aos hormdnios vegetais, estas proteinas participam da percepcdo, sinalizacdo e
desencadeamento de diversos processos celulares (POPESCU et al., 2009; SOPORY,
1998) e muitas exercem papel de influéncia direta na divisdo celular de plantas,
principalmente durante a citocinese (JURGENS, 2005; NISHIHAMA et al., 2002;
RASMUSSEN; HUMPHRIES; SMITH, 2011; RODRIGUEZ; PETERSEN; MUNDY,
2010; TAKAHASHI et al., 2004).



Mais de duas décadas se passaram desde que o ciclo celular de plantas comegou
a ser estudado com maior profundidade e nesse interim muito foi revelado sobre sua
importancia. Especialmente, o quanto o mesmo é fundamental para diversos aspectos da
vida vegetal e ndo apenas a divisdo celular propriamente dita (GUTIERREZ, 2016),
entretanto muitas lacunas ainda necessitam ser preenchidas. Mais precisamente é
necessario ir além do que j& se conhece sobre o cerne do ciclo celular (core cell cycle)
para melhor compreender como estes mecanismos estdo relacionados com tantos

processos diferentes no contexto celular e fisiologico da planta.

1.3. Principais elementos de regulacéo do ciclo celular em plantas:

1.3.1. Proteinas quinase dependentes de ciclinas (CDKs):

Ciclinas e CDKs compdem o alicerce central (HARASHIMA; DISSMEYER,;
SCHNITTGER, 2013) dos processos regulatérios que governam a progressao do ciclo
celular. A modulacdo temporal da expressdo destas duas familias de proteinas permite
que a célula tenha o controle preciso entre o inicio e fim da cada uma das quatro etapas
distintas da via (Gi, S, G, e M) (Figura 2).

Transigdo
G2-M metafase-anafase

Mitose

G2 tocinese

G1

Figura 2: Esquema da organizacdo do ciclo celular e sua divisdo em quatro etapas distintas. Fonte:
traduzido e adaptado de (HOCHEGGER; TAKEDA; HUNT, 2008).

Basicamente a atividade das diversas CDKs que atuam durante o ciclo é

precisamente regulada por sua ciclina correspondente. A correta formagdo do bindmio
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CYC-CDK possui papel fundamental no controle dos eventos que devem ocorrer em
cada fase. Portanto, o grau de especificidade com que esses complexos se formam é
essencial para a correta segregacdo temporal de todas as etapas necessérias para a
devida progressao do ciclo (Figura 3).
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Figura 3: Esquema resumido da interacdo de diferentes CYCs e CDKSs ao longo das fases do ciclo
celular. Fonte: (DE VEYLDER; BEECKMAN; INZE, 2007).

A necessidade de flexibilidade no desenvolvimento de plantas é tdo notoria que
seus reflexos séo observados diretamente na diversidade dos elementos de regulagdo do
ciclo. Ja foi observado que o numero de familias de CDK é mais extenso em plantas do
que em outros reinos (DOONAN; FOBERT, 1997). Além de possuirem um grupo de
CDKs homologo a Cdkl humana (CDKA;1), estima-se que existam pelo menos sete
tipos diferentes de CDKs (MIRONOV et al., 1999). Somado ao ja extenso grupo de
CDKs em plantas, estas também apresentam duas familias que ocorrem exclusivamente
em sua linhagem (CDKB e CDKEF). Proteinas quinase dependentes de ciclina tipo B sdo
subdivididas em dois subgrupos; CDKB1 e CDKB2 as quais estdo associadas a eventos
mitoticos e de desenvolvimento respectivamente (CRUZ-RAMIREZ et al., 2012; LA,
2005). Ja as CDKs do tipo F so6 foram observadas em eventos relacionados ao
desenvolvimento pds-embrionério (BLOMME; INZE; GONZALEZ, 2014; DEWITTE;
MURRAY, 2003; DOONAN; KITSIOS, 2009; GUTIERREZ, 2009)

A expressdo de ciclinas e CDKs é extremamente coordenada, para que quando
necessarias, todas estejam em seu pico de concentracdo e suas funcbes sejam
prontamente cumpridas. O perfil de expressdo destas proteinas durante as 4 fases do
ciclo ocorre de forma periodica, respeitando limiares de atividades relativos ao que é
necessario em cada uma das etapas e as barreiras temporais que delimitam cada etapa do
processo (Figura 4) (HUNTLEY; MURRAY, 2003).
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Figura 4: Esquema simplificado da dindmica de expresséo das diferentes ciclinas e CDKs que atuam na
regulacdo do ciclo celular. Essa é uma representacgdo basica que reflete um panorama geral dos eventos
que ocorrem em todos os eucariotos. A linha azul indica a curva de expresséo de ciclinas que participam
exclusivamente da fase Gy; linha vermelha ciclinas que iniciam sua atividade ao fim da fase G1 até os
primeiros eventos da fase M e linha verde ciclinas que atuam principalmente na transicdo G,/M.
Fonte:(BRUCE ALBERTS, ALEXANDER JOHNSON, JULIAN LEWIS, DAVID MORGAN,
MARTIN RAFF, KEITH ROBERTS, 2014).

Apenas CDKA dos tipos A- e B- participam diretamente da regulacdo do ciclo
celular em plantas (NOWACK et al., 2012; SCOFIELD; JONES; MURRAY, 2014). As
CDKSs do tipo A atuam durante a fase S e nas transi¢cdes G1/S e G,/M com picos de
expressdo nas duas ultimas etapas (DANTE; LARKINS; SABELLI, 2014; FRANCIS,
2011) e estdo implicadas em eventos bastante distintos na proliferacdo e diferenciacao
celular em plantas. Como exemplos é possivel citar sua participacdo no final da
formacdo das células estomaticas (processo formativo), desencadeando as divisdes
simétricas que ocorrem nos estagios finais do desenvolvimento dos estomatos (YANG
et al., 2014); a associacdo aos eventos iniciais da formacao de raizes laterais oriundas
das células do periciclo radicular, a qual comeca durante a transicdo G,/M (HIMANEN,
2002) e no controle do ciclo de endorreduplicacdo (SABELLI et al., 2013). As CDKs do
tipo B sdo observadas apenas em células mitéticas, e suas duas formas (CDBL1 e 2) sdo
detectadas desde a fase G, até a fase M (SCOFIELD; JONES; MURRAY, 2014). Sabe-
se ainda que as CDKs do tipo B sdo fundamentais para que a célula entre em mitose

(GENSCHIK et al., 2014), é conhecida também por ser um dos componentes do



controle das divisdes assimétricas que ocorrem nos tecidos radiculares (DE SMET;
BEECKMAN, 2011) e no balanco entre a quantidade de células que estdo em divisdo
celular proliferativa e endorreduplicativa (BOUDOLF, 2004). Finalmente, as CDK to
tipo D-, conhecidas também como CAKs (CDK-activating kinase), atuam como
ativadoras (mediante fosforilagcdo) de outras CDKSs do ciclo, mais precisamente CDKA
durante a fase M (KOMAKI; SUGIMOTO, 2012), preservando a atividade mitotica
(TAKATSUKA; UMEDA-HARA; UMEDA, 2015). Sua atividade regulatoria também
ja foi documentada no recrutamento de proteinas necessarias para a florescéncia em
plantas de A. thaliana (LU et al., 2017). Ja foi proposto que estas também poderiam
participar da percepgéo de sinais ambientais ou hormonais, mediando a mobiliza¢éo da
maquinaria celular que controla o ciclo celular e processos transcricionais (UMEDA;
SHIMOTOHNO; YAMAGUCHI, 2005).

1.3.2. Ciclinas (CYCs):

As ciclinas apresentam grau de diversidade similar ou até maior do que o
observado em CDKs. Comparativamente, plantas possuem um numero muito maior de
genes de ciclinas (entre 50 e 60) do que outros eucariotos (VANDEPOELE, 2002).
Estima-se que em Angiospermas existam pelo menos 10 grupos de ciclinas em plantas,
subdivididas em 11 classes distintas, A-, B-, C-, D-, F-, H-, I-, L-, T-P- e SDS
(DANTE; LARKINS; SABELLI, 2014; MA et al., 2013; TORRES ACOSTA et al.,
2004), sendo as do tipo SDS as mais recentes e exclusivas de plantas e exclusivas dos
processos meioticos (BULANKOVA et al.,, 2013). Entretanto, apenas ciclinas das
classes A-, B- e D- participam do ciclo celular central (BULANKOVA et al., 2013;
DANTE; LARKINS; SABELLLI, 2014).

Plantas possuem pelo menos 92 combinagbes entre ciclinas e CDKs o que
permite notavel flexibilidade e precisdo no controle do ciclo e, conseqiientemente, nos
diversos mecanismos que estdo associados a proliferacdo celular e desenvolvimento
vegetal (VAN LEENE et al., 2010).

A dindmica de expressdo de ciclinas durante o nucleo central de regulacdo do
ciclo celular segue a mesma tendéncia periddica observada em CDKs (SCOFIELD;
JONES; MURRAY, 2014) (Figura 5).
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Figura 5: Representacdo simplificada dindmica de expressdo das ciclinas A-, B- e D-, envolvidas na
regulacdo do ciclo celular em plantas. Fonte: (SCOFIELD; JONES; MURRAY, 2014).

As ciclinas do tipo D comecam a ser expressas logo no inicio da fase G; e
permanecem com sua concentracdo relativamente constante ao longo de todo ciclo,
iniciando seu declinio a partir da fase G,. Estas proteinas sdo capazes de responder a
sinais mitogénicos responsaveis por promover a divisdo celular, sendo cruciais para
comprometimento das células na tomada de deciséo para a diviséo celular (DEWITTE;
MURRAY, 2003; MENGES et al., 2007). Ciclinas D se ligam a CDKA, sendo um dos
principais mediadores da transicdo G;/S. O dimero CYCD-CDKA inativa a proteina
retinoblastoma (RB), permitindo que os fatores de transcricdo E2F/DP sejam liberados
para estimular os mecanismos de duplicacdo gendmica dando inicio a transi¢do para a
fase S (DANTE; LARKINS; SABELLI, 2014; SCOFIELD; JONES; MURRAY,
2014).Além disso, também j& foram associadas a processos de diferenciacdo celular,
atuando diretamente da regulacdo densidade de raizes secundarias em raizes de A.
thaliana (NIEUWLAND et al., 2009).

As ciclinas do tipo A atuam de forma mais restrita, sendo responsaveis pelo
controle da fase S e da transicdo G,/M. Ja foi observado que CYCAZ2;3 liga-se
diretamente com CDKB1;1 o que suprime os primeiros eventos do endociclo e permite
que a célula termine a divisdo celular e formacao de duas células filhas (BOUDOLF et
al., 2009). Em outro modelo de regulacdo também foi proposto que o conjunto
CDKB1;1-CYCAZ2;3 atua na ativacdo de CDKAL;1. Assim, CDKB seria a unica
responsavel pela regulacdo nos niveis de CKDA nas células em divisao tornando CYCA

o fator delimitador para a decisdo de finalizar a mitose ou iniciar o endociclo e em



conconsequéncia favorecer eventos formativos e de diferenciagdo celular (VERKEST,
2005).

Ciclinas do tipo B ndo sdo observadas em quantidades significativas até a fase S,
com um pico de expressdo tardio durante o ciclo durante a fase M, estando presentes
numa janela temporal bastante restrita (DEWITTE; MURRAY, 2003). Esta classe de
ciclinas exerce funcdo crucial nos eventos finais da mitose. Apenas apds sua destruicao
pelo complexo promotor da andfase (APC/C), a célula prossegue na transicdo metafase-
anafase garantindo a progressdo da mitose. Quando eliminadas, CDKs do tipo A, sdo
inibidas induzindo o desmonte do fuso mitético, a condensacdo, a reconstituicdo do
envelope nuclear e a citocinese (MARROCCO et al., 2009).

1.4. Pontos de monitoramento do ciclo celular:
Em complementacdo a ciclinas e CDKs que compdem o cerne da regulagéo do
ciclo celular, as células ainda apresentam trés etapas,Gi/S, G,/M e metéfase-anafase,

temporalmente segregadas que séo cruciais para o progresso da via (Figura 6).
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Figura 6: Esquema da distribuicdo dos trés pontos de monitoramento do ciclo celular que ocorrem nos

estagios de transicdo entre as 4 fases do ciclo celular.



Os pontos de regulacdo que ocorrem nas transi¢oes entre as fases do ciclo séo
fundamentais para a manutencdo da viabilidade celular. Caso os eventos programados
em cada etapa ndao ocorram (ou ocorram com falhas) ou os sinais necessarios ndo
estejam disponiveis, a célula pode decidir entre a paralisacdo do ciclo até que as
condi¢des requeridas pela maquinaria celular estejam presentes ou entdo encaminha-las
para a morte celular programada (DEN BOER; MURRAY, 2000).

1.4.1. Atransi¢ao G,/S:

A rigor durante a fase G; as células monitoram seu tamanho e o ambiente e em
G, se todos os cromossomos foram duplicados corretamente antes da consolidagcdo da
divisdo celular durante a fase M. Na década de 60 foi observado que as raizes de plantas
de milho estacionavam em G; ou G, quando em situacdo de deficiéncia energetica
(auséncia de carboidratos), indicando um possivel estado de transicdo entre G;/S e
G,/M. De fato esta foi a primeira observacdo da existéncia de estados transitorios entre
as fases do ciclo (HOF, 1966).

Das quatro fases que compdem o ciclo celular, G; é a mais longa; logo as células
que estdo nesse estagio, estdo mais suscetiveis a variagdes de fatores ambientais. No
final da década de 90 foi observado que o estresse oxidativo e a transducdo de sinais,
mediados por glutationa reduzida (GSH), tinham influéncia na progressao do ciclo.
Culturas de células de tabaco incapazes de produzir GSH permaneciam paralisadas em
G, até que esta molécula fosse suprida artificialmente no meio de crescimento. O
mesmo foi observado em raizes de A. thaliana, sugerindo que GSH poderia influenciar
na transicdo G;/S (MAY et al., 1998; VERNOUX et al., 2000). Dentro do contexto de
moléculas ndo protéicas que interferem durante a transicdo Gi/S, também é possivel
citar as citocininas. Ja& foi observado que a presenca de citocininas influencia
diretamente CYCD3 durante G;/S. O horménio foi capaz de aumentar a velocidade da
duplicacdo do material genético, reduzindo a duracdo da fase S (HOUSSA et al., 1994).
Entretanto, a principal via de controle durante essa transicdo envolve a proteina
retinoblastoma (RB). Nesta via, ciclinas do tipo D associadas a CDKA fosforilam e
ativam RB (NAKAGAMI, 2002). Esse evento permite que RB se dissocie dos fatores
de transcricdo to tipo E2F/DP. A dissociacao destes complexos permite que este fator de

transcricdo ative e regule genes exclusivos da fase S, induzindo a saida de G;
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(CHABOUTE; CLEMENT,; PHILIPPS, 2002; DEWITTE;, MURRAY, 2003;
VEYLDER et al., 2002).

1.4.2. A transicio G,/M:

A transicdo G,/M ¢é intensamente regulada pela atividade CDK porém, ainda
existe pouco consenso em quais elementos participam de sua regulagdo. O modelo
aceito para leveduras, células humanas e vegetais inferiores (KHADAROO et al., 2004)
dita que durante essa fase,0s complexos CYC-CDK permanecem reprimidos devido a
uma fosforilacdo da CDK, realizada por uma proteina quinase do tipo WEE1 (MIK1 em
leveduras). Em contrapartida, o0 complexo é liberado por uma desfosforilacdo mediada
CDC25 (FRANCIS, 2011). Entretanto, 0 mesmo arranjo parece ndo existir em plantas.
Foi observado que embora A. thaliana possua homologos de WEEL e CDC25, nenhuma
das duas aparenta ter funcdo durante esta fase, uma vez que plantas com mutacoes
disruptivas nos genes destas duas proteinas, mantiveram crescimento e desenvolvimento
normais (FRANCIS, 2011). A partir disto foi proposto que o modelo de regulagdo da
transicdo G,/M em plantas superiores incluiria apenas CDKA, CDKB e ICK (Inhibitor
of CDC2 Kinase). No modelo, o complexo CYC-CDKA, o qual é responsavel por
induzir a mitose em células vegetais, permanece reprimido por ICK até que os pré-
requisitos mitoticos sejam completados. A partir de entdo CDKB fosforila ICK
liberando o complexo CYC-CDKA para iniciar a mitose (BOUDOLF; INZE;
DEVEYLDER, 2006). Mais recentemente foi observado que um conjunto de mais de
100 genes sdo expressos durante esse estagio e que sua transcricdo é controlada por
fatores de transcricdo da familia MYB3R que atuam como repressores e ativadores de
genes em G,/M. A atividade repressora de MYB3R3 e 5 é substituida por ativacao
mediada por MYB3R1 e 4 induzindo a expressdao de CYCA/B e CDKA/B. Estas, por
conseguinte potencializam a expressao de genes de G,/M tardios criando um loop de
ativacdo mediado por fosforilacdo de MYB3R1 desencadeado a transicdo para fase M
(MAGYAR; BOGRE; ITO, 2016).

