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Só o que está morto não muda ! 
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RESUMO 

 

O fator de início de tradução de eucariotos 5A (eIF5A) é uma proteína altamente 

conservada desde arquebactérias a mamíferos e sofre uma modificação pós-

traducional única, necessária para sua maturação funcional, chamada de 

hipusinação. Apesar do grau de conservação de eIF5A, e da essencialidade de sua 

função nos organismos estudados, seu papel no metabolismo celular ainda se 

encontra indeterminado. Vários mutantes condicionais de eIF5A, sensíveis ao 

aumento de temperatura, têm sido isolados e caracterizados na levedura 

Saccharomyces cerevisiae. Utilizando um desses mutantes de eIF5A, o alelo tif51A-

1, foi isolado o gene PKC1 como um supressor em alto número de cópias do 

fenótipo de sensibilidade a temperatura deste mutante. O entendimento de como se 

dá esta interação genética foi um dos enfoques deste trabalho. Foi mostrado que a 

via de MAP quinases que atua abaixo de Pkc1 não é responsável pela supressão 

deste mutante e a identificação dos novos supressores do mutante tif51A-1, GIC1 e 

ZDS1, levou à sugestão de uma nova via de sinalização a partir de Pkc1. Com a 

realização de experimentos subsequentes, foi confirmado que a nova via Pkc1-Zds1-

Gic1 é responsável pela supressão do mutante tif51A-1 promovida por PKC1. Além 

disso, estes três supressores são importantes para a polaridade celular em S. 

cerevisiae, um processo essencial para a progressão no ciclo celular deste 

organismo, e, interessantemente, os mutantes tif51A-1 e tif51A-3 de eIF5A 

evidenciaram defeitos na polarização do citoesqueleto de actina na temperatura não 

permissiva. Esses dados evidenciam uma correlação de eIF5A com progressão no 

ciclo celular de S. cerevisiae. Como eIF5A foi inicialmente envolvido com o processo 

de tradução, no intuito de avaliar melhor a função específica deste fator, foram 
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realizados ensaios de perfil polissomal e foi mostrado que eIF5A se associa a 

monossomos de uma maneira dependente à tradução e, além disso, mutantes de 

eIF5A exibem alterações no perfil polissomal que sugerem um possível defeito na 

etapa da elongação da tradução. Uma vez que outros estudos mostraram que eIF5A 

não é essencial para a síntese protéica de uma maneira geral, foi proposto na 

literatura que este fator seja necessário para a tradução de um subgrupo específico 

de mensageiros. Para investigar esta hipótese, foi analisado o perfil traducional do 

mutante tif51A-1 por ensaios de “microarray” e os resultados realmente sugerem que 

vários transcritos sejam diferencialmente traduzidos nesse mutante na temperatura 

restritiva. Assim, espera-se que os avanços gerados neste estudo contribuam para a 

definição de como eIF5A influencia o processo de tradução de mRNAs e, 

consequentemente, exerce controle da expressão gênica em nível traducional. 
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ABSTRACT 

 

The eukaryotic translation initiation factor 5A (eIF5A) is a highly conserved protein 

from archaebacteria to mammals and undergoes hypusination, an essential unique 

post-translational modification. Despite the high degree of conservation of eIF5A and 

its essential function in the studied organisms, its  cellular role remains unclear. 

Several temperature-sensitive eIF5A mutants have been isolated and characterized 

in the yeast Saccharomyces cerevisiae. Using one of these mutants, the tif51A-1 

allele, PKC1 was identified as a high-copy suppressor of the temperature-sensitive 

phenotype shown by this mutant. The understanding of this genetic interaction was 

one of the aims of this work. It was shown that the MAP kinase cascade downstream 

Pkc1 is not responsible for this phenotypic suppression and the identification of the 

new tif51A-1 suppressors, GIC1 and ZDS1, suggested a new signaling pathway 

branching from Pkc1. Further analysis confirmed that Pkc1-Zds1-Gic1 constitute a 

new pathway that is responsible for tif51A-1 mutant suppression promoted by PKC1. 

Moreover, these three suppressors are important for cell polarity in S. cerevisiae, an 

essential process for cell cycle progression in yeast, and, interestingly, the eIF5A 

mutants tif51A-1 and tif51A-3 showed defects in actin cytoskeleton polarization at the 

restrictive temperature. These data supported a connection between eIF5A and cell 

cycle progression in S. cerevisiae. As eIF5A was originally implicated in the process 

of translation, in order to better investigate the specific function of this factor, 

polysomal profiling analysis was performed and it was demonstrated that eIF5A 

interacts with monosomes in a tranlation dependent manner and, besides that, eIF5A 

mutants show altered polysomal distribution suggesting a possible defect in the 

elongation step of translation. As other studies showed that eIF5A is not essential for 
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general protein synthesis, it was proposed in the litetature that this factor is 

necessary for translation of a specific subset of mRNAs. In order to explore this 

hypothesis, it was analyzed the translational profile of the tif51A-1 mutant using 

microarray assays and the results indeed suggest that several transcripts are 

differentially translated in this mutant at the restrictive temperature. Therefore, it is 

expected that the achievements of this work contribute for a definition of how eIF5A 

affects the translation of mRNAs and, thus, exerts control of gene expression at the 

translational level. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O entendimento da função de fatores altamente conservados e que são 

essenciais para a viabilidade celular tem-se mostrado de grande importância para a 

compreensão dos processos biológicos que ocorrem em uma célula. O fator de 

início de tradução de eucariotos 5A (eIF5A – eukaryotic translation initiation factor 

5A) é um destes fatores. 

eIF5A é altamente conservado desde arquebactérias a eucariotos, sendo que 

as proteínas eIF5A de Saccharomyces cerevisiae e de mamíferos são 63% idênticas 

(Schnier e cols., 1991; Chen e Liu, 1997). No entanto, eIF5A não é encontrado em 

eubactérias, as quais possuem o homólogo estrutural EF-P, um provável fator de 

elongação de tradução (Hanawa-Suetsugu e cols., 2004). 

eIF5A foi originalmente purificado a partir de ribossomos de lisados de 

reticulócitos de coelho e, subsequentemente, foi determinado como fator de início de 

tradução de eucariotos devido a sua capacidade de estimular de 2 a 3 vezes a 

síntese in vitro de metionil-puromicina (Benne e cols., 1978). 

O início da tradução em eucariotos é uma etapa complexa da síntese protéica 

e do processo da expressão gênica de uma maneira geral, sendo amplamente 

regulado na célula (Pestova e cols., 2001). Como ilustrado na Figura 1, o início de 

tradução em eucariotos compreende uma série de passos, subsequentes e 

paralelos, que levam à montagem de um ribossomo com um mRNA, o qual, por sua 

vez, precisa estar corretamente posicionado com seu códon iniciador, comumente 

AUG, interagindo com o anti-códon de um Met-tRNAi no sítio ribossomal P. O 

antibiótico puromicina é um análogo estrutural da extremidade 3’ de um tRNA 

aminoacilado e pode ocupar o sítio ribossomal A possibilitando que seu radical 
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amino primário interaja com um Met-tRNAi, reproduzindo a formação de uma ligação 

peptídica (Figura 2). O ensaio de metionil-puromicina mede a incorporação de 

metionina radioativa, a partir de Met-tRNAi, à puromicina, através de catálise 

ribossomal, sendo, portanto, um ensaio bastante utilizado para avaliar a influência 

de diferentes fatores no início da tradução. 