1.4.3. A transicdo metafase-anafase (a via SAC e o APC/C):
O ultimo ponto de monitoramento antes da consolidacdo da divisdo celular

ocorre na transicdo metafase-anafase. Este é, portanto o estagio mais critico do ciclo.
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Nele a célula monitora o estado de ancoramento das crométides irmés o fuso mitético.
Durante a metéfase, os cromossomos duplicados e conectados ao fuso sdo direcionados
ao equador celular, formando a placa metafasica. Portanto é imprescindivel que todos os
cromossomos estejam devidamente conectados ao fuso mit6tico e que seja mantido um
estado de tensdo constante. Estes dois fatores sdo imprescindiveis para que a maquinaria
celular seja capaz de se organizar de maneira a garantir que a segregacdo dos
cromossomos que ocorrera na anafase. A interrupcao desses dois eventos ou a presenca
de anomalias em qualquer dos elementos de regulacéo da via, podem resultar em danos
severos para a célula e ao organismo como um todo. O surgimento de anomalias
cromossdmicas é o efeito mais observado nesses casos (SUIJKERBUIJK; KOPS,
2008).

Na transicdo metafase-anafase, o ponto de monitoramento do fuso mitotico
(SAC — Spindle Assembly Checkpoint) é o responsavel por impedir que a separacdo das
cromatides irmas ocorra prematuramente, a partir do monitoramento constante da
interacdo entre o fuso mitotico e o centromero dos cromossomos (CAILLAUD et al.,
2009; MAO; DESAI; CLEVELAND, 2005). Durante a via SAC o complexo prmotor da
mitose (MCC - Mitosis Promoting Complex) e o complexo promotor da
anafase/ciclossomo (APC/C — Anaphase Promoting Complex/Cyclosome) atuam de
formas opostas. O MCC, mediante a acdo de MAD2 (Mitosis Arrest Deficient 2),
BUBRL1 (Budding Uninhibited by Benzymidazol), BUB3 e MPS1 (Monopolar Spinde 1)
mantém o cofator CDC20 bloqueado, impedido que este sinalize para o APC/C
desencadear a degradacdo proteolitica das proteinas que mantém o complexo separase-
securina integro (CAILLAUD et al.,, 2009). Desta forma, mesmo sob o constante
tensionamento causado pelo fuso mitético, ndo ha separacdo das cromatides irmas. E
importante ressaltar também que as proteinas citadas que compdem o MCC possuem
ort6logos caracterizados em plantas (DE OLIVEIRA et al., 2012; DOUETTS-PERES et
al., 2016; KIMBARA; ENDO; NASUDA, 2004; VLEUGEL et al., 2012; YU;
MUSZYNSKI; DAWE, 1999). Em plantas foi observado que BUBR1, BUB3 e MAD2
sdo expressas em tecidos ricos em células em franca divisdo celular e localizam-se nos
cinetocoros. Contudo, nas fases anteriores e posteriores a metafase, existe uma
dissociacdo destas proteinas, sendo BUBR1 localizada em nucléolos e BUB3/MAD2
dentro do ndcleo ou no citoplasma durante a préfase (CAILLAUD et al., 2009),

indicando que sua associacdo é dependente da formacdo do fuso mitético. Ainda nesta
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via, a proteina quinase MPS1 se liga em Ndc80, também localizada nos cinetocoros, e
induz a fosforilacdo de KLN1. Esta proteina por sua vez recruta o dimero BUB1-BUB3
responsavel pelo recrutamento de BUBR1/MAD3 para o complexo do cinetocoro. Em
paralelo, MPS1 fosforila BUBRL1 induzindo o recrutamento de MAD1 a qual forma um
dimero com MAD2 (KOMAKI; SCHNITTGER, 2016). Finalmente, MPS1 ¢
responsavel pela fosforilacdo de MAD2 (FAESEN et al., 2017), induzindo uma
modificagdo conformacional, passando de seu estado inativo O-MAD?2 para o ativo C-
MAD2 o que permite que esta se ligue no complexo regulador em formacdo. E
necessario que exista atividade constante de MPS1, desta forma mantendo uma via de
alimentacdo de C-MAD2 ao sistema MAD1-MAD2 (MUSACCHIO, 2015; TIPTON et
al.,, 2013). Apds essa modificacdo € criado um circuito de alimentacdo envolvendo
MAD2, BUBR1 e BUB3 que se liga diretamente em CDC20, impedindo a ativacdo do
APC/C. No momento em que todos 0s cromossomos estdo corretamente ancorados, 0
sinal emitido pelo MCC deixa de existir e todo o complexo é dissociado, permitindo que
CDC20 ative o APC/C que em conconsequéncia, ubiquitiniza o complexo separase-
securina sinalizando sua degradacéo via hidrolise proteolitica(VLEUGEL et al., 2012).

Embora a expressdo de MPS1 ja tenha sido observada em diversas espécies
vegetais (HAERIZADEH et al., 2009; MENGES et al., 2002; ROCHE et al., 2007;
RODRIGUEZ; PETERSEN; MUNDY, 2010) pouco ou nenhum destaque foi dado para
suas funcdes dentro do contexto do ciclo celular em plantas. Porém, como ja descrito,
esta apresenta papel fundamental nos estagios tardios da divisdo celular (HEWITT et
al.,, 2010; JELLUMA et al., 2008; LIU, 2003; WANG et al., 2014; ZHAO; CHEN,
2006), sendo um pivd central para que a célula decida entre prosseguir com a citocinese
ou ativar 0s mecanismos de correcdo necessarios para evitar anomalias cromossdmicas

nas células filhas.
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2. OBJETIVOS:

O objetivo deste trabalho é avaliar o papel da proteina MPS1 durante o

desenvolvimento pds-germinativo em diferentes espécies de plantas.

2.1. Objetivos especificos:

1. Identificar os ortdlogos da MPS1 em Glycine max, Solanum lycopersicum e
Sorghum bicolor;

2. ldentificar caracteristicas estruturais presentes na MPS1 das espécies avaliadas
que sejam relevantes dentro do contexto do ciclo celular em plantas;

3. Avaliar o efeito da inibicdo da MPS1 na germinacdo e desenvolvimento pés-
germinativo de plantulas de G. max, S. lycopersicum e S. bicolor;

4. Avaliar os efeitos da reversdo dos efeitos inibitérios do SP600125 no proteoma

de plantas de Arabidopsis thaliana;
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3. MATERIAIS E METODOS:

3.1. Analises computacionais:

3.1.1. Identificacao dos ortélogos da MPS1 em Glycine max, Solanum lycopersycum e
Sorghum bicolor:

A busca pelos ortdlogos da MPS1 em soja, tomate e sorgo foi feita utilizando a
sequéncia da MPS1 de A. thaliana (AtMpsl — AT1G77720.1) previamente descrita (DE
OLIVEIRA et al, 2012) em conjunto com o banco de dados Phytozome v12
(www.phytozome.net). Utilizando a ferramenta BLAST (ALTSCHUL; GISH;
MILLER, 1990) disponivel na propria plataforma do Phytozome, as sequénciass de
interesse foram selecionadas buscando diretamente nos genomas das espécies estudadas
Wm82.a2.v1l (G. max), iTAG2.4 (S. lycopersicum) e Sorghum V3.1 (S. bicolor). A
selecdo das sequéncias obedeceu aos critérios de score, E-value e grau de cobertura. As
sequéncias possuiam os maiores valores de score e cobertura e 0s menores E-value
foram escolhidos para fazer parte do estudo. A confirmacdo da ortologia das
sequénciass com a MPS1 de A. thaliana foi realizada utilizando as sequénciass
selecionadas numa analise de BLASTp contra o proteoma de G.max e S. bicolor com
cut-off de cobertura > 50%. Posteriormente foi feita a conferéncia de anotacdo da
ontologia de cada transcrito selecionado. Os alinhamentos subsequentes foram feitos
utilizando o programa MUSCLE (EDGAR, 2004), visualizados e documentados com o
programa Jalview (WATERHOUSE et al., 2009).

3.1.2. ldentificacdo de motifs de interacdo proteina-proteina nos ortélogos da MPS1 de
Glycine max, Solanum lycopersicum e Sorghum bicolor:

As sequénciass selecionadas foram analisadas na plataforma ELM (Eukaryotic
Linear Motif Resource) (DINKEL et al., 2016) para a identificacdo. A localizacdo dos
motifs de interesse foi feita com o auxilio das ferramentas de alinhamento (jalview e
MUSCLE) com o programa PyMOL (v1.3) (Schrédinger, EUA).
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3.1.3. Modelagem molecular dos dominios quinase da MPS1 de Glycine max, Solanum
lycopersicum e Sorghum bicolor:

A modelagem das estruturas tridimensionais do dominio quinase da MPS1 de G.
max, S. lycopersicum e S. bicolor foi realizada no programa Modeller v9.14 (WEBB;
SALI, 2014), utilizando as estruturas de referéncia (templates) selecionadas com o
auxilio da ferramenta Template Identification hospedada do servidor SWISS-MODEL
(ARNOLD et al., 2006; GUEX; PEITSCH; SCHWEDE, 2009; KIEFER et al., 2009).
Para cada sequéncia foram selecionadas quatro estruturas (Tabela 1) de referéncia,
tomando como base o grau de cobertura da sequéncia a ser modelada e a resolucdo do
cristal em Angstrém (A). As estruturas foram utilizadas juntamente com a sequéncia
polipeptidica do dominio quinase dos ortélogos selecionados. Apo6s a finalizacdo do
calculo (o programa foi configurado para gerar nove solugdes para cada sequéncia), a
estrutura gerada com a melhor fungéo objetiva foi escolhida.

Tabela 1: Lista das estruturas de referéncia (templates) utilizadas para modelar cada uma das sequéncias
estudadas.

Sequéncias Estruturas de referéncia Ref. Bibliografica

3HMN; 3VQU; 2ZMD;
Glyma.04G252700.1 3WIE

Glyma.06G109800.1  5AP6; 5AP7; 3VQU; 2ZMC
Glyma.06G109800.2  5AP6; 3HMN; 5AP7; 3HIF
Glyma.06G109800.3  5AP6; 5AP7; 3VQU; 2ZMC
Glyma.06G109800.4  3HMN; 2ZMD; 2ZMC; 4JS8
Glyma.13G083100.1  3HMN; 3VQU; 2ZMD, 3W1F
Glyma.13G083100.2  5AP6; 3HMN; 2ZMD; 2ZMC
Glyma.13G083100.3  5AP6; 5AP7; 3VQU; 2ZMC

Glyma.13G083100.5  4ZEG; 4JT3; 4JS8; 406L (CHU et al.,
3HMN; 3VQU; 2ZMD; 2008a, 2008b,

Glyma.14G164400.1 IWIF 2010, GURDEN

Glyma.14G164400.2  47ZEG: 4JT3; 4J58: 406L et al, 2015, 2015,

KUSAKABE et
Glyma.14G164400.3  5AP6; 5AP7; 2ZMD; 2ZMC 41 2012 2013

Glyma.14G164400.4  4ZEG; 4JT3;2ZMD; 4JS8  QlU et al., [s.d.],

Glyma.14G164400.5 3HMN,; 33\\;\(/);; 2ZMD; [s.d.], [s.d.], [s.d.])

Sobic.001G122100.1  3HMN; 2ZMD; 4JS8; 2ZMC
Sobic.001G122100.2  4ZEG, 2ZMD; 4JS8, 2ZMC

Sobic.001G122100.3  3HMN; 2ZMD; 4JS8; 2ZMC
Sobic.001G122100.4  3HMN; 2ZMD; 2ZMC; 4D2S
Sobic.001G122100.5  3HMN; 2ZMD, 4JS8, 2ZMC

Solyc.119013240.1.1  3H9F; 2ZMD; 3HMN; 2ZMC
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3.1.4. Docking molecular da MPS1 com o inibidor SP600125:

A avaliacdo da interacdo entre o inibidor SP600125 (Figura 7) e o dominio
quinase da MPS1 das espécies selecionadas foi realizado por experimentos de docking,
utilizando o programa AutoDock v4.2.6 em conjunto com o0 programa MGLTools
v1.5.6 (MORRIS et al., 2009).

/
H N—N
| O |
y O ;
H 0 H

Figura 7: Férmula estrutural do inibidor SP600125.

Primeiro, a estrutura do ligante foi desenhada no programa MarvinSkech v5.2.6
(ChemAXxon, Ltd.). Posteriormente foi realizada a minimizacdo de energia e otimizacao
geométrica no programa Avogadro v1.1.0 (HANWELL et al., 2012). O ponto inicial de
referéncia para o docking foi escolhido tomando como base os residuos que participam
da mesma interacdo na MPS1 de A. thaliana (Glu-499 e Gly-501). Nos célculos foi
utilizada uma caixa de influéncia (grid) de 50x50x50 pontos (XYZ) centralizada no
oxigénio livre da carbonila do residuo de acido glutamico nas sequéncias da MPS1 de S.

lycopersicum e S.bicolor respectivamente.
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Tabela 2: Lista das estruturas utilizadas nos experimentos de docking com o inibidor SP600125. As
coordenadas XYZ referem-se a posicdo do atomo de oxigénio presente no residuo de referéncia
(glutamato) utilizado para centralizar o grid do célculo.

Ortdlogo Residuo ref. Coordenadas XYZ
Sobic113013240.1.1 Glu-551 0.1720; 24.6800; 48.1540
Glyam04g252700.1 Glu-435 -0.6580; -31.8110; -10.0260
Glyma069109800.1 Glu-477 -37.3350; -21.0030; -11.790
Glyma06g109800.2 Glu-477 -36.8140; -21.1310; -11.3710
Glyma069109800.3 Glu-477 -37.3350; -21.0030; -11.7940
Glymal3g083100.1 Glu-451 -0.6190; -32.7410; -8.9470
Glymal3g083100.5 Glu-329 31.0690; 29.6570; 65.9390
Glymal4g164400.1 Glu-450 -1.6800; -28.6500; -10.3650
Glymal4g164400.2 Glu-450 20.6100; 36.4240; 74.5640
Glymal4g164400.5 Glu-266 -1.6800; -28.6500; -10.3650
Sobic0019122100.1 Glu-519 0.5110; -29.2920; -11.3570
Sobic001g122100.2 Glu-493 37.3500; 33.6790; 67.2860
Sobic001g122100.3 Glu-515 1.6220; -30.4460; -13.2320
Sobic001g122100.4 Glu-519 0.1040; -31.1950; -8.5850
Sobic001g122100.5 Glu-515 0.0650; -33.3290; -11.3720

No experimento de docking foi utilizado o algoritmo genético com 2.500.000
avaliacGes gerando 10 solucdes em cada corrida. As estruturas Glyma06g109800.4,
Glymal3g098100.2; Glymal3g098100.3; Glymal4g164400.3 e Glymal4g164400.4
foram excluidas do experimento por ndo possuirem sequéncias necessarias para a
configuracdo do sistema de docking. Por fim, as solu¢cbes com menor energia de
formacdo (Kcal/mol) foram selecionadas, avaliadas e documentadas com o software
PyMOL v1.3 com o suporte do plug-in Autodock/Vina (SEELIGER; DE GROOT,
2010).

3.2. Material vegetal:

No desenvolvimento deste trabalho foram utilizadas quatro espécies vegetais:
Arabidopsis thaliana cultivar Columbia-0, Glycine max variedade BRS-284 (cedidas
pela EMBRAPA Soja), Solanum lycopersicum cultivar Santa Cruz Kada (obtida
comercialmente) e Sorghum bicolor variedade BRS-310 cedidas pelo prof. Dr. Gongalo
Apolinario de Souza Filho do Laboratério de Biologia Integrativa (Centro de
Biociéncias e Biotecnologia, Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro).
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Sementes transformadas de A. thaliana (Columbia-0) contendo a construgéo
CYCB1;1/D-box/GUS (ELOY et al., 2011) foram cedidas pelo prof. Dr. Paulo
Cavalcanti Gomes Ferreira do Laboratdério Biologia Molecular de Plantas (Centro de
Ciéncias da Saude — Universidade Federal do Rio de Janeiro).

3.3. Higienizacgéo e Condicdes de cultivo:

3.3.1. Arabidopsis thaliana:

As sementes de A. thaliana foram cultivadas em estufa B. O. D, a 22 °C com
fotoperiodo 16 h/8h claro-escuro em placas de cultura de seis po¢os, contendo 2 mL de
meio de cultura MS (MURASHIGE; SKOOG, 1962) com metade da concentracdo dos
sais (meia forga): 2,2 g sais MS (Sigma Aldrich, EUA), 0,25 g/L MES (Sigma Aldrich,
EUA), 5 g/L sacarose (Vetec Quimica Fina Ltda., Brasil), pH 5,8 (ajustado com
hidroxido de potéssio 1M). Antes da semeadura em meio de cultura as sementes de A.
thaliana foram higienizadas com uma lavagem em etanol 95% por 1 min e uma
lavagem em solucdo hipoclorito de sodio comercial (assumindo uma concentracao
inicial de 2% de hipoclorito de sodio em solucdo) 50% v/v por 15 min sob agitacdo
constante. Posteriormente foram efetuadas trés lavagens com agua destilada estéril por
30 seg cada. Apds a higienizacdo, as sementes foram estocadas na geladeira por 48 h
para quebra de dorméncia. No momento da semeadura foram distribuidas de 10 a 12

sementes por poco em cada placa de cultura.

3.3.2. Glycine max (soja):

As sementes de G. max foram cultivadas em estufa incubadora (Nova Técnica) a
28 °C com fototoperiodo de 12 h/12 h claro-escuro em placas de Petri de 150 mm x 20
mm contendo 2 g de algodao estéril umedecido com 30 mL de agua destilada estéril. As
sementes foram higienizadas com uma lavagem em etanol 70% por 1 min e uma
lavagem em solucdo de hipoclorito de sddio comercial 50% v/v por 3 min.
Posteriormente foram efetuadas trés lavagens com agua destilada estéril por 30 seg. No
momento da semeadura foram distribuidas 20 sementes por placa e cada ponto foi

avaliado em triplicata.