Apesar da capacidade evidente de eIF5A estimular a síntese de metionil-

puromicina in vitro utilizando-se tripletes AUG ou mRNA de globina, a não adição de 

eIF5A não mostrou nenhum impacto sobre a síntese de globina in vitro, discordando, 

assim, de resultados obtidos na ausência dos outros fatores e início de tradução 

eIF1, eIF1A, eIF3, eIF5B e eIF5, também testados (Benne e Hershey, 1978). Além 

disso, eIF5A não pareceu influenciar a formação in vitro de complexo ternário ou a 

ligação do mRNA de globina ou do Met-tRNAi à subunidade 40S (Benne e Hershey, 

1978). A possibilidade de eIF5A atuar na elongação da tradução também foi 

considerada, mas nenhum efeito positivo foi observado com a adição de eIF5A em 

um sistema de síntese protéica para polimerização de poli-fenilalanina a partir de 

ácido poli-uridílico, e ribossomos 80S e fatores de elongação eEF1 e eEF2 

purificados (Benne e Hershey, 1978). Em concordância com esse trabalho inicial de 

caracterização funcional de eIF5A em sistemas in vitro, foram publicados 

posteriormente estudos mostrando que a inibição da maturação funcional de eIF5A 

(discutido abaixo) não se correlaciona a uma repressão da tradução em células de 

mamífero, e que a depleção deste fator em S. cerevisiae leva a uma pequena 

diminuição (30%) da taxa de síntese protéica (Duncan e Hershey, 1986; Kang e 

Hershey, 1994; Zuk e Jacobson, 1998). Assim, apesar de eIF5A ter sido 

denominado inicialmente um fator de início de tradução, a sua função como tal 

nunca foi claramente demonstrada. 
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S. cerevisiae possui no seu genoma dois genes que codificam para eIF5A, 

TIF51A (HYP2) e TIF51B (ANB1). Estes genes são regulados transcricionalmente 

pelos níveis de oxigênio, sendo expressos respectivamente em condições aeróbicas 

e anaeróbicas. TIF51A é essencial para o crescimento em condições aeróbicas 

(Schnier e cols., 1991; Wohl e cols., 1993; Valentini e cols., 2002). 

eIF5A possui 17 kDa e sofre duas modificações pós-traducionais. A primeira 

delas consiste na fosforilação do resíduo de serina acetilado do N-terminal (Kang e 

cols., 1993; Klier e cols., 1993). A remoção deste resíduo revelou que a forma não 

fosforilada deste fator é suficiente para promover o crescimento de células tif51AΔ 

haplóides (Klier e cols., 1993), sugerindo que a fosforilação de eIF5A não seja 

essencial para o funcionamento in vivo. 

A segunda modificação deste fator é única na célula e corresponde à 

hipusinação de um resíduo de lisina (Chen e Liu, 1997; Park e cols., 1997). A 

formação do aminoácido hipusina (do inglês “hypusine: hydroxyputrescine-lysine”) 

ocorre através da transferência, pela desoxi-hipusina sintase, de um grupo 

aminobutil da espermidina para o amino grupo livre de uma lisina específica, seguido 

de hidroxilação deste grupo pela desoxi-hipusina hidroxilase (Figura 3). O grau de 

conservação, nas diferentes espécies, dos resíduos flanqueadores do sítio de 

hipusinação revela a grande importância deste aminoácido raro (Chen e Liu, 1997; 

Magdolen e cols., 1994). Mutação neste resíduo (K51R em S. cerevisiae) leva a 

produção de eIF5A não hipusinado, que não permite o crescimento de células onde 

TIF51A foi nocauteado (Schnier e cols., 1991). Adicionalmente, o gene codificador 

da enzima desoxi-hipusina sintase é essencial para o crescimento de S. cerevisiae 

(Park e cols., 1997; Sasaki e cols., 1996). Curiosamente, a etapa da hidroxilação 

parece não estar presente em várias arquebactérias (Bartig e cols., 1990) e não é 
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essencial para o crescimento em S. cerevisiae (Thompson e cols., 2003; Park e 

cols., 2006); enquanto que em S. pombe a deleção do gene para desoxi-hipusina 

hidroxilase causa sensibilidade a temperatura (Weir e Yaffe, 2004). Estes dados 

mostram que a hipusinação ou, ao menos sua primeira etapa, é essential para a 

função in vivo de eIF5A. O fato de eIF5A ser a única proteína eucariótica que sofre 

hipusinação fortalece a idéia de que este fator seja de fundamental importância no 

metabolismo celular. 

As estruturas tridimensionais de homólogos de eIF5A de três espécies de 

arquebactérias e, mais recentemente, de dois protozoários, foram determinadas e 

reveleram várias características comuns (Kim e cols., 1998; Peat e cols., 1998; Yao 

e cols., 2003). Segundo esses estudos, eIF5A trata-se de uma proteína dividida em 

dois domínios predominantemente compostos por folhas beta (Figura 4). A 

comparação destes domínios com outras proteínas de estruturas tridimensionais 

conhecidas mostra que o domínio N-terminal, o qual contém a hipusina, possui um 

dobramento classificado como “Translation Protein SH3-like motif”, o qual também 

está presente em várias proteínas ribossomais e fatores de elongação de tradução 

(http://supfam.org/SUPERFAMILY; Gough e cols., 2001). O domínio C-terminal, por 

sua vez, é similar a dobramentos de proteínas que se ligam a ácidos nucléicos de 

fita simples (“Single-stranded Oligonucleotide Binding Fold”), o qual está presente 

em proteínas de diferentes funções celulares que se ligam a RNA ou DNA fita 

simples (http://supfam.org/SUPERFAMILY; Gough e cols., 2001). De fato, dois 

trabalhos publicados tentam correlacionar a função de eIF5A com a ligação a 

mRNAs, porém a extensão de tais estudos ainda necessita ser ampliada para se 

estabelecer um papel de eIF5A na interação física direta com mRNAs (Xu e Chen, 

2001; Xu e cols., 2004). 
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Como dito anteriormente, a função de eIF5A é ainda obscura, apesar de quase 

trinta anos de estudo sobre este fator. Como apresentado acima, embora eIF5A 

tenha sido considerado inicialmente um fator de início de tradução (Benne e cols., 

1978), a depleção deste fator em leveduras causa uma pequena redução (30%) nos 

níveis de síntese protéica (Kang e Hershey, 1994; Zuk e Jacobson, 1998). Este dado 

mostra que eIF5A não é um fator essencial na síntese protéica de forma geral. 

Alternativamente, foi proposto que eIF5A seja um fator envolvido na tradução de um 

grupo específico de mensageiros, por exemplo, daqueles envolvidos na transição 

G1/S do ciclo celular (Kang e Hershey, 1994; Park e cols., 1997). Esta hipótese foi 

levantada devido à observação de que a inibição das duas enzimas envolvidas na 

hipusinação de eIF5A bloqueia a proliferação celular de diferentes linhagens de 

células de mamíferos (Hanauske-Abel e cols., 1994; Park e cols., 1994; Chen e 

cols., 1996; Shi e cols., 1996). Outras observações também evidenciam o 

envolvimento de eIF5A com proliferação celular. Por exemplo, a expressão de eIF5A 

é induzida em linfócitos T ativados (Bevec e cols., 1994). Experimentos utilizando D. 

melanogaster mostraram uma perda do controle no ciclo celular no início do 

desenvolvimento deste inseto em consequência da alteração dos níveis de eIF5A 

(Lee e cols., 2001). E, por fim, um aumento no número de células paradas na fase 

G1 do ciclo celular é observado após a depleção de eIF5A em S. cerevisiae (Kang e 

Hershey, 1994). 

Embora proposto previamente que eIF5A seja um cofator celular da proteína 

Rev de HIV-1 e esteja envolvido na exportação dos mensageiros tardios deste vírus 

(Ruhl e cols., 1993; Bevec e cols., 1996; Bevec e Hauber, 1997; Elfgang e cols., 

1999; Rosorius e cols., 1999), outros estudos não evidenciam o envolvimento de 
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eIF5A com transporte nucleocitoplasmático (Shi e cols., 1997; Henderson e 

Percipale, 1997; Valentini e cols., 2002; Jao e Chen, 2002). 

O fator eIF5A está envolvido ainda com o decaimento de mRNA. Foi mostrado 

que o mutante condicional de S. cerevisiae ts1159 carregando um alelo temperatura-

sensível de TIF51A exibe um defeito na degradação de RNA mensageiros, 

acumulando “uncapped” mRNAs na temperatura não permissiva (Zuk e Jacobson, 

1998). No entanto, o efeito de eIF5A na degradação de mRNAs parece ser 

secundário, uma vez que a parada do crescimento celular de mutantes temperatura-

sensíveis de eIF5A não se correlaciona temporalmente com o acúmulo de mRNAs 

(Valentini e cols., 2002). 

Três novos mutantes condicionais de S. cerevisiae para o gene TIF51A (tif51A-

1, tif51A-2 e tif51A-3) foram descritos e caracterizados em nosso laboratório 

(Valentini e cols., 2002). A caracterização destes alelos de TIF51A mostrou que 

todos são mutantes temperatura-sensíveis com perda de função na temperatura não 

permissiva devido à rápida degradação de eIF5A (Valentini e cols., 2002; Apponi, 

L.H., dados não publicados). Esses mutantes apresentam também defeito no 

decaimento de mRNAs na temperatura não permissiva. Nesse estudo foi mostrado 

que eIF5A apresenta uma localização citoplasmática com maior concentração 

perinuclear. O que está de acordo com sua localização em células de mamíferos, 

onde eIF5A localiza-se principalmente no citoplasma (Shi e cols., 1997; Jao e Chen, 

2002). Esta localização perinuclear não é alterada em leveduras contendo um alelo 

temperatura-sensível de XPO1, gene que codifica para CRM1/exportina1 em 

leveduras, na temperatura não permissiva. Assim como acontece em mamíferos, o 

bloqueio da ação de exportina1 em leveduras leva a um acúmulo da proteína Rev de 

HIV-1 no núcleo. Desta forma, como não ocorre acúmulo de eIF5A nas mesmas 
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condições onde ocorre acúmulo de Rev, fica comprometido o envolvimento de eIF5A 

com a exportação de proteínas através do receptor CRM1/exportina1 (Valentini e 

cols., 2002). 

Buscando clonar genes supressores do fenótipo temperatura-sensível do 

mutante tif51A-1, seis genes foram clonados: PAB1, PKC1, WSC1, WSC2, WSC3 e 

YOR137C, uma ORF não caracterizada, denominada por nosso laboratório como 

SIA1 (suppressor of eIF5A 1; Valentini e cols., 2002). PAB1 (poly(A)-binding protein) 

codifica para a principal proteína que se liga a cauda de poli-adenina em S. 

cerevisiae e está relacionada a várias fases do metabolismo de mRNA, atuando nos 

processos de tradução e decaimento de mRNA (Coller e cols., 1998). O fato de 

PAB1 ter sido isolado neste rastreamento pode vir a reforçar o envolvimento de 

eIF5A com tradução e decaimento de mRNA. Os outros quatro supressores são 

genes intimamente relacionados entre si. WSC1, WSC2 e WSC3 (cell wall integrity 

and stress response component 1-3) são genes homólogos em levedura que 

codificam para receptores de superfície celular relacionados à resposta a choque 

hiposmótico; e PKC1, por sua vez, codifica para a proteína quinase C de S. 

cerevisiae, a qual também participa da resposta a choque hiposmótico 

desencadeada por Wsc1-3 (Heinisch e cols. 1999). Nesse estudo, foi testado 

também se os supressores PAB1 e PKC1 são capazes de estabilizar a proteína do 

mutante tif51A-1, e os resultados obtidos mostraram que este não parece ser o 

mecanismo pelo qual estes genes geram supressão em alto número de cópias 

(Valentini e cols., 2002). Uma vez que mutantes com defeitos em componentes da 

via de Pkc1 mostram, entre outras características comuns, supressão do fenótipo de 

sensibilidade a temperatura por adição de sorbitol 1 M ao meio de cultura (Heinisch 

e cols., 1999), foi testado se os mutantes de TIF51A apresentam este fenótipo. 
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Como esperado, os mutantes tif51A-1, tif51A-2 e tif51A-3 têm sua termo-

sensibilidade suprimida por sorbitol 1 M (Valentini e cols., 2002). 

Em levedura, existe apenas um homólogo de proteína quinase C de mamífero, 

PKC1, o qual tem sido extensivamente estudado e relacionado a vários processos 

celulares de resposta a condições do ambiente (Heinisch e cols., 1999). Assim como 

ocorre em outros organismos, Pkc1 em leveduras comanda uma via de MAP 

quinases regulando positivamente o crescimento e a proliferação celular. Esta via de 

transdução de sinal em S. cerevisiae é composta por quatro quinases: Bck1, Mkk1, 

Mkk2 e Mpk1, sendo que as homólogas Mkk1 e Mkk2 são funcionalmente 

redundantes. Esta via ativada por Pkc1 está envolvida na resposta a vários fatores 

ambientais como presença de feromônio, baixa osmolaridade e aumento de 

temperatura, e é conhecida como via para integridade celular (Figura 5). Com a 

ativação da via de integridade celular culminando na fosforilação da MAP quinase 

Mpk1, dois fatores de transcrição levam a expressão de genes envolvidos na 

biogênese e organização da parede celular, assim como genes importantes para a 

transição G1/S no ciclo celular. Entretanto, a deleção do gene para Pkc1 gera um 

fenótipo muito mais severo que a deleção das quinases da via de MAP, o que 

sugere uma ramificação desta via de sinalização a partir de Pkc1 (Gustin e cols., 

1998; Heinisch cols., 1999; Hohmann, 2002). De fato, Pkc1 tem sido envolvido com 

uma série de processos que ocorrem independentemente da via de MAP. Os 

mais importantes deles parecem ser: despolarização transiente do citoesqueleto de 

actina em resposta a danos de parede celular ocasionados por choque hiposmótico, 

choque térmico, dodecil-sulfato de sódio (SDS) e zimoliase (Delley e Hall, 1999); e 

repressão da transcrição de genes para proteínas ribossomais e tRNAs em resposta 

ao bloqueio da via secretória (Li e cols., 2000). 
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Não podemos deixar de observar, no entanto, que as ações de Pkc1 sobre 

diferentes alvos não são tão simples de se desconectar umas das outras, uma vez 

que elas acontecem de maneira coordenada gerando uma resposta final de 

adaptação às condições ambientais. Assim, Pkc1 é responsável pela despolarização 

transiente do citoesqueleto de actina em resposta a danos da parede celular, mas 

também é necessária para a repolarização dos cabos de actina após o reparo 

desses danos de superfície celular. A primeira ação é independente da via de MAP 

quinases, enquanto que a segunda requer esta via (Delley e Hall, 1999). Essas 

respostas refletem o papel de Pkc1 na adaptação celular às adversidades do meio, e 

para se entender melhor a relação genética entre TIF51A e PKC1, é necessário que 

se entenda em que processos desencadeados por Pkc1 eIF5A participa. 

Como já discutido, apesar do grande número de estudos realizados com eIF5A 

desde seu descobrimento, o papel deste possível fator de início de tradução nos 

processos biológicos celulares ainda é controverso e indeterminado. A utilização do 

modelo de S. cerevisiae, com o isolamento de mutantes de eIF5A sensíveis a 

temperatura, possibilitou a descoberta de interações genéticas importantes do ponto 

de vista funcional (Valentini e cols., 2002). No entanto, para que se possa atribuir um 

papel para eIF5A no contexto celular é necessário entender melhor como essas 

relações acontecem funcionalmente. A análise da relação entre eIF5A e as diversas 

vias de sinalização intracelular envolvendo Pkc1 foi um dos enfoques deste trabalho 

de doutorado. Ainda, além das análises genéticas descritas acima, o envolvimento 

desse fator no controle da expressão gênica em nível traducional também foi 

investigado, na tentativa de se entender melhor o possível papel de eIF5A na 

tradução. 