19



3.3.3. Solanum lycopersicum (tomate) e Sorghum bicolor (sorgo):

As sementes de S.lycopersicum e S. bicolor foram cultivadas em estufa B. O.
D.a 28 °C com fotoperidodo de 12 h/12h claro-escuro em tubos de ensaio de 15 mm X
200 mm contendo 10 mL de meio MS meia forca (descrito na se¢do 3.3.1) sdlido (10
g/L Phytagel™, Sigma Aldrich, EUA). As sementes foram higienizadas com uma
solucdo de etanol 70% e uma gota (medida aproximada) de Tween® 20 (Vetec Quimica
Fina Ltda.) por 5 min. Posteriormente foram lavadas trés vezes com agua destilada
estéril por 30 seg e semeadas individualmente nos tubos de ensaio.Os experimentos com
plantulas de sorgo e tomate foram realizados em colaboragcdo com o grupo do Prof.
Marco Antbénio Lopes Cruz UFRJ/Macaé com o auxilio dos alunos de iniciacdo
cientifica Emanuel Victor Nogueira e Ramon Ermida Fontes.

3.4. Inibicdo da atividade da MPS1 de plantas com SP600125 durante a
germinagao e o desenvolvimento pos-germinativo:

Para avaliar os efeitos da inibicdo da MPS1 em plantas de soja, sorgo e tomate,
as sementes destas espécies foram germinadas (ver sec¢do 3.3) em contato com
concentracdes crescentes do inibidor especifico SP600125. As sementes de soja foram
cultivadas em 1, 5, 10 e 20 uM do inibidor solubilizado em DMSO, sendo os controles
negativos, dgua e agua suplementada com DMSO 0,1%. As plantulas foram coletadas
em intervalos de 24 h ap0s a semeadura (HAS) até completarem 96 h e conservadas em
fixador FAA (formaldeido 37%, etanol 70% e &cido acético g. s. p.) para posterior
avaliacdo do desenvolvimento pos-germinativo. Todas as plantulas foram fotografadas e
o comprimento do eixo hipocotilo-radicula foi medido com o auxilio do programa
imageJ v1.45s como suporte do plug-in SmartRoot (LOBET; PAGES; DRAYE, 2011).
As plantulas de sorgo foram cultivadas durante sete dias em 0,1, 1, 10 e 20 uM do
inibidor e as plantulas de tomate foram cultivadas sob as mesmas condi¢des durante 10
dias. O apds o periodo de cultivo, as plantulas foram fixadas em fixador de Karnovsky
modificado (glutaraldeido 25%, formaldeido 4%, cacodilato de sodio 0,05 M, pH 7,2).
Posteriormente as plantulas foram fotografadas e o comprimento das raizes e a
formacdo de raizes secundarias foi medido com o auxilio do programa imageJ v1.45s
com o suporte do plug-in SmartRoot. Os resultados foram tabulados e avaliados
utilizando One-way ANOVA (P<0,001) acoplado a um teste de Tukey (P<0,05) com
auxilio do programa GrapahPadPrism 5 (GraphPad Software, Inc., EUA).
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Sementes transformadas de A. thaliana (ELOY et al., 2011) também foram
submetidas a um experimento de inibicdo com a finalidade de observar a influéncia da
paralisacdo da atividade da MPS1 sobre a expressdo do gene de CYCBI1;1. Neste
experimento 10-12 sementes foram utilizadas em placas de cultura de seis pocos
contendo 2 mL de meio de cultura MS meia-forca com 1 e 5 uM de SP600125. As
sementes foram mantidas em cultivo por sete dias e posteriormente coletadas e
submetidas ao protocolo de revelacéo de atividade da p-glucoronidase (GUS) (BEZIAT;
KLEINE-VEHN; FERARU, 2017) de acordo com o item 3.5.1. Apés a revelacdo as
plantas foram fotografadas em microscopia de campo claro e as fotos utilizadas para
quantificacdo da intensidade da coloracdo de GUS nos tecidos.

3.5. Reverséo da inibicdo da MPS1 em pléantulas de A. thaliana:

Com o intuito de avaliar a capacidade de plantulas de A. thaliana de retomar sua
capacidade normal de desenvolvimento foram realizados dois experimentos distintos de
inibicdo com posterior reversdo do efeito causado pelo SP600125. No primeiro
experimento sementes de A. thaliana foram semeadas em 2 mL de meio MS meia-forca
(ver secdo 3.4) e expostas ao inibidor SP600125 nas concentracGes de 0,1 e 1 uM. Essas
sementes foram cultivadas por 7 dias e apds esse primeiro momento de crescimento as
plantulas foram lavadas com meio de cultura fresco, mantidas em crescimento e
recolhidas em intervalos de 24 h até completarem 12 dias (Gltimo ponto de coleta/ dias
apos lavagem - DAL). Em paralelo, plantulas controle foram mantidas em crescimento
por 8-12 dias com coletas a cada intervalo de 24 h. Todas as plantulas foram
devidamente fixadas e utilizadas para avaliacdo dos parametros morfolégicos escolhidos
como indicadores do desenvolvimento pos-germinativo (comprimento da raiz principal
e numero de raizes secundarias). Os resultados numéricos do experimento foram
avaliados pelo teste de Lilliefors para a verificacdo da normalidade das amostras e pelo
teste de Cochram e Barlett para verificacdo da homogeneidade entre variancias no
programa SAS v9.0 (SAS Institute, Inc.).

No segundo experimento, sementes de A. thaliana foram semeadas em 2 mL de
meio MS meia-forca contendo 1 uM de SP600125 e mantidas em cultivo por 5 dias.
Apos esse periodo de crescimento as plantulas foram lavadas com meio de cultura

fresco (livre de inibidor) e mantidas em crescimento por mais 5 dias (10 dias no total).
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Paralelamente, um grupo de plantas controle, cultivadas em meio de cultura sem
inibidor, foi cultivado por 10 dias. Cada tratamento consistia de 900 plantulas (3
repeticdes com 300 plantulas). Ao final do periodo de cultivo as raizes das plantulas
foram coletadas, maceradas em nitrogénio liquido e estocadas a -70 °C. O material

macerado foi utilizado para posterior analise protedmica.

Um grupo adicional de sementes de A. thaliana transformadas (ELOY et al.,
2011) também foram utilizadas em experimentos de reversibilidade, utilizando o mesmo
protocolo para obtencdo de material para espectrometria de massas: cinco dias de
crescimento em inibicdo, seguidos de cinco dias de crescimento em meio de cultura
fresco. O material coletado foi imediatamente submetido ao protocolo de revelagdo de
GUS (item 3.5.1) e documentado num microscopio ZEISS Axio Imager.A2 acoplado
em um sistema de captura AxioCam MCr5 em modo de campo claro. As imagens foram

processadas utilizando o programa AxioVision v4.8.2 SP2 (Carl Zeiss Macrolmaging).

3.5.1.Revelagdo da atividade da [-glucoronidase em tecidos vegetais (revelacdo de
GUS) e quantificacao da intensidade da coloragéo nos tecidos:

Apos o periodo de cultivo, as plantulas de A. thaliana foram transferidas pra
micro tubos de 2 mL, lavadas com agua destilada e incubadas em tampao de revelacéo
fresco (tampdo fosfato de sodio [Na,HPO, 1 M e NaH,PO, 1 M] 0,1 mM pH 7,0;
EDTA 10 mM pH 8,0; Triton™ X-100 0,1%; K3Fe(CN)s1l mM, X-Gluc [em DMSO]2
mM e &gua .s.p) por 24 h a 37 °C. Ap0s o periodo de incubacdo o tampao de revelacdo
foi retirado e o material lavado com uma solucao de etanol e &cido acético na proporcgéo
de 3:1. Apds as lavagens as amostras foram mantidas na geladeira por pelo menos 12 h
(overnight) na mesma solucdo para fixacéo. Posteriormente as amostras foram estocadas
em acido lactico 50% para a etapa final de clareamento e armazenadas em temperatura

ambiente.

O programa imageJ foi utilizado para quantificar a intensidade da atividade GUS
nos tecidos corados. As fotos das plantulas obtidas por microscopia optica de campo
claro foram divididas em trés canais: matiz, saturacdo e brilho (stack HSB) e o canal de
saturacdo foi utilizado para a avaliacdo. Foi criada uma area retangular de interesse
(ROI — Region of Interest) que foi utilizada em todas as fotos avaliadas (BEZIAT;
KLEINE-VEHN; FERARU, 2017). O resultado das leituras foram tabulados e avaliados
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por One-way ANOVA (P<0,001) acoplado a um teste de Tukey (P<0,05) no programa
GraphPad Prism v5.0.

3.6. Andlise protedmica:

Para investigar mais profundamente os efeitos da inibicdo da MPS1 no
desenvolvimento pos-germinativo de plantulas de A. thaliana o material coletado apés o
experimento de reversibilidade, descrito na secdo 3.5, foi utilizado para analise

protedmica por espectrometria de massas:

3.6.1. Extracao de proteinas e digestéo protéica:

Aproximadamente 300 mg de material fresco e congelado de cada amostra
(controle e tratado) foram utilizados para extracdo de proteina como descrito por REIS
et al,, (2016). Todas as amostras Foram homogeneizadas em 1 ml de tampédo de
extracdo (uréia 7M, tio-uréia 2M, Triton™ X-100, DTT 1%, PMSF 1 mM e pepstatina 5
M) incubadas por 30 minutos no gelo e centrifugadas a 16. 000 x g por 20 min a 4 °C.
O sobrenadante foi recuperado e quantificado utilizando o kit 2-D Quant Kit (GE
Healthcare, EUA). A digestdo protéica, realizada como passo preparatério para a
aplicacdo das amostras no espectrémetro de massas, foi conduzida seguindo o protocolo
modificado proposto por CALDERAN-RODRIGUES et al.,(2014). Aliquotas de 100
MM de todas as amostras foram dessanilizadas em colunas Vivaspin 500 (MWCO 5000)
(GE Healthcare, EUA) utilizando bicarbonato de aménio (Sigma Aldrich, EUA) pH 8,5
como tampdo. As amostras foram incubadas a 80 °C por 15 min em 25 uL de
RapiGest® a 0,2% (Waters, EUA). Posteriormente foram adicionados 100 mM de DTT
as amostras, as quais foram prontamente homogeneizadas e incubadas sob agitacdo por
30 min a 60 °C. Em seguida foram adicionados 300 mM de iodoacetamida as amostras
as quais foram deixadas repousando por 30 min no escuto em temperatura ambiente. O
passo de digestdo foi conduzido overnight a 37 °C apds a adigdo de 50 ng/uL de tripsina
(Promega, EUA) em cada amostra. Apés a digestdo o RapiGest® foi precipitado com
uma adicdo de acido trifluoroacético (TFA) 5% (v/v) seguida de incubacdo a 37 °C por
90 min. Apos o periodo de incubacdo as amostras foram centrifugadas por 30 min a
16.000 x g e entdo transferidas para frascos do tipo Total Recovery Vials (Waters, Reino
Unido).
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3.6.2. Espectrometria de massas:

As analises por espectrometria de massas (ESI-LC-MS/MS) foram conduzidas
como descrito por REIS et al., (2016) num cromatografo UPLC nanoAquity conectado
a um espectrometro de massas Synapt G2-Si HDMS (Waters, Reino Unido). A primeira
etapa de normalizacdo foi realizada baseada em afericGes estequiométricas das
contagens de fons nas corridas em modo MSF. Na etapa de separacio todas as amostras
foram injetadas numa coluna C18 (180 pm x 20 mm) a 5 pL/min por 3 min e entdo
transferidas para a coluna de fase reversa nanoAcquity HSS T3 (100 um x 100 mm) a
60 °C com fluxo de 600 nL/min. O passo de eluicdo dos peptideos foi realizado em
gradiente binario composto por duas fases moveis (fase mével A: acido férmico 0,1 %
em &gua e fase movel B: acetronitrila e acido férmico 0,1%). A eluigdo foi iniciada com
7% de fase mével B por 3 min e entdo acrescida para 40% até a marca de 90,09 min
para entdo receber um novo acréscimo para 85% até a marca de. 98,09 min. O gradiente
da fase movel foi entdo reduzido para 7% (solugdo B) aos 100,09 min e mantido
constante até o final da corrida aos 108,09 min. A espectrometria de massas foi
realizada em V mode (resolucédo positiva) a 35.000 FWHM com mobilidade i6nica e
aquisicdo independente (D/A) (HDMSF). A velocidade de onda foi de 600 m/s e 0 modo
de transferéncia de colisdo aumentou de 19 para 45 V em modo de alta energia. A
tensdo do cone e dos capilares foi configurada para 30V e 2800 V respectivamente a 70
°C. O tempo de voo (TOF) foi configurado para 0,5 segundos em modo continuo com
variacdo de massa entre 50 e 2000 Da. Foi utilizado o [Glul]-fibrinopeptideo B humano
(100 fmol/uL) como padrdo de calibracdo e a aquisicdo de foi realizada a cada 30

segundos.

3.6.3. Andlise computacional dos resultados gerados pela espectrometria de massas:

O processamento e interpretacdo dos espectros de massa foram realizados no
programa ProgenisisQi for Proteomics v2.0. As condi¢c6es de busca nas bases de dados
utilizaram os seguintes parametros: uma clivagem perdida, ion de fragmento minimo
por peptideo igual a 1, ion de fragmento minimo por proteina igual a 3, peptideo
minimo por proteina igual a 2, modificacdes de carbaminoetil (C) fixas e modificacdes
de oxidacdo (M) e fosforil (STY) variaveis. A taxa de falsos positivos (FDR) foi
padronizada com o valor maximo de 4%, score maior que 5 e erro de massa maximo de

10 ppm. Apoés a andlise no programa Progenisis apenas proteinas presentes em todas as
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trés amostras bioldgicas avaliadas foram incluidas na lista final. A andlise de variagdo
na expressédo (fold change) foi realizada pelo programa Progenisis utilizando ANOVA
(P<0,05) com os parametros nativos do programa. Proteinas com valores de fold chage
maior ou igual a 1,5 foram consideradas positivamente reguladas e proteinas com fold
change menor ou igual a 0,666667 foram consideradas negativamente reguladas. A
anotacdo de termos de ontologia foi realizada no programa Bast2GO v3.0. Todos 0s
experimentos envolvendo espectrometria de massas foram realizados em colaboragéo
com o doutorando Lucas Zanqueta Passamani, sob a supervisdo do prof. Dr. Vanildo
Silveira da Unidade de Biologia integrativa, CBB-UENF.

Os resultados obtidos na espectrometria de massas também foram avaliados no
programa MapMan v3.15.1R2 utilizando o mapeamento do TAIR10
(Ath_AGI_LOCUS TAIR10_Aug2012).

3.7. Ensaio de inibigdo in vitro da MPS1 de A. thaliana:

Para confirmar se o inibidor SP600125 realmente é capaz de inibir a atividade
quinase da MPS1 de A. thaliana, seu dominio quinase purificado (Agrisera, Suécia) foi
submetido a um ensaio de quantificacdo de atividade. Neste experimento 10 ng do
dominio quinase MPS1 purificado foram incubados em tampéo de reacéo (tris-HCI 50
mM, pH 7,4; NaCl 0,2 M, MgCl, 10 mM, DTT 1mM e ATP 100 pM) (KANG et al.,
2007b)em gradiente de concentracdo do inibidor SP600125 (0,01; 0,1, 1 uM) e DMSO
4% (v/v) foi utilizado como controle. A reacdo incubada foi processada como Kit
Universal Fluorimetric Assey Kit (Sigma Aldrich, EUA) e o volume final de reacao,
incluindo todos os reagentes fornecidos pelo kit foram de 50 pL. As reagdes foram
distribuidas em placas de 96 pocos pretas as quais foram incubadas por 15 minutos no
escuro em temperatura ambiente. Apds o periodo de incubacdo a intensidade da
fluorescéncia emitida foi avaliada num leitor de microplacas (Hidex Plate Chamaleon V
425-106 Multilabel Counter) utilizando 544 nm no espectro de excitacdo e 590 nm no
espectro de absorcdo. Foram Efetuadas quatro leituras em intervalos de 15 min (15, 30,
45 e 60 min.). Todas as reacbes foram realizadas em duplicadas e os valores médios
foram considerados. As leituras obtidas nos controles negativos (reacdo apenas com 0s
reagentes fornecidos pelo kit) foram subtraidas das leituras obtidas em cada ponto

avaliado (recomendado pelo fabricante).
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4. RESULTADOS:

4.1. Identificacéo dos ortologos da Mpsl de A. thaliana em G.max, S.lycopersicum e
S. bicolor e andlise computacional da presenca de motifs de interacdo relevantes no
contexto do ciclo celular:

A prospecc¢do de sequéncias revelou a presenca de 20 ortologos divididos entre
as trés espécies selecionadas. Em G. max foram identificados 13 transcritos divididos
em quatro genes, Glyma04g252700 com apenas um transcrito, Gylma06g109800
contendo quatro transcritos, Glymal3g083100 contendo quatro transcritos e
Glymal4g164400 apresentando cinco transcritos. Em S. bicolor foram identificados
cinco ortélogos pertencentes a apenas uma familia génica, Sobic.001g122100 e em S.
lycopersicum apenas um ortélogo Solyc.11g013241.1.1. Todos apresentaram 0 gene
Atlg77720 (MPS1 de A. thaliana) como melhor hit e foram classificados como uma
proteina quinase putativa (PPK1), além de possuirem o dominio funcional serina-

treonina ou tirosina quinase (anotagédo Pfam P0O0069 e P07714) (Tabela 3).
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Tabela 3: Listagem dos ortologos da MPS1 de A. thaliana identificados em G.max, S. bicolor e S.
lycopersicum. PPK1: Putative Protein Kinase 1 (proteina quinase putativa 1); PF007714 e PFO0069
identificadores Pfam do dominio funcional com atividade tirosina ou serina-treonina quinase,
respectivamente:

Locus /transcrito Pfam Melhor hitem A. thaliana  Definicio
Glyma.04G252700.1 PFO7714 AT1G77720.1 PPK1
Glyma.06G109800.1 PFO7714 AT1G77720.1 PPK1
Glyma.06G109800.2 PFO7714 AT1G77720.1 PPK1
Glyma.06G109800.3 PFO7714 AT1G77720.1 PPK1
Glyma.06G109800.4 PF00069 AT1G77720.1 PPK1
Glyma.13G083100.1 PFO7714 AT1G77720.1 PPK1
Glyma.13G083100.2 PFO7714 AT1G77720.1 PPK1
Glyma.13G083100.3 PF00069 AT1G77720.1 PPK1
Glyma.13G083100.5 PFO7714 AT1G77720.1 PPK1
Glyma.14G164400.1 PFO7714 AT1G77720.1 PPK1
Glyma.14G164400.2 PFO7714 AT1G77720.1 PPK1
Glyma.14G164400.3 PFO7714 AT1G77720.1 PPK1
Glyma.14G164400.4 PFO7714 AT1G77720.1 PPK1
Glyma.14G164400.5 PFO7714 AT1G77720.1 PPK1
Sobic.001G122100.1 PFO7714 AT1G77720.1 PPK1
Sobic.001G122100.2 PFO7714 AT1G77720.1 PPK1
Sobic.001G122100.3 PFO7714 AT1G77720.1 PPK1
Sobic.001G122100.4 PFO7714 AT1G77720.1 PPK1
Sobic.001G122100.5 PFO7714 AT1G77720.1 PPK1
Solyc.11g013240.1.1 PF0O0069 AT1G77720.1 PPK1

Avaliando de maneira mais detalhada € possivel observar que essas proteinas
apresentam dois blocos distintos em suas sequéncias. O primeiro é referente ao dominio
N-terminal, o qual se mostra bastante divergente, apresentando baixo grau de identidade
e um grande namero de inser¢des, principalmente nas por¢des mais iniciais. Contudo, é
importante salientar que as seqiiéncias peptidicas que pertencem a mesma familia
génica formam agrupamentos com seus semelhantes, originando blocos de conservacao
ao longo do alinhamento, além de existir uma clara divisdo ente monocotiledéneas
(sorgo) e dicotiledéneas (Arabidopsis, soja e tomate). Desta forma, as avaliacOes
subsequentes entre as diferentes sequéncias de MPS1 serdo realizadas respeitando estes
agrupamentos. Em contrapartida, o dominio quinase apresenta tendéncia oposta ao
observado na regido N-terminal. O grau de conservacdo é bastante elevado, apesar de
haver substituicdes ou dele¢bes importantes em regides chave do dominio funcional,

que podem impactar a atividade destas proteinas. Seis ortdlogos de soja
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(Glymal3g083100.2, Glymal3g083100.3, Glymal4g164400.2, Glymal4g164400.3,
Glymal4g164400.4 e Glyma06g109800.4) apresentam uma reducdo significativa do
dominio quinase em comparagdo ao dominio funcional da MPS1 de A. thaliana. Destes,
quatro ortologos (Glyma 13g083100.3, Glymal3g083100.2, Glymal4g164400.4 e
Glyma06¢g109800,4) também ndo possuem a regido que delimita o loop de ativacdo que
é fundamental para o correto funcionamento de todas as proteinas quinases (DOU et al.,
2011; KLAUS-HEISEN et al., 2011; RUSSO; JEFFREY; PAVLETICH, 1996; WANG
et al., 2009) (Figura 8). A perda do loop de ativagdo € significativa porque nesta regido
esta localizado o motif DFG (aspartato-fenilalanina-glicina), o qual j& é classicamente
associado a manutencdo da atividade em proteinas quinase (RUSSO; JEFFREY;
PAVLETICH, 1996) e um conjunto de trés residuos de treonina (Thr-579, 580 e 590 na
MPS1 de A. thaliana), os quais estdo fortemente implicados na ativacdo por
autofosforilacédo, localizagéo e selecdo dos alvos das quinases da familia da MPS1(LIU;
WINEY, 2012). Todavia, embora tenha ocorrido essa delecdo de partes das seqiiéncias
polipeptidicas dos ortdlogos de soja, os atlas de expressdo disponiveis ainda indicam
que estes genes estdo sendo expressos em diversos tecidos da planta em niveis variados
(Figura 8). Na avaliacao das sequéncias também foi possivel observar que naquelas em
que ndo houve encurtamento do dominio quinase por delecdo de residuos, as regides
que estdo relacionadas com a atividade catalitica da enzima, mais precisamente o sitio
de ligacdo ao substrato (ATP) e o sitio ativo também foram conservados (Figura 9)
(DOU et al., 2004; FISK; WINEY, 2004; MATTISON et al., 2007a).

De maneira oposta, foi observado que o grau de conservacdo no dominio quinase
entre os ortdlogos da MPS1 de S. bicolor é mais elevado, o que de certa forma
surpreende, considerando a distancia evolutiva que separa monocotileddneas das

dicotileddneas.
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Figura 8: Atlas de expressdo dos ort6logos da MPS1 de A. thaliana em G. max. A: Glyma.049g252700.1; B: Glyma.13g083100; C: Glyma069g109800 e D: Glyma.149164400.
As barras superiores (bege) indicam todos os transcritos e as barras inferiores (azul) indicam os valores médios de transcrigdo, considerando diferentes tecidos da planta
(vagem, folha, raiz, nédulos radiculares, semente, meristema apical, haste e flor); Fonte: phytozome.jgi.doe.gov/jbrowse.
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ATIGTTT20.9/400-693 400 - -¥YORLGK IKLKGRDYATAYGFCQE | GYLKKLKGK TN | BOL IDYEVTDKTLLQEVLNGTMSNKDGRYVKEDGF | 494
Glyma 13G083100.¥350-524 350 KLYQRLGK IKLKGRDYATAYGFCQE | EYLMRLKGKNN [IRGL IDYEY - - - - - - - - oo oo e e e oo 49
Glyma 13G083100.1/350-645 350 KLYQRLGK IKLKGRDYATAYGFCQE | EYLNRLKGKNN | BOL IDYEVTDKALFEGY INGSFSNKDGRYKDDGY | 446
Glyma 13G083100.¥228-523 228 KLYQRLGK IKLKGRDYATAYGFCQE | EYLNRLKGKMN | BOL IDYEVTDKALFEGY INGSFSNKDGRYKDDGY | 324
Glyma 13G083100.2/350-461 350 KLYQRLGK IKLKGRDYATAYGFCQE | EYLMRLKGKMMN | BOL IDYEVTDKALFEGY INGSFSNKDGRYKDDGY | 446
Glyma 14G164400.¥349-539 349 KLYQORLGK IKLKGRDYATAYGFCQE | EYLMRLKGKMN | BOL IDYEVTDKALFEGY INGSFSHNKDGRYVKDDGY | 445
Glyma 14G164400.4165-335 165 KLYQRLGK IKLKGRDYATAYGFCQE | EYLNRLKGKNN | BaL IDYEVTDKALFEGY INGSFSNKDGRWVKDDGY | 281
Glyma 14G164400.1/3459-644 349 KLYQRLGK IKLKGRDYATAYGFCQE | EYLNRLKGKNN | BOL IDYEVTDKALFEGY INGSFSNKDGRYKDDGY | 445
Glyma 14G164400. 5165460 165 KLYQRLGK IKLKGRDYATAYGFCQE | EYLNRLKGKMNN | [BAL IDYEVTDKALFEGY INGSFSHNKDGRWKDDGY | 261
Glyma 14G164400.2/349-539 349 KLYQRLGK IKLKGRDYATAYGFCQE | EYLNRLKGKMN | BOL IDYEVTDKALFEGY INGSFSNKDGRYKDDGY | 445
Glyma 04G252700.1/334-629 334 KLYQRLGK IKLKGRDYATAYGFCQE | EYLMRLKGKDN | (BOL IDYEVTDKALLEEVMKGS FSNKDGRYKDDGC | 430
Glyma 0BG109800.1/376-671 376 KLYQRLGK IKLKGRDYATAYGFCQE | EYLMRLKGKDN | (BOL IDYEVTDKALLEEVMKGSFSNKDGRYKDDGC | 472
Glyma 06G109800. ¥376-671 376 KLYQRLGK IKLKGRDYATAYGFCQE | EYLNRLKGKDN | BaL IDYEVTDKALLEEVMKGSFSNKDGRYKDDGC | 472
Glyma 06GT109800.2/346-641 346 KLYQRLGK IKLKGRDYATAYGFCQE | EYLNRLKGKDN | BOL IDYEVTDKALLEEVMKGSFSNKDGRYKDDGC | 442
Glyma 0BGT109800.4/376-509 376 KLYQRLGK IKLKGRDYATAYGFCQE | EYLNRLKGKDN | [§OL IDYEVTDKALLEEVMKGSFSNKDGRYKDDGC | 472

ATIGTTT20.9/400-693

Glyma 13G083100.¥350-524
Glyma 13G083100.1/350-645
Glyma 13G083100.¥228-523
Glyma 13G083100.2/350-461

Glyma 14G164400.3349-539 LAHMLSEQKWKELDGSNQT IDEMANLRFYWARIQ T LOAVNT IHEER | 'WHS BIL AP EGIF 81 VK GS LKL e el N
Glyma 14G164400.4/185-335 LAHMLEQKWKELDGSNQT IDEMANLRFYWARG T LOAVNT IHEER | WHS BIL APEGIF 81 VK GS LKL (I

Glyma 14G164400.1/349-644 LAHMLSGKWKELDGSNQT IDENWLRFWGRG T LQAVNT IHEER | 'WHS BL 4P ERIF WL VK GS LK L (Ielgel Ries
Glyma 14G164400. 3162460 LAHMLEQKWKELDGSNAT IDEMNWLRFYWARG T LQAVNT IHEER | WHS BIL AP EIF 81 VK GS LK L [Ixigel RN
Glyma 14G164400.2/349-539 LAHMLEQKWKELDGSNAT IDEMNNWLRFYWARQ T LQAVNT IHEER | WHS BIL AP EGIF 81 VK GS LK L [Inigel G
Glyma. 04G252700.1/334-629 LAHMLEQKWKELDGNNKT IDENWLEFYWARQ T LLAVNT IHEER | WHS BIL APEGIF B VK GS LKL [Inigel G
Glyma 0BG109800. 1/376-671 LAHMLEQKWKELDGSYQT IDEMALRFYWARG T LLAVNT IHEDR | WHS EIL AP EGIF 81 VK GS LKL [InIgel RN
Glyma. 06 G109800. ¥376-671 LAHMLSGKWKELDGSYQT IDENAWLRFWRQITLLAVNT IHEDR | 'WHS Bl WP ERIF ML VK GS LK L (efgel RS
Glyma 06 G109800.2/346-641 LAHMLEQHKWKELDGSYQT IDENWLRF YRR T LLAVNT IHEDR | WVHS EIL P SEIF (ML VK GS LK L e el RN

Glyma. 06 G109800.4/376-509

NSDTTH | QRD

LAHMLEQHKWRELNGSNQT IDENWLRF YRR T LQAVNT IHEER | WHS EIL AP ERIF 81 VK GS LK L [Ieigel RN
LAHMLEQKWRELNGSNAT IDEMNWLRFYWARG T LQAVNT IHEER | WHS EIL P EXIF (ML VK GS LK L e e RN

L AHML S OKK EEL DG S Y AT I DEM LR Y - - - - - - o e o e e e o o e f e e e e e e e

ATIGTTT20.9/400-693 992 SAYMSPEAFMCHNESDENGNT IKCGRPSD WS LGC | LYQMYYGRTPFADYK TPWAKFKY | TDPMHE | TYNQLSMPWL I DLMKKC LANDRNGORWR | PELL 638
Glyma 13G083100.¥350-524 423 SYMSPEAFMCHNESDASGN | IKCGRPSD IWSLGC | LYGMVYGRTPFADYRTPWAKFKY | TDPNHE | TYEPVSNPWLLDLMKRC LAAMHRNERWR | PQLL 519
Glyma 13G083100.1/350-645 544 SYMSPEAFMCNESDASGN | IKCGRPSD INWSLGC | LYQMYYGRTPFADYRTFPWAKFKY | TDPNHE | TYEPVSNPWLLDLMKRC LANHRNERWR | PQLL &40
Glyma 13G083100.5228-523 422 YMSPEAFMCHNESDASGN | IKCGRPSD INSLGC | LYQMYYGRTPFADYRTPWAKFKY | TDPNHE | TYEPYVSNPWLLDLMKRC LANHRNERWR | PQLL 518
et BT e e e T T I

et B e Lot e ek T I T

et B e L o I I I

Glyma 14G164400.1/349-644 543 E{MSPEAFMCN ESDASGN | IKCGRPSD IWSLGC | LYOMVYGRTPFADYK TPNVAKFKEY | TDPNHE IMYAPYVSNPWLLDLMRRC LAADRNERWR | PQLL 639
Glyma 14G164400. 5165460 339 FYMSPEAFMCMNESDASGHN | IKCGRPSD INSLGC | LYQMYYGRTPFADYK TPWAKFKY | TDPNHE | MYAPYSNPWLLDLMRRC LANDRNERWR | PQLL 455
et B e L L K - I e i I

Glyma 04G252700.1/334-629 528 SYMSPEAFLCMNETDAMGHN | IKCGRPSD INSLGC | LYQMYYGRTPFSDYK TPWAKFKY | TDPNHK | TYEPVSNPWLLDLMKRC LANDRNQRWR | POLL &24
Glyma 06G109800.1/376-671 570 SAYMSPEAFLCMETDAMGHN | IKCGRPSD INSLGC | LYQMYYGRTPFSDYK TPNAKFKY | TDPNHK | TYEPYVSNPWLLDLMERC LAANDRNORWR | POLL G566
Glyma 06G109800. ¥376-671 570 YMSPEAFLCHNETDANGHN | IKCGRPSD IWSLGC | LYQMVYGRTPFSDYK TPWAKFKY | TOPNHK | TYEPVSNPWLLDLMERC LAANDRNGRWR | PQLL G668
Glyma 06G109800.2/346-641 540 SYMSPEAFLCNETDANGN | IKCGRPSD INWSLGC | LYQMYYGRTPFSDYK TRWAKFKY | TDPNHK | TYEPVSNPWLLDLMERC LANDRNGRWR | PQLL G636

Glyma 06G109800.4/376-509

Figura 9Alinhamento mdltiplo das seqiiéncias do dominio quinase dos ort6logos da MPS1 de A. thaliana eG.max.. Vermelho - loop de ativacdo; preto — motif DFG; azul
escuro — treoninas de ativagéo e verde — sitio de ligacdo a ATP e sitio ativo.
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Observando o alinhamento multiplo entre os dominios quinase dos cinco
ortdlogos da MPS1 em S. bicolor (Sobic.001g122100.1, 0119122100.2, 011g122100.3,
0119122100.4 e 011g122100.5) nota-se que apenas 0s transcritos Sobic.011g122100.4 e
011g122100.5 apresentam alguma divergéncia na porcdo C-terminal do dominio
funcional. O loop de ativacdo bem como as regibes de importancia catalitica sdo
inteiramente conservados, incluindo o motif DFG e as trés treoninas responsaveis pela
ativacdo da enzima por autofosforilagdo (Figura 10). A mesma tendéncia pode ser
observada na comparacdo com o ortélogo de S. lycopersicum (Solyc.11g013240.1.1),
entretanto chama a atencdo uma insercdo de 30 residuos entre as posicdes 586 e 616
(Figura 11).
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ATIGTTT20.1/400-6923

Sobic. 001 G122100.1/421-713
Sobic. 001 G122100. 3417-719
Sobic. 001 G122100.2/395-687
Sobic. 001 G122100.4/421-655
Sobic. 001 G122100.5417-665

ATIGTTT20.1/400-6923

Sobic. 001 G122100.1/421-713
Sobic. 001 G122100. 3/417-719
Sobic. 001 G122100.2/395-687
Sobic. 001 G122100.4/421-655
Sobic. 001 G122100.5417-665

ATIGTTT20.1/400-6923

Sobic. 001 G122100.1/421-713
Sobic. 001 G122100. 3/417-719
Sobic.001G122100.2/395-687
Sobic. 001 G122100.4/421-655
Sobic. 001 G122100.5417-665

ATTGTFTT20.1/400-693

Sobic. 001 G122100.1/421-713
Sobic. 001 G122100. 3417-719
Sobic. 001 G122100.2/395-687
Sobic. 001 G122100.4/421-655
Sobic. 001 G122100.5417-665
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SSE
SSE

KW ISSDCT I YEL
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KW ISSDC | IYRIL
KW ISSDC | YEL
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IKLRGRDYPTAYGFCQE | EYLNKLKGKSN |
IKLRGRDYPTAYGFCQE | EYLNKLKGKSN |
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MIDYEWTDKSLL - - - LESSYPPRDGR [KDDHF |
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LANMYALKWKERHMCHNMK | DEMAWLR FANWRAGMLEAVST IHEER | WHS
LANMYALKWKERHNCHMK | DEMALRFYWRGMLEAVST IHEER | WVHS
L ANMYALKAWKERHMCHME | DEMALR FYW2RGQMLEAVST IHEER | WHS
LAMMYVALKWHERHMCHMK | DEMAWLE FYWACMLEAVST IHEER | WHS