Figura 1. Esquema do mecanismo do início de tradução em eucariotos. Estão
mostrados apenas os números ou números e letras que dão nome aos fatores de
início de tradução de eucarioto após a sigla “eIF”. Os complexos ternário (“ternary
complex”) e 43S (“43S complex”) estão circulados em amarelo. (Modificado de
Preiss e Hentze, 2003)



Figura 2. Mecanismo de ação da puromicina. (a) Ribossomo (rosa) ligado a
mRNA (verde) e peptidil-tRNA. Em destaque, posicionamento do peptidil-
tRNA no sítio P ribossomal e puromicina no sítio A. (b) Destaque da estrutura
da peptidil-puromicina, ligada por uma ligação parecida à peptídica. (Nelson e
Cox, 2004)



Figura 3. Esquema da  biossíntese de hipusina em eIF5A.
A porção 4-aminobutil transferida a partir da espermidina
para eIF5A está sombreada. (Modificado de Park, 2006)
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Figura 4. Estrutura tridimensional de eIF5A de S. cerevisiae gerada a partir
de modelagem por homologia utilizando a estrutura de eIF5A da
arquebactéria Methanococcus jannaschii. Estão mostrados os dois
domínios com suas classificações estruturais. Também está mostrada a
posição dos resíduos de aminoácidos correspondentes àqueles mutados
nos alelos tif51A-1, tif51A-2, tif51A-3 e ts1159 que serão discutidos à frente,
e ao resíduo hipusinado (K51). O modelo foi gerado utilizando a ferramenta
“Parmodel” (http://laboheme.df.ibilce.unesp.br).
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Figura 5. Esquema da  via para integridade celular em S. cerevisiae com
destaque da via de MAP quinases que age abaixo de Pkc1.



 

 

32 

2. OBJETIVOS 

 

O objetivo geral deste trabalho foi o de melhorar a caracterização funcional de 

eIF5A utilizando o modelo de S. cerevisiae. Para isso, os seguintes objetivos 

específicos foram propostos: 

 

2.1. Investigar a interação funcional entre Pkc1 e eIF5A 

Como descrito na Introdução, Pkc1 poderia agir através de diferentes efetores 

para promover a supressão do mutante tif51A-1 de eIF5A. Foi proposto, então, 

analisar se a supressão promovida por PKC1 em alto número de cópias é 

dependente da via de MAP quinases que age abaixo de Pkc1 ou outra via abaixo de 

Pkc1 já descrita ou desconhecida. Esta proposta inclui a análise genética utilizando 

mutantes de eIF5A e membros da via para integridade celular através do ensaio de 

supressão em alto número de cópias e teste de fenótipos sintéticos. Além do teste 

direto de genes específicos, foi proposta a realização de rastreamento de 

supressores em alto número de cópias do mutante sensível a temperatura tif51A-1 e 

subsequente análise funcional das interações genéticas identificadas. 

 

2.2. Analisar a expressão gênica diferencial de um mutante de eIF5A 

Além das possibilidades de interação funcional sugeridas pelos ensaios 

genéticos, foi avaliada a participação de eIF5A no controle da expressão gênica em 

nível traducional utilizando o mutante tif51A-1 de eIF5A. Desta maneira, propôs-se 

investigar inicialmente a associação de eIF5A com ribossomos e o efeito de 

mutantes de eIF5A no perfil polissomal. Finalmente, foi realizada a análise 

comparativa do conteúdo total de mRNAs e também daqueles transcritos associados 



 

 

33 

a polissomos do mutante tif51A-1 com relação ao alelo selvagem utilizando 

“microarrays” de genes de levedura. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Material 

As linhagens, plasmídeos e oligonucleotídeos utilizados estão descritos, 

respectivamente, nas Tabelas 1, 2 e 3. A manutenção e cultivo das linhagens de S. 

cerevisiae e E. coli, bem como o preparo dos meios de cultura e soluções seguiram 

procedimentos padrão (Guthrie e Fink, 1991; Ausubel e cols., 2004). 

 

3.2. Métodos 

3.2.1. Clonagem empregando Reação de Polimerase em Cadeia (PCR) 

3.2.1.1. Reações de PCR 

Realizar as reações de PCR em tubos de microcentrífuga de 0,5 mL contendo 1 µM de 

cada oligonucleotídeo contendo o sítio de uma determinada enzima de restrição, 20 a 40 ng 

de DNA plasmidial, 2 U da enzima Vent DNA polimerase (New England Biolabs) e 2 µL de 

uma mistura de desoxinucleotídeos (10 mM cada), num volume final de reação de 100 µL. 

Para obtenção dos fragmentos de PCR contendo os genes TIF51B, HSP150, ZDS1 e GIC1 

foram utilizados os seguintes oligonucleotídeos: SVO65 e SVO66, SVO148 e SVO149, 

SVO150 e SVO151, SVO152 e SVO153, respectivamente. Estabelecer as condições das 

reações de acordo com a temperatura de desnaturação dos oligonucleotídeos utilizados. 

Após o último ciclo, manter a reação a 72°C por 5 minutos e, a seguir, a 4°C até o momento 

da próxima etapa. Analisar os produtos da reação por eletroforese em gel de agarose 0,8% 

em tampão TAE 1x (Tris 40mM; ácido acético 20mM e EDTA 1mM). 
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3.2.1.2. Clonagem do produto de PCR 

Submeter os produtos amplificados a digestão com as enzimas de restrição requeridas, 

seguindo as condições recomendadas pelo fabricante (New England Biolabs). Purificar os 

produtos de digestão após eletroforese em gel de agarose 0,8%, utilizando o Kit “QIAquick 

Gel Extraction” (Qiagen). Preparar a reação de ligação num volume de 10 µL, utilizando 

tampão apropriado, um excesso de inserto em relação ao vetor (usualmente 10 vezes) e 

200-400 U de T4 DNA ligase. Incubar a reação a 16°C por 4-24 horas. 

 

3.2.2. Transformação bacteriana por choque térmico 

3.2.2.1. Preparação de E. coli competente 

Crescer uma colônia da cepa de E. coli desejada em 5 mL de meio LB (extrato 

de levedura 5 g/L; NaCl 5 g/L e triptona 10 g/L) a 37°C, durante a noite e sob 

agitação. No outro dia, diluir (1:100) a cultura em 100 mL de meio fresco e crescer a 

37°C até D.O.600nm=0,3-0,5, sob agitação. Centrifugar o crescimento bacteriano a 

3.500-4.000xg a 4°C por 10-15 minutos e suspender as células em 20 mL de cloreto 

cálcio 100 mM gelado. Manter as células no gelo por 20 minutos. A seguir, 

centrifugar a suspensão bacteriana a 3.500xg por 10 minutos a 4°C e suspender as 

células em 2-4 mL de cloreto de cálcio 100 mM gelado. Novamente, manter as 

células no gelo por 1-24 horas. A suspensão celular deve ser congelada em 

alíquotas individuais de 100-200 µL a -80°C em 20% de glicerol. 

 

3.2.2.2. Transformação 

Descongelar alíquotas de células competentes em gelo. Adicionar o DNA e 

manter os tubos em gelo por 30 minutos. Realizar choque térmico a 42°C por 2 

minutos. A seguir, adicionar 1 mL de caldo LB e incubar a 37°C por 1 hora, sob 
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agitação. Finalmente, plaquear as células em meio LB adicionado de ampicilina 50 

µg/mL e incubar a 37°C até a obtenção de colônias. 

 

3.2.3. Eletroporação de bactérias 

3.2.3.1. Preparação de E. coli eletrocompetente 

Crescer a linhagem desejada de E. coli em 100 mL de meio LB a 37°C, durante 

a noite e sob agitação. No outro dia, diluir a pré-cultura em 1 L de LB pré-aquecido e 

incubar novamente a 37°C até D.O.600nm=1,0-1,2, sob agitação. Centrifugar a cultura 

a 3.500xg por 20 minutos a 4ºC. A seguir, lavar as células uma vez com 500 mL e 

duas vezes com 250 mL de água gelada, centrifugando a 2.500xg por 7 minutos a 

4ºC. Lavar o precipitado de células uma vez com 30 mL de glicerol 20% gelado, 

centrifugando a 2.500xg por 15 minutos a 4ºC e descartar o sobrenadante com 

cuidado. Suspender as células em 3 mL de glicerol 20% gelado, aliquotar 40 µL por 

tubo e congelar a -80ºC. 