LANMY ALKWKERHNCHNMK [DEMALRFYWWRAGAMLEAVST IHEER |WVHS

-
o
=
=
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=
-
=
A
%]
L]
—
D
—
o
I

AN ERIRYHEINAR [ DF G| AKA [MHNDT TN | QRDAQYVGT L

494
514
310
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592 YMSPEAFMCHESDENGNT IKCGRPSD IASLGT | LYGMYYGRTPFADYK TRNAKFEY ITDPMHE | TYNGQLSMNPAL IDLMKKCLANDREMNGRAWR | PELL 688
612 gIYMSPEAFMCND TDSGGNY IKCGRPSD PMSLGC | LYGMYYGK TP FADYK T PANAK YK EY TDRNHK IMYEPYVDNPAWL IDLMAQRCLANDREMERWR | PQLL 703
608 gIYMSPEAFMCHND TDSGGNY IKCGRPSD MSLGT | LYGMYYGKTPFADYK T PANAK YK EYV TDRNHK IMYEPYDNPAL IDLMARCLANDREMERWR | PQLL 704
586 QIYMSPEAFMCHND TDSGGNY IKCGRPSD MASLGE | LYGMYYGKTPFADYK T PANAK YK EYV TDRNHK IMYEPYDMNPAL IDLMORCLANDREMERWR | PQLL 632
612 gMSPEAFMCHD TD S GGNY TKCGRPSD IS LG | LY MY Y G S P - - - - - o o o oo e e i e e e e e e e e e e e e e - 6325
6058 gYMSPEAFMCHD TDSGGNY IKCGRPSD PASLGT | LY GMyY Y G SPGTEMND - - GGYLMF S S - - - - - oo e e e e e e e e e e e e o - 665
B89 QHPFL--------- - G693
709 KHPFL---------- 713
705 KHPFLMPPYWPHKDLPP 719
683 KHPFL---------- 6E7

Figura 10: Alinhamento multiplo das seqliéncias do dominio quinasedos ort6logos da MPS1 de A. thaliana e S. bicolor.. Vermelho - loop de ativa¢io; preto — motif DFG;
azul escuro — treoninas de ativacgao e verde: sitio de ligacdo a ATP e sitio ativo
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ATIGTT720.1/400-693

KW ISSDCT sl g |KLKGRDYATAYGFCQE | GYLKKLKGK TN | [R2L IDYEVTDK TLLQEVLNGTMSHNKDGRYVKEDGF | v'495
Solye11g013240.1. 1/450-737 L

KW I ASDCS | IKLKGRDYATAYGFCQE | EYLKRLKGKMN | 2L IDYEVTDKNLLDEVMNGEMSHMMNE TRVKEDGY | Y347

-QIL2AVNT IHEER 1'VHS BL AP BIIF (BL VR G562
€0 I LLAVNT IHEER | WHS L QP SIRIF (JL VR GE45
ATVGTTF20.1/400-69.3 B MSPEAFMCHMESDENGNT IKCGRPSD PASLGT | LYQMYYGRTPFADYK T FWAKFKEY | TDPMHE | TYNGQGEQD
SolycT1gl 13240, 1. 1/450-737 R MSPEAFMCHNETDANGHT IKCGRPSD WELGT | LYQWMYYGRTPFSEFKTPWAKFRY I TMPMH - - - - - - [T

ATVGTTF20.1/400-69.3
SolycT1gl 13240, 1. 1/450-737

ATTGTFTT20.1/400-693
Solyc 1 1g 132401 W/ 450-73F

Figura 11: Alinhamento multiplo das seqiiéncias do dominio quinase dos ort6logos da MPS1 de A. thaliana e S. lycopersicum.. Vermelho - loop de ativacgéo; preto — motif
DFG; azul escuro — treoninas de ativagao e verde — sitio de ligacdo a ATP e sitio ativo.
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A busca por motifs de interacdo proteina-proteina utilizando a ferramenta
disponivel no servidor ELM revelou que as sequéncias estudadas apresentam diversos
sitios de interesse dentro do contexto do ciclo celular. Novamente a anélise foi dividida
entre as regides N-terminal e o dominio funcional. A por¢do C-terminal ndo foi incluida
na analise por ndo ter apresentado nada de relevante, além de na grande maioria das
sequéncias ser praticamente inexistente. Abaixo seguem os motifs identificados (Tabela
4):

Tabela 4: Tabela com os motifs de interacdo proteina-proteina selecionados ap6s analise com a
ferramenta ELM:

Motif Definicéo Referéncia

L x (GLOTZER; MURRAY;
DEG_APCC DBOX 1 Ligacdo ao APC/C e degradacdo KIRSCHNER, 1991)

Sitio de reconhecimento de (TAKEDA;
DOC_CYCLIN_1 ciclina WOHLSCHLEGEL;
DUTTA, 2001)
DOC_MAPK gen 1 Sitio de docking a MAPKs (TANOUE, 2001)

Fosfopeptideo de ligacdo a
proteinas 14 3 3

LIG_MAD2 Ligacdo a MAD2

LIG_SUMO_SIM _par_1
LIG_SUMO_SIM_anti_2

LIG_14-3-3 CanoR_1 (MUSLIN et al., 1996)

(MUSACCHIO;
HARDWICK, 2002)
(ENDTER et al., 2001)

Sitio de interacdo com SUMO (HECKER et al.. 2006)

MOD_NEK2_1 - — (ALEXANDER et al.,
MOD_NEK2_2 Sitio de fosforilagdo por NEK2 2011)
MOD_PLK Sitio de fosforilacdo por Plk (NAKAJIMA et al., 2003)
MOID) S0l0) 1o 1 Sitio de sumonilagdo (HECKER et al., 2006)

MOD_SUMO _rev_2
TRG_NLS_MonoExtC_3
TRG_NLS_MonoExtN_4

TRG_NLS Bipartite 1
TRG_NLS_MonoCore_2

(DINGWALL; LASKEY,

Sinal de localizagéo nuclear 1991)

A distribuicdo e ocorréncia dos motifs selecionados é relativamente uniforme
entre as familias génicas avaliadas (Tabela 5). Contudo, 0 mesmo ndo pode ser afirmado
quando sdo considerados os ortdlogos individualmente. A grande variabilidade
observada entre as seqiiéncias de soja, incluindo os longos trechos de delecdo no
dominio quinase dessas proteinas foi significativa para ocorréncia desses motifs.
Observa-se também que osmotifs de localizacdo nuclear (TRG_NLS_ MonoExtC 3,
TRG_NLS_MonoExtN_4, TRG_NLS Bipartite_ 1 e TRG_NLS_ MonoCore_2) ocorrem
exclusivamente na por¢cdo N-terminal de todos os ortdlogos avaliados, o que pode

indicar uma especializacdo funcional para essa regido na familia da MPS1.
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Tabela 5: Distribuigdo da ocorréncia dos diferentes motifs de interacdo proteina-proteina entre as familias
génicas  avaliadas  (Atlg77720, Glyma04g252700, Glyma06g109800,  Glymal3g083100,
Glymal4g164400, Solyc11g013240 e Sobic001g122100) em Arabidopsis, soja, tomate e sorgo. Legenda:
X indicam presenca do motif e — indica auséncia. Os motifs que ocorrem exclusivamente na regido N-
terminal foram realcados (cinza).

N-terminal

Motif A.thaliana G.max S.lycopersicum S. bicolor
DEG_APCC _DBOX 1 - - - -
DOC _CYCLIN_1 X
DOC_MAPK gen_1
LIG_14-3-3 CanoR_1 X
LIG_MAD?2 -
LIG_SUMO_SIM _par_1
LIG_SUMO_SIM_anti_2 -
MOD_NEK2_ 1 X
MOD_NEK2_2 -
MOD_PLK
MOD_SUMO_for_1
MOD_SUMO rev_2
TRG_NLS_MonoExtC 3
TRG_NLS_MonoExtN_4
TRG_NLS Bipartite 1 -
TRG_NLS_MonoCore_2 - - - X

Dominio quinase
DEG_APCC_DBOX_1 X -
DOC_CYCLIN_1 X
DOC_MAPK gen_1
LIG_14-3-3 CanoR_1
LIG_MAD?2
LIG_SUMO_SIM par_1 -
LIG_SUMO_SIM_anti_2 - -
MOD_NEK2_1
MOD_NEK2_2
MOD_PLK
MOD_SUMO for_1 - -
MOD_SUMO _rev_2
TRG_NLS_MonoExtC 3 - - - -
TRG_NLS_MonoExtN_4 - - - -
TRG_NLS Bipartite_1 - - - -
TRG_NLS_MonoCore_2 - - - -

X X X
X X X
X X X

X X X X X X
X X X X X X X 1
X X X

X

X X X X
X X X
X X X X X X
X X X X X

X X X
X X X
X X X
X X X

X
X
X
X

Conforme mencionando anteriormente, a distribuicdo dos motifs entre as
familias génicas avaliadas é relativamente uniforme. Nenhuma delas apresenta um

namero muito superior de motifs reconhecidos (de fato, a diferenca nao é superior a trés
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motifs, considerando todas as sequéncias). Entretanto, a diferengas observadas entre 0s
ortélogos precisam ser pontuadas, pois podem significar diferencas funcionais
importantes no contexto celular e fisiologico. Na regido do dominio quinase, 0s
ortélogos de soja foram aqueles que apresentaram o maior nimero de diferencas
(Tabela 6). De maneira pouco surpreendente essas diferengas surgem exatamente nos
ortélogos que apresentam regides onde ocorreram dele¢des (Figura 9) e que divergem
da sequiéncia do dominio quinase de A. thaliana.

Tabela 6: Lista dos ortologos da MPS1 de G.max que nao apresentaram motifs identificados na seqiiéncia

do dominio quinase da MPS1 de A. thaliana. Os ortélogos que sofreram as maiores delecGes em suas
sequencias estéo realcados (cinza)

Dominio quinase

Motif Ortdlogo
DOC_CYCLIN_1 Glymal39038100.3
LIG_14-3-3_CanoR_1 Glymal3g038100.3; Glymal13g083100.2;
Glyma069g109800.4
LIG_MAD2 Glymal3g038100.3; Glyma13g083100.2;

Glyma06¢g109800.4

Glymal3g083100.1; Glymal3g083100.2;

LIG_SUMO_SIM_par_1 Glymal3g083100.3; Glyal13g083100.5;
- - T Glyma069g109800.4; Glymal4g164400.1;
Glymal4g164400.2; Glymal4g164400.3,

Glymal4g164400.4; Glymal4g164400.5

MOD_NEK?2_1 Glymal3g083100.3

MOD NEK2 2 Glymal3g083100.3; Glymal3g083100;
h h Glyma06g109800.4

Glyma04g252700.1; Glyma06g109800.1;
Glyma06¢g109800.2; Glyma06g109800.3;
Glyma069g109800.4

MOD_SUMO for_1

MOD SUMO rev 2 Glymal3g083100.2; Glymal3g083100.3;
B T Glyma06g109800.4

Os ortologos da MPS1 em S. bicolor e S. lycopersicum seguem a mesma
tendéncia observada na MPS1 de A. thaliana. Todos os motifs que estdo presentes na
AtMPS1 também ocorrem nas sequiéncias polipeptidicas de sorgo e tomate (Figuras 12-
17).
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1. DEG_APCC_DBOX_1 1.DOC_CYCLIN_1

2. DOC_CYCLIN_1 6 2.LIG_14-3-3_CanoR_1 4
3. DOC_MAPK_gen_1 3.LIG_MAD2 ]
4. LIG_14-3-3_CanoR_1 4.MOD_NEK2_1

5. LIG_MAD2 5.MOD_NEK2_2

6. MOD_NEK2_1 6.SUMO_SIM_1

7. MOD_NEK2_2

8. MOD_PLK

Figura 12: Comparacdo da presenca de motifs de interagdo proteina-proteina no dominio quinase da MPS1 de A. thaliana (A) e do ortélogo Glyma04g252700.1 de G.max
(B). Vermelho: DOC_CYCLIN_1; Azul escuro:DOC_MAPK gen_1; Preto: DEG_APCC_DBOX_1; Magenta: LIG_MAD2, 14-3-3 CanoR_1 e MOD_SUMO rev_2,
Laranja: MOD_NEK?2_1; Verde limdo: MOD_NEK2_2 e Verde escuro: LIG_SUMO_SIM_par_1.
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1. DEG_APCC_DBOX_1 1. DOC_CYCLIN_1

2. DOC_CYCLIN_1 6 2. DOC_MAPK _gen_1

3. DOC_MAPK_gen_1 ) 3. LIG_14-3-3_CanoR_1
4. LIG_14-3-3_CanoR_1 4. LIG_MAD2

5. LIG_MAD2 5. LIG_SUMO_SIM_par_1
6. MOD_NEK2_1 6. MOD_NEK2_1

7. MOD_NEK2_2 7. MOD_NEK2_2

8. MOD_PLK 8. MOD_SUMO_rev_2

Figura 13: Comparacdo da presenca de motifs de interacdo proteina-proteina no dominio quinase da MPS1 de A. thaliana (A) e dos ort6logosda familia génica
Glyma06g109800 de G.max (B). Vermelho: DOC_CYCLIN_1; Azul escuro:DOC_MAPK_gen_1; Preto: DEG_APCC_DBOX_1; Magenta: LIG_MAD2, 14-3-3_CanoR_1 e
MOD_SUMO _rev_2, Laranja: MOD_NEK2_1; Verde limdo: MOD_NEK2_2 e Verde escuro: LIG_SUMO_SIM_par_1.
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. DEG_APCC_DBOX_1
. DOC_CYCLIN_1

. DOC_MAPK _gen_1

. LIG_14-3-3_CanoR_1
. LIG_MAD2

1. DOC_CYCLIN_1

2. DOC_MAPK_gen_1

3. LIG_14-3-3_CanoR_1
4

5

. LIG_MAD2
. MOD_NEK2_1

ONOUTHA WNE

. MOD_NEK2_1 6. MOD_NEK2_2
. MOD_NEK2_2 y
. MOD_PLK OD_SUMO_rev_2

Figura 14: Comparacdo da presenca de motifs de interagdo proteina-proteina no dominio quinase da MPS1 de A. thaliana (A) e dos ort6logos da familia génica
Glymal3g083100 de G.max (B). Vermelho: DOC_CYCLIN_1; Azul escuro:DOC_MAPK_gen_1; Preto: DEG_APCC_DBOX_1; Magenta: LIG_MAD2, 14-3-3_CanoR_1 e
MOD_SUMO _rev_2, Laranja: MOD_NEK2_1; Verde limdo: MOD_NEK2_2 e Verde escuro: LIG_SUMO_SIM_par_1.
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1. DEG_APCC_DBOX_1 1. DOC_CYCLIN_1

2. DOC_CYCLIN_1 6 2. DOC_MAPK_gen_1

3. DOC_MAPK _gen_1 ) 3. LIG_14-3-3_CanoR_1
4. LIG_14-3-3_CanoR_1 4. LIG_MAD2

5. LIG_MAD2 5. MOD_NEK2_1

6. MOD_NEK2_1 .o 6. MOD_NEK2_2

7. MOD_NEK2_2 7. MOD_SUMO_rev_2
8. MOD_PLK 8. MOD_PLK

Figura 15: Comparacdo da presenca de motifs de interagdo proteina-proteina no dominio quinase da MPS1 de A. thaliana (A) e dos ort6logos da familia génica
Glymal4g164400 de G. max (B). Vermelho: DOC_CYCLIN_1; Azul escuro:DOC_MAPK _gen_1; Preto: DEG_APCC_DBOX_1; Magenta: LIG_MAD2, 14-3-3_CanoR_1e
MOD_SUMO rev_2, Laranja: MOD_NEK2_1; Verde limdo: MOD_NEK2_2 e Verde escuro: LIG_SUMO_SIM_par_1.
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. DEG_APCC_DBOX_1 . DEG_APCC_DBOX_1

1 1
2. DOC_CYCLIN_1 6 2. DOC_CYCLIN_1

3. DOC_MAPK_gen_1 | 2 6. 8 3. DOC_MAPK_gen_1

4. LIG_14-3-3_CanoR_1 r 91 4. LIG_14-3-3_CanoR_1
5. LIG_MAD2 5. LIG_MAD2

6. MOD_NEK2_1 6. MOD_NEK2_1

7. MOD_NEK2_2 7. MOD_NEK2_2

8. MOD_PLK 8. MOD_PLK

Figura 16:Comparacdo da presenca de motifs de interacdo proteina-proteina no dominio quinase da MPS1 de A. thaliana (A) e dos ortdlogos da familia génica
Sobicc001g122100 de S. bicolor (B). Vermelho: DOC_CYCLIN_1; Azul escuro:DOC_MAPK gen_1; Preto: DEG_APCC_DBOX_1; Magenta: LIG_MAD2, 14-3-
3_CanoR_1 e MOD_SUMO _rev_2, Laranja: MOD_NEK2_1; Verde limdo: MOD_NEK2_2 e Verde escuro: LIG_SUMO_SIM_par_1.
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1. DEG_APCC_DBOX_1 1. DEG_APCC_DBOX_1
2. DOC_CYCLIN_1 6 2. DOC_CYCLIN_1
3. DOC_MAPK _gen_1 ) 3. DOC_MAPK_gen_1
4. LIG_14-3-3_CanoR_1 4. LIG_14-3-3_CanoR_1
5. LIG_MAD2 5. LIG_MAD2
6. MOD_NEK2_1 6. LIG_SUMO_SIM_par_1
7. MOD_NEK2_2 7. MOD_NEK2_1
8. MOD_PLK 8. MOD_NEK2_2

9. MOD_PLK

10. MOD_SUMO_rev_2

Figura 17:Comparacdo da presenca de motifs de interacdo proteina-proteina no dominio quinase da MPS1 de A. thaliana (A) e do ortélogoSolyc11g013240.1.1. Vermelho:
DOC_CYCLIN_1; Azul escuro:DOC_MAPK _gen_1; Preto: DEG_APCC_DBOX_ 1; Magenta: LIG_MAD2, 14-3-3_CanoR_1 e MOD_SUMO rev 2, Laranja:
MOD_NEK2_1; Verde limdo: MOD_NEK2_2 e Verde escuro: LIG_SUMO_SIM_par_1.
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A avaliacdo da presenca de motifs da regido N-terminal revelou que os ortélogos
e G. max apresentam uma tendéncia semelhante em relacdo ao que foi observado nas
analises das sequiéncias do dominio quinase. Resumindo, existe pouca conservagao
destes motifs nas diferentes seqliéncias de soja, principalmente naquelas mais

divergentes (Tabela 7).

Tabela 7:Listagem dos motifs que ndo foram identificados em ortélogos da MPS1 de G. max.

N-terminal
Motif Ortdlogo
Glymal3g083100.1; Glymal3g083100.2;
DOC CYCLIN_ 1 Glymal3g083100.3; Glymal3g083100.5;

Glymal4g164400.4; Glymal4g164400.5

Glymal3g083100.5; Glymal4g164400.4;
Glymal4g164400.5; Glyma04g252700.1;
Glyma06¢g109800.1, Glyma06g109800.2;
Glyma06¢g109800.3; Glyma06g109800.4

DOC_MAPK_gen_1

LIG_SUMO_SIM_par_1 Todos os ort6logos de soja

Novamente os ortdlogos de G.max ndo apresentaram muitos dos motifs que
naturalmente ocorrem na MPS1 de A. thaliana, S. lycopersicum e S. bicolor. E
importante ressaltar também que neste caso, motifs que ocorrem exclusivamente e/ou
mais freqlientemente na regido do dominio funcional, como por exemplo
LIG_MAD2(MUSACCHIO; HARDWICK, 2002) eDEG_APCC_BOX_1 (GLOTZER;
MURRAY; KIRSCHNER, 1991)foram desconsiderados. Além disso motifs redundantes
como 0 NEK2 1 e NEK2 2 (ALEXANDER et al.,, 2011) e os de translocacdo e
localizagéo nuclear (TRG_NLS_MonoExtC_3; TRG_NLS_MonoEXxtN_4;
TRG_NLS Bipartite_1; TRG_NLS MonoCore_2) (DINGWALL; LASKEY, 1991;
KALDERON et al., 1984) também foram desconsiderados, pois embora ndo ocorram
em todas as sequiiéncias, a presenca de apenas um deles é suficiente uma vez que
apresentam a mesma funcdo. Nesse caso foi observado que todos esses motifs se

distribuem por todas as sequéncias avaliadas sem a formacao de um padrdo especifico.
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4.2. Analise da conservacdo estrutural dos ortélogos da MPS1 de A. thaliana em
comG. max, S. lycopersicum e S. bicolor:

A organizacdo estrutural da proteina quinase MPS1 é a mesma observada na
familia das proteinas quinase, apresentando uma divisdao em dois lobos N e C-terminal
(FISK; MATTISON; WINEY, 2004; LIU; WINEY, 2012) (Figura 18). A porgdo N-
terminal é composta de cinco folhas-B (B1-5) antiparalelas, uma regido em o- hélice
denominada hélice aC e mais uma folha beta (B0) na terminagdo do lobo menor. As
folhas B1 e B2 sdo conectadas por um loop posicionado na borda da cavidade do sitio
ativo que é funcionalmente associado a ligacdo de grupamentos fosfato durante eventos
de fosforilacdo (CHU et al., 2008a). A regido C-terminal do dominio é formada por sete
a-hélices (aD, E, F, G, H, I ¢ EF) interconectadas por algas sem defini¢do estrutural
denominadas regides de desordem intrinseca. O loop de ativagdo e o loop P+1 ficam
localizados entre as duas porcdes e formam o segmento de ativacdo que é fundamental

para atividade em toda a familia de proteinas quinase (SCHEEFF et al., 2009).
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Figura 18: Organizacéo estrutural basica do dominio funcional da proteina MPS1. Folhas B0-7 e hélice
aC compdem o lobo N-terminal. Hélices aD, E, F, G, H, 1, EF compdem o lobo C-terminal.

Para avaliar o grau de conservacao da estrutura terciaria dos ortélogos estudados
a modelagem molecular foi utilizada para obter modelos tridimensionais do dominio
quinase de cada uma das sequiéncias. Foi observado que, a maioria das seqiiéncias
estudadas compartilha de grande similaridade estrutural (Figura 19), entretanto as
isoformas Glymal4g164400.2, Glymal4gl164400.3, Glymal4gl64400.4 e o gene
Glyma06g108900.4 apresentaram alinhamento estrutural pobre em relacdo a todas as
outras sequéncias (Figura 19). Muito provavelmente isso ocorre devido aos grandes
trechos de delecdo observados no dominio funcional destas proteinas. A reducao
significativa na estrutura primaria afeta diretamente no grau de cobertura das

estruturas(Figura 20).
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Figura 19: Sobreposicdo das estruturas dos ortdlogos da MPS1 de A. thaliana, G.max, S. lycopersicum e
S. bicolor. A: sobreposi¢do da MPS1 de A. thaliana (ciano) contra Glyma04g252700.1 (azul escuro); B:
Arabidopsis (ciano) contra Glyma06g109800 (vermelho) ; C: Arabidopsis (ciano) contra Glymal3g08300
(amarelo); D: Arabidopsis (ciano) contra Sobic001g122100 (roxo); E: Arabidopsis (ciano) contra
Solyc11g013240.1.1. (violeta).
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Figura 20: Ortélogos com baixa identidade estrutural em relacdo a MPS1 de A. thaliana. A: sobreposicao
da estrutura do ortélogo Glyma06g109800.4 (amarelo) contra B: Arabidopsis (ciano); Glymal4g164400
(verde) contra Arabidopsis (ciano).

4.3. Avaliacdo do potencial de interacdo entre os ortélogos da MPS1 como inibidor
SP600125 utilizando ancoramento molecular (docking):

O docking foi utilizado como ferramenta para avaliar o potencial de ligacdo do
inibidor (ligante) ao dominio funcional das proteinas selecionadas neste trabalho. De
maneira geral, com excecdo das sequéncias previamente excluidas, o experimento
revelou a formacdo de um cluster de solucdes dentro da cavidade do sitio ativo
orientadas para o residuo de referéncia. A interacao ligante-proteina é favoravel (Figura
21) com uma energia de formacdo média na ordem de -7 Kcal/mol, considerando todas

as solucGes obtidas.
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Figura 21: Energia de formacdo média para o complexo proteina-ligante computadas durante o calculo
do docking (menor é melhor). Cada barra representa a média entre as energias de dez conformacdes
geradas pelo programa durante o calculo

Foi possivel observar a formacéo de ligac6es de hidrogénio entre o ligante e pelo
menos um residuo da cavidade do sitio ativo na grande maioria das interacGes
observadas (Tabela 8 e 9). A formacdo de ligagbes de hidrogénio permite interacdes
mais estaveis e perenes no sistema. Além disso, ha um componente hidrofobico forte na
regido. Os residuos da cavidade do sitio ativo formam um “sanduiche” em torno do
ligante, criando um efeito hidrofobico que auxilia na estabilizacdo da molécula na
regido. E importante ressaltar que o ligante é de natureza altamente hidrofdbica, desta
forma, quanto maior a hidrofobicidade do sistema de ligacdo, mais favoravel serd a
interacdo entre as moléculas. Contudo, algumas estruturas demonstraram modo de
ligacdo diferente do normalmente observado (CHU et al., 2008a, 2010b). A solucéo
obtida para a estrutura Glymal4g164400.2 foi particularmente ruim. A organizacdo da
estrutura terciaria deste ortdlogo diverge consideravelmente das demais. O residuo
formador de ligacdo de hidrogrénio (Glu-453) esta posicionado numa a-hélice, o que
significa que parte dos residuos que atuariam como auxiliares na estabilizacdo da

molécula estdo voltados para o exterior da cavidade. Além disso 0s outros residuos da
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regido que também participam do componente hidrofobico da ligacdo estdo afastados da
regido, reduzindo drasticamente sua influéncia sob o ligante. Uma possivel causa seria a
delecdo de uma porcdo significativa da sequéncia polipeptidica (pelo menos 83
residuos) na regido C-terminal do dominio quinase. A diminuicdo da seqliéncia
certamente teve impacto negativo na organizacdo da estrutura terciaria desse ortélogo
(Figura 22). As interacdes calculadas para as outras sequéncias de G. max (Figuras 23-
30; Tabela 8)seguem a tendéncia observada na literatura (CHU et al., 2008a, 2010b).

Tabela 8: Listagem dos residuos formadores de ligagBes de hidrogénio em cada uma das solugdes
encontradas para ao docking do inibidor com a estrutura do dominio quinase dos ortélogos de G. max.

Ortdlogo Residuo
Glyma04g252700.1  Glu-435
Glyma06g109800.1  Glu-477
Glyma06g109800.2  Glu-447
Glyma06g109800.3  Glu-477
Glymal3g083100.1  Glu-451
Glymal3g083100.5 Glu-329
Glymal4g164400.1 Glu-450
Glymal4g164400.2 Glu-450
Glymal4gl164400.5 Glu-266

As solucdes encontradas para as estruturas de S. bicolor, também apresentaram
boa estruturacdo, contudo a substituicdo de uma leucina (Leu-558 em A. thaliana) por
uma metionina (Figura 36) entre os residuos e a regido que delimita o inicio do loop de
ativacdo e o sitio ativo da enzima trouxe consequéncias. A presenca de metionina nessa
posicdo reduz a acessibilidade na regido e forca a interacdo para uma regido mais
interna da cavidade, provavelmente causada pelo dipolo formado pelo atomo de enxofre
na sua estrutura. O deslocamento do ligante permitiu a formacdo de ligacdo de
hidrogénio com outros residuos dentro da cavidade (Figuras 31-36, Tabela 9).

Tabela 9: Listagem dos residuos formadores de ligagBes de hidrogénio em cada uma das solugdes
encontradas para ao docking do inibidor com a estrutura do dominio quinasedos ortélogos de S. bicolor.

Ortélogo Residuo
Sobic001g122100.1 Lys-439
Sobic0019122100.2 Met-490
Sobic001g122100.3 -
Sobic0019122100.4 Phe-466; Glu-469
Sobic001g122100.5 Lys-447
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Figura 22: Solugéo para o docking do inibidor com a estrutura Glymal4g164400.2. (A) O retangulo tracejado vermelho indica a zona de influéncia do grid configurado
durante os preparativos do calculo; (B) residuos (verde) da cavidade do sitio ativo que participam do componente hidrofobico da interagdo (C) representagio da superficie da
estrutura considerando apenas os residuos que fazem parte das interagdes com o ligante. A seta indica a posi¢do da ligagdo de hidrogénio com o residuo Glu-453 (magenta).
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Figura 23: Solucdo para o docking do inibidor com a estrutura Glyma04g252700.1. (A) O retangulo tracejado vermelho indica a zona de influéncia do grid configurado
durante os preparativos do célculo; (B) residuos (verde) da cavidade do sitio ativo que participam do componente hidrofdbico da interacdo (C) representacdo da superficie da
estrutura considerando apenas os residuos que fazem parte das interacfes com o ligante. A seta indica a posicéo da ligagdo de hidrogénio (linha tracejada preta) com o residuo
Glu-435 (magenta).
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Figura 24:Solucdo para o docking do inibidor com a estrutura Glyma069109800.1 (A) O retangulo tracejado vermelho indica a zona de influéncia do grid configurado
durante os preparativos do célculo; (B) residuos (verde) da cavidade do sitio ativo que participam do componente hidrofdbico da interacdo (C) representacéo da superficie da
estrutura considerando apenas os residuos que fazem parte das interacfes com o ligante. A seta indica a posicéo da ligagdo de hidrogénio (linha tracejada preta) com o residuo
Glu-477 (magenta).
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Figura 25:Solucdo para o docking do inibidor com a estrutura Glyma069109800.2 (A) O retangulo tracejado vermelho indica a zona de influéncia do grid configurado
durante os preparativos do célculo; (B) residuos (verde) da cavidade do sitio ativo que participam do componente hidrofébico da interacdo (C) representacdo da superficie da
estrutura considerando apenas os residuos que fazem parte das interacfes com o ligante. A seta indica a posicéo da ligagdo de hidrogénio (linha tracejada preta) com o residuo
Glu-447 (magenta).
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Figura 26:Solucdo para o docking do inibidor com a estrutura Glyma069109800.3 (A) O retdngulo tracejado vermelho indica a zona de influéncia do grid configurado
durante os preparativos do célculo; (B) residuos (verde) da cavidade do sitio ativo que participam do componente hidrofébico da interacdo (C) representacdo da superficie da
estrutura considerando apenas os residuos que fazem parte das interacfes com o ligante. A seta indica a posicéo da ligagdo de hidrogénio (linha tracejada preta) com o residuo
Glu-477 (magenta).
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Figura 27:Solucdo para o docking do inibidor com a estrutura Glymal3g083100.1 (A) O retangulo tracejado vermelho indica a zona de influéncia do grid configurado
durante os preparativos do célculo; (B) residuos (verde) da cavidade do sitio ativo que participam do componente hidrofdbico da interacdo (C) representacdo da superficie da
estrutura considerando apenas os residuos que fazem parte das interacfes com o ligante. A seta indica a posic¢do da ligacdo de hidrogénio (linha tracejada preta) com o residuo
Glu-451 (magenta).
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Figura 28:Solucdo para o docking do inibidor com a estrutura Glymal3g083100.5 (A) O retangulo tracejado vermelho indica a zona de influéncia do grid configurado
durante os preparativos do célculo; (B) residuos (verde) da cavidade do sitio ativo que participam do componente hidrofdbico da interacdo (C) representacdo da superficie da
estrutura considerando apenas os residuos que fazem parte das interages com o ligante. A seta indica a posicéo da ligacdo de hidrogénio (linha tracejada preta) com o residuo
Glu-329 (magenta).
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Figura 29:Solucdo para o docking do inibidor com a estrutura Glymal4g164400.1 (A) O retdngulo tracejado vermelho indica a zona de influéncia do grid configurado
durante os preparativos do célculo; (B) residuos (verde) da cavidade do sitio ativo que participam do componente hidrofdbico da interacdo (C) representacéo da superficie da
estrutura considerando apenas os residuos que fazem parte das interacfes com o ligante. A seta indica a posicéo da ligagdo de hidrogénio (linha tracejada preta) com o residuo
Glu-450 (magenta).