 

3.2.3.2. Eletroporação 

Descongelar as alíquotas de células e mantê-las em gelo. Adicionar o DNA 

plasmidial de levedura (1 a 2 µL) e transferir para uma cubeta de eletroporação (0,1 

cm). Submeter as células a um pulso elétrico nas seguintes condições: 1,7 kV, 200 

Ω (ohm) e 25 µF. Imediatamente adicionar 1 mL de meio LB na cubeta para remover 

as células e transferi-las para um novo tubo estéril. Incubar a 37ºC por 1 hora, sob 

agitação. Plaquear em meio seletivo e incubar a 37ºC até obtenção de colônias. 
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3.2.4. Preparação de plasmídeos a partir de E. coli 

3.2.4.1. Em pequena escala - Miniprep 

Crescer a bactéria transformada com o plasmídeo desejado em 3mL de meio 

líquido LB contendo ampicilina na concentração de 50 mg/mL. Incubar o inóculo a 

37°C sob agitação por uma noite. Centrifugar 1 mL da cultura bacteriana a 16.000xg 

por 2 minutos, descartar o sobrenadante e suspender as bactérias em 200 µL de TE 

pH 8,0 (Tris-HCl 10 mM pH8,0 e EDTA 1 mM pH8,0). Adicionar à suspensão 200 µL 

de solução SDS/NaOH (SDS 1% e NaOH 0,2 M), homogeneizar o conteúdo por 

inversão e incubar a 37°C por 5 minutos. Em seguida, adicionar 150 µL de acetato 

de sódio 3 M pH 4,8 e misturar a solução várias vezes por inversão. Centrifugar a 

16.000xg por 6 minutos, transferir o sobrenadante para novos tubos e adicionar 1 

mL de isopropanol. Misturar os tubos por inversão, incubá-los a 37°C por 5 minutos 

e, então, centrifugá-los a 12.000xg por 10 minutos. Descartar o sobrenadante, lavar 

o precipitado 2 vezes com 1 mL de etanol 75% gelado e, após secagem, suspender 

o precipitado em 50 µL de TE pH 8,0. 

 

3.2.4.2. Em média escala - Midiprep 

Crescer a bactéria transformada com o plasmídeo desejado em 25 mL de meio 

LB adicionado de ampicilina 50 µg/mL a 37°C durante a noite, sob agitação. A 

seguir, extrair e purificar os plasmídeos por lise alcalina, utilizando o kit “QIAfilter 

Plasmid Midi” (Qiagen). 
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3.2.5. Sequenciamento de DNA 

3.2.5.1. Reação 

Realizar a reação de sequenciamento num volume de 20 µL, contendo 3,2 

pmol dos oligonucleotídeos adequados, 300 ng de DNA molde e 8 µL do reagente 

“Big Dye Terminator” (Applied Biosystems). Utilizar para essa reação, as seguintes 

condições de PCR: 1 ciclo de 2 segundos a 96ºC; 35 ciclos de 96ºC por 10 

segundos, 55ºC por 45 segundos e 72ºC por 1 minuto; e terminar a reação com 1 

ciclo de 1 minuto a 72ºC. 

 

3.2.5.2. Precipitação e separação eletroforética 

Realizar a precipitação do DNA adicionando 16 µL de água Milli-Q autoclavada 

e 64 µL de etanol 95%. Centrifugar por 20 minutos a 14.000xg. Aspirar o 

sobrenadante e lavar o precipitado com 200 µL de etanol 75%. Em seguida, 

centrifugar novamente a amostra e repetir a lavagem mais duas vezes. Depois de 

precipitado, secar a amostra e ressuspender o DNA em tampão de aplicação e 

submeter a amostra à eletroforese utilizando sequenciador semi-automático ABI 377 

(Applied Biosystems). 

 

3.2.6. Transformação de leveduras 

Fazer inóculo da levedura de interesse em 10 mL de meio YEPD (extrato de 

levedura 10 g/L; peptona 20 g/L e glicose 20 g/L) e incubar a 30°C sob agitação por 

uma noite. Centrifugar 1 mL da cultura a 3.000xg por 5 minutos, suspender as 

células em 1 mL de acetato de lítio 100 mM e incubá-las a 30°C por 15 minutos. 

Após este período, centrifugar a suspensão e remover o sobrenadante. Adicionar 

então às células 240 µL de PEG4000 40%, 36 µL acetato de lítio1 M, 50 µg de DNA 
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carreador, 0,1-5 µg de DNA plasmidial e água Milli-Q estéril q.s.p 350 µL. Agitar a 

suspensão de células até homogeneização completa e incubar a 42°C por 20 

minutos. Após incubação, coletar as células por centrifugação, suspendê-las em 200 

µL de água Milli-Q estéril e plaqueá-las em meio seletivo adequado, de acordo com 

as marcas auxotróficas utilizadas. 

 

3.2.7. Preparação de plasmídeos a partir de leveduras 

Crescer a levedura desejada em 5 mL de meio seletivo adequado até fase 

estacionária. Centrifugar toda a cultura a 4.000xg por 5 segundos. Lavar as células 

com 1 mL de água estéril e, após nova centrifugação, suspender as células em 200 

µL de tampão de lise (2% Triton X-100; 1% SDS; 100 mM NaCl; 10 mM Tris-HCl pH 

8,0 e 1 mM EDTA pH8,0). Adicionar 200 µL da mistura fenol:clorofórmio:álcool 

isoamílico (25:24:1) e 300 mg de pérolas de vidro, agitar vigorosamente em vortex 

por 5 minutos e centrifugar a 16.000xg por 1 minuto. Transferir a fase aquosa para 

um novo tubo, adicionar 100 µL de isopropanol e misturar por inversão. A seguir, 

centrifugar a 16.000xg por 10 minutos, remover o sobrenadante e lavar o precipitado 

com 500 µL de etanol 75% gelado. Ressuspender em 50 µL de água Milli-Q. 

 

3.2.8. Cruzamento e esporulação de leveduras 

3.2.8.1. Cruzamento 

Cruzar as cepas haplóides de S. cerevisiae desejadas na superfície de ágar 

YEPD e incubar por uma noite a 25ºC. Realizar a seleção dos diplóides pela 

transferência, com veludo estéril, do crescimento obtido na placa de YEPD para a 

placa de meio duplo seletivo, de acordo com as marcas auxotróficas. Incubar as 

placas a 25ºC. Após o crescimento, isolar os diplóides em meio seletivo duplo. 
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3.2.8.2. Esporulação 

Crescer os diplóides em meio S-SPO líquido (2,5 g de extrato de levedura; 15 

g acetato de potássio; 40 mg de adenina, uracil e tirosina; 20 mg de histidina, 

leucina, lisina, triptofano, metionina e arginina; 100 mg de fenilalanina e 350 mg de 

treonina em 1 litro de água destilada) a 25ºC, sob agitação, até a formação de 

ascos.  

 

3.2.9. Dissecção e caracterização de tétrades 

Centrifugar momentaneamente 100-200 µL da cultura submetida à 

esporulação. Após a remoção do sobrenadante, suspender as células em 100 µL de 

sorbitol 20%. Então, adicionar 3 µL de zimoliase (10 mg/mL) e incubar a reação à 

temperatura ambiente por 15 minutos. A seguir, adicionar 1 mL de sorbitol 20% e 

manter as células em gelo até a dissecção. Dissecar os ascos utilizando microscópio 

de dissecção em placa de meio YEPD ou YEPD adicionado de sorbitol 1 M, quando 

necessário, e incubar a 25-30ºC até a obtenção de colônias. Caracterizar as marcas 

auxotróficas das células haplóides obtidas utilizando diferentes meios de cultura 

seletivos. Definir o “mating type” através do cruzamento com cepas de “mating type” 

conhecido e seleção dos diplóides em meio seletivo. Checar o fenótipo de 

sensibilidade a temperatura fazendo o crescimento em meio YEPD em diferentes 

temperaturas de incubação. 

 

3.2.10. Teste de sensibilidade a temperatura 

Fazer inóculo das leveduras de interesse em meio seletivo adequado 24 

horas antes do experimento. Medir a D.O.600nm e, com este dado, uniformizar a 

concentração celular em todas as amostras. Utilizando 100 µL de cada amostra, 
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realizar cinco diluições seriadas (1:10) em microplaca de 96 poços, e com ajuda de 

pipetador multicanal aplicar 4 µL das amostras e suas respectivas diluições nos 

meios de cultura apropriados. Incubar nas temperaturas desejadas. 