57



Figura 30: Solucéo para o docking do inibidor com a estrutura Glymal4g164400.5 (A) O retangulo tracejado vermelho indica a zona de influéncia do grid configurado
durante os preparativos do célculo; (B) residuos (verde) da cavidade do sitio ativo que participam do componente hidrofobico da interacdo (C) representacdo da superficie da
estrutura considerando apenas os residuos que fazem parte das interacfes com o ligante. A seta indica a posicéo da ligagdo de hidrogénio (linha tracejada preta) com o residuo
Glu-266 (magenta).
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Figura 31:Solucdo para o docking do inibidor com a estrutura Sobic001g122100.1 (A) O retangulo tracejado vermelho indica a zona de influéncia do grid configurado
durante os preparativos do célculo; (B) o retangulo tracejado indica a metionina (Met-578) que substitui uma leucina logo na entrada da cavidade e os residuos (verde) da
cavidade do sitio ativo que participam do componente hidrofébico da interacdo (C) representacdo da superficie da estrutura considerando apenas os residuos que fazem parte
das interagcdes com o ligante; o retdngulo tracejado indica novamente Met-578. A seta indica a posi¢ao da ligacdo de hidrogénio (linha tracejada preta) com o residuo Lys-439
(magenta).
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Figura 32:Solucdo para o docking do inibidor com a estrutura Sobic001g122100.2 (A) O retangulo tracejado vermelho indica a zona de influéncia do grid configurado
durante os preparativos do célculo; (B) o retangulo tracejado indica a metionina (Met-552) que substitui uma leucina logo na entrada da cavidade e os residuos (verde) da
cavidade do sitio ativo que participam do componente hidrofébico da interacdo (C) representacdo da superficie da estrutura considerando apenas os residuos que fazem parte
das interagcdes com o ligante; o retngulo tracejado indica novamente Met-552. A seta indica a posi¢do da ligacdo de hidrogénio (linha tracejada preta) com o residuo Met-490
(magenta).
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Figura 33:Solucdo para o docking do inibidor com a estrutura Sobic001g122100.3 (A) O retangulo tracejado vermelho indica a zona de influéncia do grid configurado
durante os preparativos do calculo; (B) o retangulo tracejado indica a metionina (Met-574) que substitui uma leucina logo na entrada da cavidadee os residuos (verde) da
cavidade do sitio ativo que participam do componente hidrofébico da interacdo (C) representacdo da superficie da estrutura considerando apenas os residuos que fazem parte
das interagcdes com o ligante; o retdngulo tracejado indica novamente Met-574. N&o héa a formagdao de ligagBes de hidrogénio.
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Figura 34:Solucgéo para o docking do inibidor com a estrutura Sobic0019122100.4 (A) O retangulo tracejado vermelho indica a zona de influéncia do grid configurado
durante os preparativos do calculo; (B) o retangulo tracejado indica a metionina (Met-578) que substitui uma leucina logo na entrada da cavidadee os residuos (verde) da
cavidade do sitio ativo que participam do componente hidrofébico da interagdo (C) representacdo da superficie da estrutura considerando apenas os residuos que fazem parte
das interacdes com o ligante; o retdngulo tracejado indica novamente Met-578. A seta indica a posi¢do da ligacdo de hidrogénio (linha tracejada preta) com os residuos Phe-
466 e Glu-469 (magenta).
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Figura 35: Solucdo para o docking do inibidor com a estrutura Sobic0019122100.5 (A) O retangulo tracejado vermelho indica a zona de influéncia do grid configurado
durante os preparativos do célculo; (B) o retangulo tracejado indica a metionina (Met-574) que substitui uma leucina logo na entrada da cavidade e os residuos (verde) da
cavidade do sitio ativo que participam do componente hidroféhico da interagdo (C) representacdo da superficie da estrutura considerando apenas os residuos que fazem parte
das interagcdes com o ligante; o retdngulo tracejado indica novamente Met-574. A seta indica a posi¢ao da ligacdo de hidrogénio (linha tracejada preta) com o residuo Lys-447
(magenta).
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Figura 36: Alinhamento multiplo entre as sequéncias do dominio quinase da MPS1 de A. thaliana e S.bicolor. Vermelho: Regido de interacdo com o ligante (inibidor); Verde:
Regido do loop de ativacdo e Azul: indicagdo da substituicdo entre leucina (A. thaliana) e metionina (S. bicolor).
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Por fim, a solu¢do do docking para a ligagdo do inibidor com o ortélogo de S.
lycopersicum segue a mesma tendéncia observada nas sequéncias de G. max, com a
formacéo de uma ligagdo de hidrogénio com Glu-551 e os residuos da cavidade do sitio
ativo contribuindo com o componente hidrofébico da interacdo (Figura 37).
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Figura 37:Solugdo para o docking do inibidor com a estrutura Solic11g013240.1.1 (A) O retangulo tracejado vermelho indica a zona de influéncia do grid configurado
durante os preparativos do célculo; (B) os residuos (verde) da cavidade do sitio ativo que participam do componente hidrofébico da interacdo (C) representacdo da superficie
da estrutura considerando apenas os residuos que fazem parte das interagbes com o ligante. A seta indica a posi¢do da ligacdo de hidrogénio (linha tracejada preta) com o

residuo Glu-551 (magenta).
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4.4. Ensaio de inibi¢do in vitro do dominio quinase purificado da MPS1 de A.
thaliana:

O ensaio de inibigdo revelou que a atividade quinase, neste caso mensurada a
partir da formacdo de ADP, foi reduzida ao longo do tempo devido a presenca do
inibidor de maneira dose dependente (Figura 38). No experimento foram preparadas
quatro reacOes independentes as quais foram avaliadas em intervalos de 15 minutos. O
menor valor de intensidade absoluta foi logo nos 15 minutos iniciais do ensaio,
permanecendo relativamente constante sem apresentar grandes alteragdes, mesmo com
0 aumento da concentracdo do inibidor. Nas afericdes subsequientes foi observado um
aumento da atividade, entretanto a mesma reduz com o aumento da concentragdo do
inibidor para 0,1 uM e assume tendéncia constante até o fim do experimento apds 60

minutos de incubacéo.
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4.5. Inibicdo do desenvolvimento pds-germinativo de plantulas de G.max, S.
lycopersicum e S. bicolor apds tratamento com o inibidor SP600125:

Para avaliar os efeitos fisioldgicos da inibicdo da MPS1, sementes de G. max, S.
lycopersicum e S. bicolor foram germinadas e mantidas em crescimento em meio

contendo inibidor. Ao final dos experimentos o comprimento das raizes principais (RP),
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do epicétilo (EP) a formacdo de raizes secundérias (RS) e no caso de G. max o
comprimento do eixo epicotilo-radicula (EER) foram utilizados como pardmetro para
avaliacdo do inibidor no desenvolvimento pés-germinativo das plantulas das espécies
estudadas. Em G. max, foi observado que ao fim do experimento ndo houve diferenca
estatistica (P < 0,05) entre o grupos controle e tratado. Nenhuma das concentracGes de
inibidor utilizadas (1, 5, 10 e 20 uM) foi capaz de causar qualquer tipo de retardo no
desenvolvimento dos tecidos avaliados (Figuras 39 e 40) em nenhum dos pontos de
coleta (horas apds a semeadura - HAS).
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Figura 39:Avaliacdo dos tratamentos no crescimento do eixo hipocétilo-radicula de G. max ao longo de
96h apds a semeadura em placas ao nivel de significancia de 5% (P<0,05). Letras iguais indicam
tratamentos iguais.
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Figura 40: Conjunto representativo dos eixos das plantulas analisadas em cada tratamento e intervalos de
tempo considerados no experimento. Escala: 1cm (quadrado).
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Os resultados obtidos nos experimentos com S. lycopersicum e S. bicolor foram
opostos aos observados em G. max. Ambas as espécies se mostraram sensiveis a
presenca do inibidor, porém em niveis diferentes em cada érgdo avaliado. As partes
aéreas se mostraram menos sensiveis aos efeitos do inbidor em ambas as espécies,
exibindo resposta significativa apenas a partir de 10 UM ao passo que o sistema
radicular foi mais susceptivel, apresentando retardo no desenvolvimento pds-
germinativo a partir de 1 uM de inibidor (Figuras 41e 42). Embora estas tenham exibido
retardo no crescimento do sistema radicular principal, ndo houve diferenca detectavel
entre os tratamentos. Em contrapartida, a formacdo de raizes secundarias nas duas

espécies apresentou comportamento semelhante (Figura 41C e F). Ambas as espécies

69



foram afetadas proporcionalmente com o aumento da concentragédo de inibidor no meio
de crescimento. Esse efeito inclusive € mais proeminente da formacdo de raizes

secundarias do que no crescimento da raiz principal nas plantulas de ambas as espécies.
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Figura 41: Avaliacdo do efeito do inibidor sobre o desenvolvimento p6s-germinativo de plantulas de S. bicolor (A, B e C) e S. lycopersicum. (A, D) crescimento do epicétilo;
(B, E) crescimento da raiz principal; (C, F) formac&o de raizes secundarias.
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Figura 42:Conjunto representativo de plantulas de S. lycopersicum (A) e S. bicolor (B) tratadas com o
inibidor durante a germinacdo e desenvolvimento pds-germinativo. Efeito do inibidor no
desenvolvimento pos-germinativo de S. lycopersicum (A) e S. bicolor (B). Escala: barra =1 cm; grade = 1
cm.

4.6. Avaliacdo do potencial de reversdo do efeito inibitorio do SP600125 sobre o
desenvolvimento pos-germinativo de plantulas A. thaliana:

Utilizando dados anteriores (DE OLIVEIRA et al., 2012) aliados aos preceitos
da quimiogendmica, o experimento de reversibilidade foi concebido com o intuito de
avaliar se as plantulas de A. thaliana seriam capazes de retomar seu
desenvolvimento/crescimento naturalmente apds um periodo de inibicdo. Foi possivel
observar que apos a retirada do inibidor, utilizando lavagens sucessivas com meio de
cultura fresco, as plantulas em inibicdo foram capazes de retomar o ritmo de
crescimento normal e se igualarem ao grupo controle que haviam sido cultivadas pelo
mesmo periodo de tempo (total de 12 dias de crescimento). A avaliacdo dos parametros
selecionados como indicadores de crescimento/desenvolvimento (crescimento da raiz
principal —RP; nimero de raizes secundarias — RS e numero de primordio radiculares —
PR) revelou que ndo havia diferenca estatistica (P<0,05) entre o grupo controle e tratado
(Figuras 43 e 44).
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Figura 43: Avaliacdo dos indicadores de crescimento em plantulas de A. thaliana submetidas ao experimento de reversibilidade. (A) Crescimento da raiz principal (RP); (B)
formacéo de raizes secundérias (RS) e (C) formacdo de primérdio radiculares (PR)
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Figura 44: Conjunto representativo das plantulas de A. thaliana submetidas ao experimento de
reversibilidade. Barra = 1cm.

4.7. Avaliagdo da atividade GUS em pléantulas transformadas de A. thaliana em
experimentos e inibicéo e reversibilidade:

Por se tratar de uma ciclina mitotica (CYCBL1;1) a expressdo da construcdo
contida nas sementes utilizadas neste experimento ficou contida nos tecidos
meristematicos (Figura 45), a saber: na base do meristema apical (MA) onde surgem o0s
primordios foliares e na base das folhas mais jovens (em menor escala), nos primordios
radiculares (PR) e no meristema da raiz (MR). A quantificacdo, dada pelo valor medio
de cinza (VMC) obtido no canal de saturacdo das imagens obtidas, revelou que o nivel
de expressdo aumentou de maneira proporcional ao aumento da concentracdo de

inibidor utilizado nos tratamentos (Figura 46).
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reveladas para atividade da enzima f-glucoronidase (GUS). Barra: 100 pM.
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Figura 46: Quantificacio da atividade da enzima B-glucoronidase (GUS) em pléntulas de A. thaliana
submetidas a inibicdo. Letras diferentes indicam diferenca estatistica (P<0,05).

Sementes transformadas (CYCB1;1-GUS-Dbox) de A. thaliana também foram
submetidas a um experimento de reversdo. Neste ensaio as plantulas foram cultivadas
por cinco dias em meio de cultura suplementado com 1 uM de inibidor, lavadas e
mantidas em crescimento por mais cinco dias. Paralelamente, para fins comparativos,
foi mantido um grupo controle com 5 dias de cultivo. A avaliagdo dos tecidos
apresentando atividade GUS revelou que ap6s a lavagem (reversdo) as plantas
retornaram a um patamar de expressdo observado em plantas de cinco dias. Neste
experimento o grupo de plantulas submetidas a inibicdo com subseqtente liberacdo da
influéncia do inibidor apresentaram padrdo de crescimento semelhante as plantulas
cultivadas apenas em meio de cultura. 1sso demonstra que a reversao do efeito inibitorio
é possivel e as plantulas retomam o desenvolvimento pds-germinativo normal. Em
contrapartida, as plantulas que foram mantidas em inibicdo constante por cinco dias
exibiram comportamento semelhante ao observado nos experimentos de inibicao
simples, apresentando aumento da atividade GUS nos tecidos meristematicos (Figuras
47 e 48)
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Figura 47: Avaliacdo da atividade GUS pelos valores médios de cinza (VMC). Letras - diferentes
indicam diferenca estatistica ao nivel de significancia de P<0,05.
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Controle Inibicao 5 dias Reversao

Figura 48: Conjunto representativo das plantulas de A. thaliana submetidas ao experimento de reversdo e
revelacdo da atividade GUS. Barra = 100 pM.

4.8. Andlise protebmica de raizes de plantulas de A. thaliana apds reversdao da
inibicdo do desenvolvimento pos-germinativo por SP600125:

A analise de protedmica comparativa foi realizada considerando trés grupos
distintos: um grupo controle de plantulas cultivadas apenas em meio de cultura MS
meia-forca, um grupo controle de plantulas cultivadas em meio MS meia-forca
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suplementado com DMSO (solvente do inibidor) e um grupo tratado com 1 uM do
inibidor. Estes trés grupos foram denominados, CONTROLE, DMSO e
SP1respectivamente. Apé6s a obtencdo e interpretacdo dos espectros de massa foram
identificadas 1479 proteinas que apresentaram pelo menos 2 peptideos mapeados em
sua sequéncia e portanto consideradas como identificacfes positivas. Os trés
tratamentos foram entéo avaliados par a par formando os grupos CONTROLE-DMSO;
CONTROLE-SP 1 e DMSO-SP1. Estes trés agrupamentos foram avaliados quanto a
variacdo da expressdo destas proteinas considerando os valores de fold change
calculados (neutras, reguladas positivamente e reguladas negativamente). De maneira
geral, a grande maioria das proteinas ndo apresentou varia¢do entre os tratamentos. De
fato a maior quantidade de proteinas com fold change alterado foi observado no
conjunto DMSO-SP (131 proteinas ou 8,86% do total) (Tabela 10).

Tabela 10: Contagem das proteinas identificadas por grupo de variagdo:

Neutras Positivas Negativas TOTAL
CONTROLE-DMSO  1380-93,3%  33-223% 66 - 4,46%
CONTROLE-SP1 1325-89,58% 100-6,76 54 - 3,65% 1479
DMSO-SP1 1313-88,77% 131-886% 35-237%

Adicionalmente, foi o observado que das proteinas de regulacdo neutra a grande maioria

esta presente nos trés tratamentos avaliados (Figura49A).
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Controle/DMSO Controle/ SP 1T uMControle/DMSO Controle/SP 1 uMControle/DMSO Controle/SP 1

A C

DMSO/ SP 1 uM B DMSO/SP 1 uM DMSO/SP 1 uM

Figura 49: Diagramas de Venn indicando as intersecgGes entre os trés agrupamentos formados durante as analises de espectrometria de massas. (A) proteinas de regulacéo
neutra; (B) proteinas positivamente reguladas e (C) proteinas negativamente reguladas. Imagens obtidas em http://bioinformatics.psh.ugent.be/webtools/\VVenn
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Nas analises conduzidas no programa MapMan todos os valores de fold change
foram normalizados pelo log2 e foi estabelecido um cutt-off de 1. Os resultados néo
indicaram variagOes significativas em nenhuma das vias avaliadas (Figuras50-52). De
modo geral todos o0s trés grupos demonstraram 0 mesmo comportamento, indicando que
as plantas submetidas a reversdo sdo capazes de retomar sua fisiologia normal sem

alteracOes drasticas na maquinaria celular.
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Figura 50: Gréafico demonstrando a variagéo das proteinas identificadas no agrupamento CONTROLE-
DMSO nas principais repostas celulares. Vermelho indica redugdo e azul aumento. Figura obtida como
programa MapMan v3.15.1R2
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Figura 51:Grafico demonstrando a variacdo das proteinas identificadas no agrupamento CONTROLE-
SP1 nas principais repostas celulares. Vermelho indica reducédo e azul aumento. Figura obtida como
programa MapMan v3.15.1R2.
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Figura 52: Grafico demonstrando a variacdo das proteinas identificadas no agrupamento CONTROLE-

DMSO nas principais repostas celulares. Vermelho indica reducédo e azul aumento. Figura obtida como
programa MapMan v3.15.1R2.
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5. DISCUSSAO:

O ciclo celular é um evento extremamente bem conservado ao longo da
linhagem dos eucariotos (KOMAKI; SUGIMOTO, 2012; QUIMBAYA et al., 2012). A
Sua arquitetura basica e subdivisdo em quatro fases distintas ja foi observada em bem
documentada em diversos organismos (HARASHIMA; DISSMEYER; SCHNITTGER,
2013). Na sua atual configuracéo, o ciclo celular caracteriza-se por apresentar um amplo
conjunto de mecanismos de regulacdo que controlam de maneira extremamente precisa
a progressdo dos eventos que culminam na divisdo celular e consegiientemente na
producdo de novas células filhas. Tal precisdo permite o controle espaco temporal da
forma como as células de um organismo se multiplicam. De fato a hipétese vigente é a
de que o ciclo celular evoluiu para garantir que a divisdo celular ndo ocorra antes da
correta segregacdo dos cromossomos (VLEUGEL et al., 2012). Entretanto, mesmo com
uma notavel conservacdo entre 0s eucariotos ainda € possivel observar diferencas
cruciais que estdo diretamente relacionadas com os caminhos evolutivos que as
diferentes linhagens eucarioticas apresentam. Talvez as mais notaveis sejam as que

ocorremem plantas.

Plantas sdo organismos sesseis, desta forma todas as decisdes tomadas durante
seu desenvolvimento devem considerar o ambiente a sua volta (DANTE; LARKINS;
SABELLI, 2014; DEN BOER; MURRAY, 2000; SCOFIELD; JONES; MURRAY,
2014; STALS; INZE, 2001). As modificacdes de forma e ritmo de crescimento ocorrem
em resposta ao diversos estimulos oriundos do meio (KOMAKI; SUGIMOTO, 2012).
Um exemplo importante de como as condi¢Ges ambientais influenciam diretamente nas
decisdes que uma célula vegetal toma no curso do ciclo celular pode ser notada nos
eventos que ocorrem na citocinese, ao fim da mitose. Neste momento diversas cascatas
de sinalizacdo mediadas por MAPKs influenciam diretamente na escolha do plano de
divisdo celular. MAPKSs sdo, talvez a principal via de transducéo de sinais externos para
o interior celular em plantas (SOPORY, 1998). A escolha do plano de divisdo celular
em plantas é fundamental para o destino da nova célula em formacdo. A diviséo celular
que ocorre em planos simétricos, direciona para processos proliferativos, os quais sdo
direcionados para o crescimento e aumento de biomassa vegetal. De maneira oposta,
células que apresentam planos de divisdo assimétricos participam dos processos

formativos de producdo de novos oOrgdos e tecidos (morfogéneses) e especializacao
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celular(DE SMET et al., 2008; DE SMET; BEECKMAN, 2011; GUTIERREZ, 2016;
VAN DAMME et al., 2011).

Nos ultimos 25 anos em que se estuda o ciclo celular de plantas muito foi
descoberto sobre as mindcias que permeiam a regulacdo desta via tdo importante
(GUTIERREZ, 2016). Entretanto, muitos elos de ligacdo permanecem desconhecidos.
Um bom exemplo sdo os mecanismos de controle associados a transicdo metéafase-
anafase, que € um ponto crucial da divisdo celular. Nesta etapa é monitorado o estado de
ancoramento do fuso mitético e a tomada de decisdo entre prosseguir com a divisao
celular ou da outro destino para a célula (FRANCIS, 2011; VEYLDER; JOUBES;
INZE, 2003). Ja foram descritos diversos elementos de regulacio que atuam
diretamente desta etapa, entretanto um deles se destaca por seu papel central: a proteina
quinase de dupla atividade MPS1. A partir de sua descoberta em leveduras e células
animais, no inicio da década de 90 (WINEY, 1996; WINEY et al., 1991) esta passou a
figurar em diversos estudos envolvendo os mecanismos do controle da progresséo do
ciclo celular especialmente naqueles envolvendo o surgimento de neoplasias malignas e
sua relacdo com a correta segregacdo dos cromossomos (DORER et al., 2005;
GURDEN et al., 2015; LENG et al., 2006; SLIEDRECHT et al., 2010). Esta proteina é
responsavel por criar um circuito de sinalizagdo envolvendo a proteina MAD2 e CDC20
e mantendo reprimido o complexo promotor da anafase até que todos 0s cromossomos
estejam corretamente alinhados para sua separacdo (DE ANTONI et al., 2005;
MUSACCHIO, 2015). Mesmo com toda a importancia dada a MPS1 e a grande
quantidade de estudos abordando diferentes aspectos estruturais e funcionais desta
proteina, muito pouco se sabe sobre ela em vegetais. Apenas mais recentemente sua
presenca e funcdo em plantas comecaram a ser observadas (DE OLIVEIRA et al., 2012;
DING; MUTHUSWAMY; MEIER, 2012; DOUETTS-PERES et al., 2016), embora 0
conhecimento produzido seja ainda superficial se comparado com o que se conhece em
levedura e mamiferos. Neste trabalho foi possivel observar que as espécies selecionadas
apresentam ortélogos para o gene da MPS1 e que muitos componentes estruturais, ja
observados na MPS1 de A. thaliana e Araucaria. angustifolia, também estdo presentes
nas estruturas das proteinas aqui identificadas. Um destaque especial pode ser dado para
a triade de treoninas que ocorre no loop de ativacdo desta proteina. Estes residuos ja
foram intensamente estudados e estdo diretamente implicados nos mecanismos de

ativacdo e fosforegulacdo por autofosforilagdo, além de participarem do recrutamento
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de proteinas para o cinetdcoro (ABRIEU et al., 2001; HAUF, 2008; MACIEJOWSKI et
al., 2010; TYLER et al., 2009; VIGNERON et al., 2004). A conservacgdo destes residuos
nas sequéncias polipeptidicas identificadas € um bom indicador que estas proteinas
conservam dinamicas e fungdes semelhantes nestas espécies. Outra tendéncia observada
nestas proteinas foi a presenca de inUmeros motifs de interagdo proteina-proteina ja
identificados na MPS1 de plantas. Neste caso foram selecionados aqueles que
apresentam alguma relacdo com processos do ciclo celular e do desenvolvimento
vegetal. Os motifs LIG_MAD2, DOC_CYCLIN_1, DOC_MAPK gen 1 e
DEG_APCC_DBOX 1 indicam a capacidade destas proteinas em interagir com estes
elementos. Ja foi indicado que MAPKSs atuam na ativacdo da MPS1 por fosforilagdo dos
residuos de treonina que ocorrem no loop de ativacdo (KANG et al., 2007a; ZHAO;
CHEN, 2006) e a interagio ente MPS1 e MAD2 ja ¢é extensamente
compreendida(BALLISTER; LAMPSON, 2012; HACHED et al., 2011; HAUF, 2008;
HEWITT et al, 2010; TIGHE; STAPLES; TAYLOR, 2008). O motif
DEG_APCC_DBOX_1 direciona proteinas para degradagdo proteolitica mediada pelo
APC/C na saida da anafase, e € um bom indicador que esta proteina é imediatamente
eliminada uma vez que todos os cromossomos estejam devidamente ligados ao fuso
mitotico, permitindo a direta progressdo do ciclo em direcdo a divisdo celular
propriamente dita (GLOTZER; MURRAY; KIRSCHNER, 1991; MARROCCO et al.,
2009; VAN DAMME et al., 2011). Entretanto, este € o motif menos conservado entre as
sequéncias avaliadas, o que pode indicar que diferentes espécies podem apresentar
diferentes maneiras de lidar com estas proteinas, uma fez que estas ndo sejam mais
necessarias. Os motifs de interacdo com outras proteinas como por exemplo SUMO
(LIG_SUMO_SIM_par_1, LIG_SUMO_SIM _anti_2, MOD_SUMO _for 1 e
MOD_SUMO _rev_2), 14-3-3 (LIG-14-3-3_CanoR_1), NEK (NEK2_1 e NEK2_2) e
Polo-likequinase (MOD_PLK) também foram investigados. A sumonilacdo é um tipo de
modificacdo pos-traducional com trés funcBes propostas: localizacdo (importacdo de
proteinas para 0 ndcleo), estabilizacdo por competicdo com mecanismos de
ubiquitinacdo e controle transcricional (ENDTER et al., 2001; SONG et al., 2004). Ja
foi relatado que a MPS1 humana sofre modificacdes por SUMO-1 e -2 e que este evento
auxilia na sua localizacdo junto aos cinetécoros, afetando o ritmo de progressao da
mitose (RESTUCCIA et al., 2016). A identificacdo de regibes de interacdo e
modificacdo por SUMO, associada a presenca de motifs de translocacdo nuclear na

porcdo N-terminal de todas as seqiéncias estudadas (TRG_NLS_MonoExtC_3,
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TRG_NLS_MonoExtN_4, TRG_NLS_ Bipartite_1, TRG_NLS_MonoCore_2) apontam
para um mesmo destino da MPS1 de plantas. Além disso ja foi descrito que a
sumonilagdo em plantas € responsavel por uma gama, ainda maior, de sinais celulares
em resposta a estresses ambientais bidticos e abidticos (PARK et al., 2011) e no
crescimento e desenvolvimento celular (HUANG et al., 2009; ISHIDA et al., 2009). O
fato de a sumonilacdo proteger contra degradacéo via APC/C pode ser uma forma de
garantir a presenca da MPS1 durante a formacdo do fuso mitético, evitando que ela seja
degradada de forma prematura, comprometendo o andamento do ciclo e a viabilidade

celular.

As proteinas 14-3-3 estdo envolvidas na regulacdo de diversos processos
celulares, desde apoptose até o ciclo celular (PENG et al., 1997; ZHA et al., 1996). A
atividade desta classe de proteinas depende diretamente da associacdo de residuos
fosforilados de serina e/ou treonina e ja foi relatado que a MPS1 humana controla a
translocacdo de c-Alb para o nacleo, em conjunto com a acdo de uma proteina 14-3-3
num evento de fosforilagdo acoplada em resposta a estresse oxidativo na célula
(NIHIRA et al., 2008). Desta forma, a presenca de motifs de interagdo com 14-3-3 na
MPS1 de plantas pode ser uma ponte para associar esta proteina a respostas e estimulos
externos, uma vez que a producao de espécies reativas de oxigénio € um dos principais
mecanismos de defesa observado em plantas (KRISHNAMURTHY;
RATHINASABAPATHI, 2013).

A atividade da MPS1 ¢ inteiramente dependente de fosforegulagdo (MATTISON
et al., 2007b; TYLER et al., 2009; WANG et al., 2009, 2014; ZHAO; CHEN, 2006). De
fato esta proteina é fosforilada por diferentes proteinas quinases (incluindo
autofosforilacdo) ao longo do andamento do ciclo celular. Desta forma ndo surpreende a
presenca de motifs de modificacdo por NEK2 e Polo-like quinases (MOD_NEK2 1,
MOD_NEK2 2 e MOD_PLK). Proteinas quinase do tipo NEK2 ja forma descritas
como reguladoras do ciclo celular, apresentando pico de expressdo nas fases S e Gy,
com influéncia direta na formacdo do fuso mitético e dos centrossomos. A inibicao da
atividade de quinases tipo NEK2 resultou na formacdo de células multinucleadas
(JEONG et al., 2007; MONIZ et al., 2011; RELLOS et al., 2006). Também ja foi
relatado que a PIk1 atua na fosforilacdo de KNL-1 (que é um substrato reconhecido da
propria. MPS1 humana) e da MPS1 e em contra partida a propria MPP1 também

fosforila a KNL-1 e a PIk1. Esse circuito de fosforilacdo € responsével pela ativacdo do
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complexo de monitoramento da mitose (MCC — Mitosis Checkpoint Complex) o qual
mantém o APC/C reprimido, impedindo o progresso prematuro da mitose, antes da
segregacgédo dos cromossomos. Isso pode evidenciar uma rede de sinalizagdo envolvendo
NEK e PLK atuando diretamente sobre a MPS1 de plantas, entretanto é importante
ressaltar que mesmo com a presenca do motif de modificacdo por PLK estas ainda ndo
foram identificadas em plantas (ARCHAMBAULT; GLOVER, 2009) deixando uma
lacuna ainda a ser preenchida.

Ainda que a maioria das sequéncias avaliadas neste trabalho apresente boa
conservacao das estruturas primaria e terciaria em relacdo a MPS1 humana e de A.
thaliana é importante relatar que quatro dos ortologos identificados em G. max
(Glyma06109800.4, Glymal3g083100.3, Glymal3g083100.2 e Glymal4gl164400.4)
sofreram grandes delecdes em suas sequiéncias polipeptidicas, perdendo toda a regido
que compreende os residuos que formam a cavidade do sitio ativo e o loop de ativacao.
Isso € um indicativo que de estas proteinas, se apresentarem alguma funcgéo celular,
muito provavelmente ndo atuam como proteinas quinase ja que nao possuem nenhuma
forma de receber o ATP para efetuar a transferéncia do radical fosfato para seus

possiveis substratos.

A gendmica quimica permite o estudo de vias de sinalizagdo utilizando pequenas
moléculas de efeito reversivel, de maneira simples, rapida e por uma fragdo dos custos
das estratégias mais tradicionais que envolvem a obtencdo de mutantes por meio de
transformacdo genética (CARLSON; WHITE, 2012; O’ CONNOR; LARAIA;
SPRING, 2011). Esta técnica inclusive ja é utilizada extensivamente no estudo do ciclo
celular, incluindo plantas (BOHMER; ROMEIS, 2007; PLANCHAIS et al., 2000).
Ademais, também ja foi utilizada para elucidar diferentes funcdes da prépria MPS1 em
humana incluindo sua relagdo com a formacéo do fuso mitético (JONES et al., 2005), a
regulacdo da atividade da proteina quinase Aurora B durante a formacdo do fuso
(SLIEDRECHT et al., 2010), sua influéncia na formacdo com complexo MAD1-MAD2
e sua ligacdo aos cinetdcoros durante a metafase (KWIATKOWSKI et al., 2010), a
manutencdo do estado de tensionamento dependente da atividade da MPS1(DORER et
al., 2005) e a formacdo do complexo Cdc20 e a subseqiiente repressdo da atividade do
APC/C durante a transicdo metafase-anafase(MACIEJOWSKI et al., 2010). O inibidor

SP600125 também ja foi extensivamente utilizando para estudar a funcdo da MPS1 em
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diversos tipos celulares. A presenca desta molécula no meio de crescimento de células
animais (principalmente de linhagens tumorais) causa a desagregacao do fuso mitotico e
afeta o recrutamento de BUBRL1 para os cinetécoros (SCHMIDT et al., 2005)
perturbando completamente os eventos que ocorrem durante o ponto de monitoramento
do fuso (HEWITT et al., 2010; TIGHE; STAPLES; TAYLOR, 2008; TIPTON et al.,
2013). Também j& foi observado que este inibidor afeta diretamente a capacidade de
autofosforilacdo da MPS1 e, potencialmente sua ativagdo durante os eventos a qual
participa (KANG et al., 2007b). Neste contexto foram utilizadas ferramentas de quimica
computacional para avaliar o potencial de ligacdo do inibidor selecionado para este
estudo bem como para comparar seu modo de interacdo com informagGes disponiveis na
literatura. Nos experimentos de docking foi possivel observar, com algumas excecdes,
que o inibidor interage com a MPS1 de plantas da mesma forma ja observada em outros
estudos (CHU et al., 2008b, 2010a), formando liga¢es com residuos importantes (Gly e
Glu) dentro da cavidade do sitio ativo, blogueando a entrada e interagdo com o ATP.
Contudo, embora o potencial de ligacdo tenha sido observado in silico, na pratica a
inibicdo foi observada em plantulas de A. thaliana (DE OLIVEIRA et al., 2012), S.
bicolor e S. lycopersicum. Em plantulas de G. max nenhuma das concentracGes
utilizadas nos experimento surtiu qualquer efeito inibitorio. Uma das explicacbes
poderia a ser 0 numero elevado de copias do gene (quatro familias génicas com 14
transcritos), que estariam gerando um efeito compensatorio, aumentando o nivel de
expressdo da MPS1 nos tecidos em resposta a presenca do inibidor. Efeito parecido é
observado em algumas linhagens celulares de tumores, que ao sofrerem duplicacdo no
namero dos genes que codificam os alvos de certos quimioterapicos, passam a
apresentar um fenotipo de resisténcia ao medicamento (KIM et al., 2017). Entretanto, S.
bicolor apresenta 4 transcritos do mesmo gene e as plantulas tratadas responderam
como o esperado ao tratamento. Isso sugere que talvez existam outros mecanismos

envolvidos na resposta da soja a presenca do inibidor.

A utilizacdo de plantulas de A. thaliana transformadas com CYCBL1;1-GUS
(ELOY et al., 2011) num experimento de inibicdo permitiu a observacdo de um efeito
interessante. Mesmo com a repressdo da atividade da MPS1 e o conseqliente retardo no
desenvolvimento poés-germinativo das plantulas, foi observado um aumento na
expressdo de CYCBI1;1 nos tecidos meristematicos que apresentaram coloracdo em

reposta a atividade GUS. Como esta ciclina atua especificamente desencadeando a

89



transicio G,/M (INZE; DE VEYLDER, 2006) e o inibidor bloqueia a transicdo
metafase-anéafase é possivel que a células estejam interpretando esse retardo como um

sinal para compensar a expressdo de CYCB1;1 nos tecidos meristematicos.

Finalmente, o experimento de protedmica comparativa por espectrometria de
massas permitiu obter um panorama geral do conjunto de proteinas presentes em raizes
da A. thaliana além de demonstrar que a reversdo do efeito inibitério causado por
SP600125 é completa. Entretanto, nem MPS1 nem proteinas classicamente descritas
como alvos de interacdo com a mesma foram observados na listagem gerada. Esse € um
dado que vai na direcdo oposta ao que ja foi observado na protedmica de células em
suspensdo de Araucéria angustifolia (DOUETTS-PERES et al., 2016) e em outros
experimentos de protedmica e transcriptbmica, ainda que esta proteina ndo fosse o
objeto de estudo (MENGES et al., 2002; NEMOTO et al., 2011; ROCHE et al., 2007).
E possivel que a natureza efémera da expressdo de MPS1, ocorrendo numa janela
temporal relativamente pequena (entre G, até a metade da fase M) associada a sua
tendéncia a degradacéo por atividade proteolitica pode ter reduzido a probabilidade de
detectar esta proteina no pool de amostras avaliado (CUI et al., 2010; JELLUMA et al.,
2008; SAURIN et al., 2011; STUCKE; BAUMANN; NIGG, 2004).
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6. CONCLUSOES:

e As espécies estudadas neste trabalho apresentam ortélogos da MPS1
conservados em seu genoma;

e Os ortdlogos avaliados compartilhnam caracteristicas estruturais ja observadas
em outras MPS1 e de relevancia dentro do contexto do ciclo celular como por
exemplo, a arquitetura basica do dominio quinase, a presenca de trés residuos de
treonina na al¢a do loop de ativacdo e a distribuicdo de motifs de interacdo
proteina-proteina de relevancia no contexto do ciclo celular;

e Os experimentos de docking revelaram o potencial de interacéo entre o inibidor
SP600125 e a estrutura dos ortologos identificados nas espécies estudadas;

e As plantulas de S. bicolor e S. lycopersicum sdo susceptiveis ao tratamento com
0 inibidor de maneira proporcional a concentracdo do mesmo, sendo o
desenvolvimento do sistema radicular diretamente afetado;

e Em contrapartida, plantulas de G. max ndo apresentaram fendtipo de resposta
observavel mediante o tratamento com o inibidor, sugerindo a presenca de
mecanismos compensatorios da inibicdo da MPS1 em seus tecidos;

e A expressdao de CYCB1;1 aumenta quando plantulas de A. thaliana sdo tratadas
com o inibidor da MPS1, sugerindo que a maquinaria celular interpreta o
blogueio da transicdo metafase-anafase como um sinal para manter a expressao
de CYCB1;1 durante a G,/M;

e A analise protedmica revelou que o fenotipo de inibicdo é totalmente reversivel
do ponto de vista fisiologico porém ndo detectou a presenca da MPS1 ou de
qualquer um de seus alvos preferenciais durante a progressao do ciclo celular;

e O dominio quinase da proteina MPS1 purificado teve sua atividade inibida in

vitro quando tratada com o inibidor SP600125.
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