 

3.2.11. Rastreamento de genes supressores em alto número de cópias 

Crescer a linhagem mutante desejada em meio YEPD e transformá-la com uma 

biblioteca genômica de S. cerevisiae em vetor de alto número de cópias, contendo a 

marca auxotrófica URA3 (2µ/URA3). Após a transformação, plaquear em meio 

sintético sem uracila e incubar as placas a 25°C (temperatura permissiva) por 

aproximadamente 12 horas. A seguir, transferir as placas para a temperatura não 

permissiva e incubar por um período de 3-4 dias. Os clones que crescerem nessa 

condição devem ser cultivados em meio seletivo na temperatura permissiva. Em 

seguida, confirmar a supressão do fenótipo temperatura-sensível através do cultivo 

dos clones selecionados em meio seletivo nas temperaturas permissiva e não 

permissiva. Testar os clones quanto à sensibilidade ao ácido 5-fluor-orótico (5-FOA) 

em meio de cultura contendo essa droga nas temperaturas permissiva e não 

permissiva. 

Finalmente, recuperar o plasmídeo dos clones que passaram pelo teste de 5-

FOA e realizar o “plasmid-linkage” para cada plasmídeo, transformando-o 

novamente no mutante em estudo e testando o fenótipo de sensibilidade a 

temperatura. Após essa confirmação, sequenciar as extremidades do fragmento 

genômico contido no plasmídeo identificado. A definição final do gene supressor é 

obtida através de subclonagem do segmento genômico ou por clonagem por PCR 

de um determinado gene/ORF, usando o fragmento genômico como molde. 
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3.2.12. Marcação do citoesqueleto de actina com rodamina-faloidina 

A marcação dos filamentos de actina foi feita essencialmente como descrito 

em Amberg (1998). As células foram cultivadas até a fase exponencial e fixadas à 

temperatura ambiente por 1 hora com formaldeído 3,7% no meio de cultura, seguido 

de mais uma hora de incubação em PBS com formaldeído 3,7%. Em seguida, as 

células foram lavadas duas vezes com PBS e ressuspendidas em 500 µL de PBS. A 

marcação foi feita com a adição de 10 µL de rodamina-faloidina (Molecular Probes) 

em 100 µL de suspensão de células. As células foram então incubadas no escuro 

por 1 h, lavadas 5 vezes com 1 mL de PBS e finalmente suspendidas em 100 µL de 

solução anti-oxidante (glicerol 90%; PBS 0,1x e p-fenilenodiamina 92,5 mM, pH 

ajustado para 8 com carbonato de sódio 0,5 M pH 9,0). As células foram guardadas 

a -20°C até análise. As células coradas com rodamina-faloidina (2,5 µL) foram 

aplicadas em lâminas limpas e cobertas com lamínula. As células foram vizualizadas 

por microscopia de fluorescência usando um filtro de rodamina e um microscópio 

invertido Nikon TE300. As imagens foram capturadas com o programa Image-Pro 

Plus (Media Cybernetics). 

 

3.2.13. Perfil polissomal de levedura e análise das amostras fracionadas 

3.2.13.1. Preparação do gradiente de sacarose 

Preparar os gradientes de sacarose, adicionando, subsequentemente, em tubo 

de polialômero (14x89 mm/13,2 mL - Beckman) 2,1 mL de soluções de sacarose 

10%, 20%, 30%, 40% e 50% em tampão adequado (Tris-HCl 20 mM pH 7,5; KCl 50 

mM; MgCl2 10 mM; DTT 1 mM; ciclo-heximida 100 µg/mL e heparina 0,2 mg/mL), 

partindo-se da menor concentração e em sentido crescente de concentração, 

utilizando-se uma seringa de 3 mL e agulha de extremidade não-perfurante de 15 
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cm. Incubar os gradientes a 4ºC durante a noite para permitir o equilíbrio entre as 

fases. 

 

3.2.13.2. Preparação do extrato e centrifugação dos gradientes 

Crescer uma cultura da linhagem de interesse em 100 mL de meio YEPD até a 

D.O.600nm=0,4-0,6 a 25ºC. Nos experimentos em que for necessário a mudança de 

temperatura para inativação do mutante, crescer 200 mL de cultura até 

D.O.600nm=0,2 a 25ºC e, então, transferir metade da cultura para um banho com 

agitação a 37ºC por 3 horas. Bloquear a maquinaria de tradução adicionando ciclo-

heximida para uma concentração final de 100 µg/mL (para as análises com a 

levedura selvagem, Figura 16) ou 75 µg/mL (para as análises envolvendo a 

utilização de linhagens mutantes, Figura 17) de cultura e incubar nas respectivas 

temperaturas por 5 minutos. Centrifugar as culturas em garrafas geladas a 3.500xg, 

por 5 minutos a 4ºC. Em seguida, lavar as células ressuspendendo-as em 2,5 mL de 

tampão de lise (Tris-HCl 20 mM pH 7,5; KCl 50 mM; MgCl2 10 mM; DTT 1 mM; ciclo-

heximida 100 µg/mL e heparina 0,2 mg/mL), transferir para tubo cônico de 15 mL e 

centifugar a 3.500xg, por 5 minutos a 4ºC. Para realizar a lise, ressuspender o 

precipitado de células em 350 µL de tampão de lise adicionado de inibidores de 

protease (“EDTA-free, Complete Protease Inhibitors Cocktail” - Roche) e inibidor de 

RNase (1 µL/mL de “RNasin” - Promega), transferir para um tubo de 1,5 mL, 

adicionar 1 g de pérolas de vidro e quebrar as células em aparelho Fastprep 

(velocidade 6.0 e um ciclo de 13 segundos). Com uma agulha, perfurar o fundo do 

tubo, encaixá-lo em novo tubo de 1,5 mL, colocar ambos em um tubo cônico de 15 

mL e centrifugar momentaneamente a 3.000xg para transferir o lisado para o novo 

tubo. Em seguida, centrifugar o lisado transferido a 14.000xg por 15 minutos a 4ºC, 
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para clarificar o lisado. Transferir o sobrenadante para um novo tubo de 1,5 mL e 

determinar a D.O.260nm da amostra. 

 

3.2.13.3. Fracionamento dos gradientes e coleta das frações 

Aplicar volume de lisado equivalente a 10 (para análise de perfil com EDTA), 

20 (para todas as situações não especificadas) ou 25 (para perfil traducional) 

D.O.260nm sobre o gradiente de sacarose e centrifugar a 39.000 rpm por 3 horas a 

4ºC em rotor SW-41Ti, utilizando ultracentrífuga Beckman. 

Para fracionamento e coleta dos gradientes de sacarose contendo o extrato de 

levedura separado por densidade, foi utilizado um sistema “Econo Gradient Pump 

Kit” (Bio-Rad Laboratories), utilizando-se um fluxo contínuo de 1 mL/minuto de 

solução de sacarose 55% para empurrar a amostra do gradiente. A análise das 

amostras levou em conta a leitura de absorbância a 254 nm, que deu origem aos 

traçados mostrados nas figuras que tratam de perfil polissomal. O fracionamento dos 

gradientes foi realizado a 4ºC e o volume e número de amostras coletadas foi feito 

de acordo com seu processamento subsequente. 

 

3.2.13.4. Extração de proteína e RNA a partir de gradientes de sacarose 

Para estes procedimentos, os gradientes a 4ºC foram separados em 20 frações 

de 600 µL. As frações de 600 µL coletadas foram divididas em amostras de 400 µL e 

200 µL em tudos de 1,5 mL e procedeu-se como descrito abaixo. 

Para extração de RNA, adicionar ao tubo contendo 400 µL do material 

fracionado, o mesmo volume da mistura fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (25:24:1), 

agitar vigorosamente por 30 segundos utilizando um vortex e centrifugar, em 

seguida, a 4ºC por 5 minutos a 14.000xg. Transferir o sobrenadante para um novo 
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tubo contendo 20 µL de acetato de sódio 3 M pH 5,2, misturar e adicionar 1,1 mL de 

etanol 100%. Incubar por 3 horas a -20ºC. Centrifugar a 14.000xg por 30 minutos a 

4ºC, descartar o sobrenadante e lavar com 1 mL de etanol 70% gelado, utilizando o 

vortex para agitar vigorosamente o precipitado. Centrifugar a 14.000xg por 20 

minutos a 4ºC, descartar o sobrenadante e repetir a lavagem. Descartar o 

sobrenadante e secar o precipitado de RNA. Ressuspender o precipitado em 15 µL 

de TE pH 8,0. Juntar a 15 µL de cada amostra de RNA o mesmo volume de “Glyoxal 

Sample Loading Dye” (Ambion) e incubar a 50ºC por 30 minutos para desnaturação 

completa de estruturas secundárias do RNA. Em seguida, aplicar 30 µL da 

preparação de RNA com reagente de glioxal em gel de agarose 1,2% preparado e 

pré-incubado por 30 minutos em tampão de corrida de RNA (MOPS 50 mM pH 7,0; 

EDTA 1 mM e formaldeído 3%) e submeter a eletroforese para separação das 

amostras. Analisar o gel com auxílio de luz ultravioleta, seguido de 

fotodocumentação. 

Para extração de proteína para posterior ensaio de western blot, adicionar ao 

tubo contendo 200 µL do material fracionado 45 µL de ácido tricloroacético 100%, 

agitar utilizando vortex e incubar por uma noite a 4ºC para precipitação das 

proteínas. Centrifugar a 14.000xg por 30 minutos a 4ºC, aspirar o sobrenadante e 

lavar o precipitado com 1 mL de acetona gelada. Agitar vigorosamente por 10 

segundos, centrifugar a 14.000xg por 10 minutos a 4ºC, aspirar o sobrenadante e 

secar o precipitado. Ressuspender o precipitado em 30 µL de tampão de 

carregamento de proteína 2x (Tris-HCl 100 mM pH 6,8; SDS 4%; azul de bromofenol 

0.2%; DTT 200 mM e glicerol 20%). Aquecer a 100ºC por 5 minutos, resfriar à 

temperatura ambiente e agitar vigorosamente até que nenhum precipitado seja mais 
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visível. Utilizar 20 µL desta amostra para proceder diretamente para SDS-PAGE, 

seguido de western blot (item 5.2.13.5). 

 

3.2.13.5. Western blot 

Separar as amostras protéicas por eletroforese em gel de poliacrilamida na 

presença de SDS (SDS-PAGE) e transferi-las para membrana de nitrocelulose. 

Bloquear a membrana com tampão PBS 1x (NaCl 140 mM; KCl 2,7 mM; Na2HPO4 

10 mM e KH2PO4 1,8 mM) adicionado de Tween-20 0,25% (PBST) contendo 5% de 

leite desnatado à temperatura ambiente por 30 minutos sob agitação. Em seguida, 

incubar a membrana com uma diluição adequada de anticorpo primário em PBST 

contendo 5% de leite desnatado por 1 hora à temperatura ambiente. Lavar a 

membrana com PBST por cinco minutos, por 3 vezes, e incubá-la em PBST 

contendo 5% de leite desnatado com anti-IgG de coelho conjugado com peroxidase. 

Após três novas lavagens de cinco minutos com PBST, tratar a membrana com 

reagentes quimioluminescentes (ECL-Amershan) e expor a filme autorradiográfico. 

 

3.2.14. Análise de expressão gênica por “microarray” 

3.2.14.1. Extração de RNA total de levedura a partir de lisados (perfil transcricional) 

Crescer a linhagem de levedura de interesse em 100 mL de YEPD até 

D.O.600nm=0,1 a 25ºC e, então, transferir metade da cultura para um banho com 

agitação a 37ºC por 3 horas. Centrifugar as culturas a 3.000xg por 2 minutos a 

temperatura ambiente, descartar o sobrenadante e congelar imediatamente em 

nitrogênio líquido. Estocar a -80ºC até extração de RNA. 

Descongelar os precipitados de levedura em gelo, transferir para um tubo de 

1,5 mL, centrifugar a 14.000xg momentaneamente a 4ºC e descartar o 
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sobrenadante. Ressuspender as células em 500 µL de TES (Tris-HCl 10 mM pH 7,5; 

EDTA 10 mM e SDS 0,5%) e adicionar 500 µL de fenol ácido. Incubar a 65ºC por 1 

hora, agitando em vortex por 10 segundos a cada 10 minutos. Em seguida, incubar 

em gelo por 5 minutos, centrifugar a 14.000xg por 5 minutos a 4ºC e transferir o 

sobrenadante para um novo tubo contendo 500 µL de fenol ácido. Agitar em vortex 

por 10 segundos, incubar em gelo por 5 minutos, centrifugar a 14.000xg por 5 

minutos a 4ºC e transferir o sobrenadante para um novo tubo contendo 500 µL de 

clorofórmio. Agitar em vortex por 20 segundos, centrifugar a 14.000xg por 5 minutos 

a 4ºC e transferir o sobrenadante para um novo tubo contendo 50 µL de acetato de 

sódio 3M pH 5,2. Misturar por inversão, adicionar 1 mL de etanol 100% gelado e 

incubar a -20ºC por 3 horas. Centrifugar a 14.000xg por 10 minutos a 4ºC e 

descartar o sobrenadante. Lavar o precipitado com 1 mL de etanol 70% gelado, 

centrifugar novamente a 14.000xg por 10 minutos a 4ºC e descartar o sobrenadante. 

Após secar o precipitado, ressuspendê-lo em 100 µL de água livre de nuclease. 

Determinar a concentração de RNA por espectrofotometria e usar 100 µg de RNA 

total em subsequente purificação em coluna utilizando o Kit “RNeasy Mini” (Qiagen) e o 

protocolo de “Cleanup”, eluindo no final com 100 µL de água livre de nuclease. 

Determinar novamente a concentração de RNA por espectrofotometria. 

 

3.2.14.2. Extração de RNA total de levedura a partir de gradientes de sacarose 

(perfil traducional) 

Para esse procedimento, foi realizado inicialmente o perfil polissomal (item 

3.2.13) sem a adição de heparina. Em seguida foi feito o fracionamento dos 

gradientes a 4ºC e coletadas as amostras em 12 frações de 900 µL. 
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Para cada réplica da análise foram utilizadas as 3 últimas frações de cada 

gradiente (contendo as frações polissomais) sendo que essas 3 frações foram 

agrupadas às 3 últimas frações de outros dois gradientes provenientes da mesma 

linhagem e condição (permissiva ou restritiva), com o objetivo de aumentar o 

rendimento da preparação. 

Adicionar à essas frações agrupadas 25 mL de etanol 100% gelado e incubar a 

-20ºC por uma noite. Centrifugar a 12.000xg por 20 minutos a 4ºC. Descartar o 

sobrenadante, centrifugar a 12.000xg por 2 minutos a 4ºC e secar o precipitado. 

Ressuspender o precipitado em 1 mL de tampão P (Tris-HCl 10 mM pH 7,5; EDTA 1 

mM; SDS 0,2% e Proteinase K - Invitrogen 0,8 mg/mL), transferir para um tubo de 

1,5 mL e incubar a 37ºC por 20 minutos. Em um tubo de 2 mL, adicionar 1 mL de 

fenol ácido e, em seguida, a amostra, agitar por 10 segundos e centrifugar a 

14.000xg por 15 minutos a 4ºC. Transferir o sobrenadante para um novo tubo de 2 

mL contendo 1 mL de fenol:clorofórmio (5:1 pH 4,5) e agitar por 10 segundos. 

Centrifugar a 14.000xg por 5 minutos a 4ºC. Transferir o sobrenadante para um novo 

tudo de 2 mL contendo 1 mL de clorofórmio, agitar vigorosamente por 30 segundos 

e centrifugar a 14.000xg por 5 minutos a 4ºC. Transferir, dividindo, cada 

sobrenadante para dois tubos novos de 2 mL contendo 45 µL de acetato de sódio 

3M pH 5,2, misturar e adicionar 1,35 mL de etanol 100% gelado. Incubar a -20ºC por 

3 horas. Centrifugar a 14.000xg por 20 minutos à temperatura ambiente. Descartar o 

sobrenadante, lavar os precipitados com 1 mL de etanol 70% gelado, agitar 

utilizando vortex e centrifugar a 14.000xg por 20 minutos a 4ºC. Descartar 

sobrenadante e secar o precipitado. Dissolver cada precipitado em 50 µL de água 

livre de nuclease e agrupar novamente cada amostra separada na etapa de 

precipitação anterior. Determinar a concentração de RNA por espectrofotometria e 
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usar 100 µg de RNA total em subsequente purificação em coluna utilizando o Kit 

“RNeasy Mini” (Qiagen) e o protocolo de “Cleanup”, eluindo no final com 100 µL de água 

livre de nuclease. Determinar novamente a concentração de RNA por 

espectrofotometria. 

 

3.2.14.3. Síntese de cDNA 

Montar a primeira etapa da reação de transcrição reversa como segue: 55 µg 

de RNA total, 500 ng de oligonucleotídeo dT15 e mistura de dNTPs (dATP, dCTP, 

dGTP e dTTP) 1 mM cada. Aquecer a 65ºC por 5 minutos e incubar em gelo por 5 

minutos. Centrifugar momentaneamente os microtubos contendo as reações e 

adicionar a segunda etapa da reação: 1x “First-Strand Buffer” (Invitrogen), DTT 0,01 

M, “RNasin” (Promega) 1 µL/mL e 1.600 unidades de transcriptase reversa 

“SuperScript III” (Invitrogen). Misturar a reação e incubar a 50ºC por 3 horas. Como 

controle de contaminação por DNA na preparação de RNA total, retirar 1/10 da 

reação antes da adição de transcriptase reversa e submeter aos mesmos 

procedimentos.  

Em seguida, hidrolisar o RNA com a adição de EDTA 5 mM pH 8,0 e NaOH 

500 mM, incubando a 65ºC por 20 minutos. Neutralizar a reação com adição de HCl 

500 mM. Adicionar ao volume final da reação neutralizada (240 µL) igual volume de 

isopropanol e incubar a -20ºC por 3 horas para precipitação do cDNA formado. 

Centrifugar a amostra a 14.000xg por 20 minutos a 4ºC, descartar o sobrenadante e 

lavá-lo com 1 mL de etanol 70% gelado. Centrifugar novamente a 14.000xg por 20 

minutos a 4ºC, descartar o sobrenadante, secar o precipitado e ressuspender em 27 

µL de água livre de nuclease. Determinar a presença de DNA em gel de agarose 

0,8% utilizando 6 µL da amostra. 
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3.2.14.4. Marcação de cDNA com fluoróforos 

Utilizar 21 µL da amostra produzida com a reação do item anterior 

(normalmente, por volta de 15-20 µg de cDNA) e adicionar 20 µL de “Random 

Primers Solution” (BioPrime DNA Labeling System - Invitrogen). Incubar por 5 

minuntos a 100ºC e mais 5 minutos em gelo. Todas as etapas seguintes devem ser 

realizadas sob a maior proteção possível de luz direta. Adicionar 5 µL de mistura de 

dNTPs de baixa concentração de dTTP (dATP, dCTP e dGTP 1,2 mM; dTTP 0,6 

mM), 3 µL dos fluoróforos Cy3-dUTP ou Cy5-dUTP (1,0 mM - PelkinElmer) e 1 µL de 

enzima Klenow (40 U/µL - Invitrogen). Incubar a 37ºC por 1 hora. Purificar a reação 

por coluna de afinidade utilizando o Kit “QIAquick PCR Purification” (Qiagen). Eluir 

em 100 µL de tampão de eluição do Kit e precipitar o material pela adição de 12 µL 

de acetato de sódio 3 M pH 5,2 e 260 µL de etanol 100%, e incubação a -20ºC por 3 

horas. Centrifugar a 14.000xg por 40 minutos a 4ºC, descartar o sobrenadante e 

lavar o precipitado com 500 µL de etanol 70% gelado. Centrifugar a 14.000xg por 20 

minutos a 4ºC, descartar o sobrenadante, secar o precipitado e ressuspender em 10 

µL de água livre de nuclease. 

 

3.2.14.5. Hibridização, lavagem e análise dos “microarrays” 

Para este protocolo, foram utilizados “microarrays” de genes de S. cerevisiae, 

arranjados sobre lâmina de vidro e produzidos pela Universidade de Toronto 

(www.microarrays.ca/products/types.html#Y6.4K). Estes “microarrays” são 

compostos por 6.240 genes de S. cerevisiae duplicadas, mais controles, totalizando 

12.800 pontos arranjados em 48 blocos. 
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Inicialmente, preparar 110 µL de solução de hibridização da seguinte maneira: 

juntar 100 µL de “DIG Easy Hyb” (Roche), 5 µL de tRNA de levedura 10 mg/mL 

(Sigma) e 5 µL de DNA fita simples 10 mg/mL (Sigma). Incubar a 65ºC por 2 minutos 

e deixar esfriar à temperatura ambiente. Combinar as amostras de cDNA marcado 

(item 3.2.14.4) provenientes das linhagens selvagem e mutante. A seguir, adicionar 

60 µL da solução de hibridização obtendo, assim, 80 µL de mistura de hibridização. 

Incubar a 65ºC por 2 minutos e esfriar à temperatura ambiente. Colocar cada 

“microarray” em uma câmara de hibridização e cobrir cada um com uma lamínula 

suspensa (“lifter slip”). Aplicar cuidadosamente o maior volume possível da mistura 

de hibridização sobre os arranjos do “microarray” e incubar em câmara de 

hibridização a 37ºC por uma noite. 

Para dar início à lavagem de cada “microarray”, retirar a lamínula suspensa 

mergulhando-o em solução de SSC 1x (citrato de sódio 15 mM e cloreto de sódio 

150 mM), previamente aquecida a 50ºC. Colocar cada “microarray” em uma jarra de 

Coplin contendo 100 mL de solução de SSC 1x a 50ºC. Em seguida, transferir cada 

“microarray” para um suporte de metal vazado para lâminas de vidro submerso em 

aproximadamente 300 mL de solução de SSC 1x e SDS 0,1% a 50ºC, em um 

recipiente adequado. Incubar a 50ºC por 10 minutos. Repetir esse passo de lavagem 

mais duas vezes. Por fim, transferir cada “microarray” para um novo suporte de 

lâminas em um novo recipiente contendo uma nova solução de SSC 1x a 50ºC. 

Utilizando uma presilha que se encaixa no suporte de metal, lavar as lâminas 

fazendo movimentos rápidos na vertical. Secar os “microarrays” utilizando o suporte 

de metal encaixado em um rotor de microplaca e centrífugar a 300xg por 5 minutos. 

Para escanear as lâminas de “microarray”,  foi utilizado um aparelho “GenePix 

4000B Scanner” e o programa de computador “GenePix Pro 6” (Axon Instruments). 
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A preparação das imagens para extração dos dados preliminares e a extração 

desses dados foram também realizadas utilizando-se o programa “GenePix Pro 6”. A 

análise dos dados obtidos foi feita com os programas “Rosetta Resolver System” 

(Rosetta Biosoftware) e “Excel” (Microsoft). As análises envolvendo ontologia 

genética foram realizadas considerando-se todos os genes com resultados de P-

value <0,05 e utilizando-se a ferramenta disponível na internet “FuncAssociate” 

(http://llama.med.harvard.edu/cgi/func/funcassociate). Para a classificação dos 

transcritos de níveis alterados no mutante tif51A-1 segundo as anotações de 

ontologia genética, foram utilizados os dados das colunas 2 e 3 do documento 

ftp://ftp.geneontology.org/pub/go/gene-associations. Para apresentação dos 

resultados na forma de tabelas, foi utilizada a ferramenta “GO Term Finder” 

(http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/GO/goTermFinder). 
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Tabela 1. Linhagens de S. cerevisiae utilizadas neste estudo. 

Linhagem Genótipo Origem 

SVL14 
MATa ade2-1 his3-11,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 

can1-100 ssd1-d tif51A-1 

Valentini e cols., 

2002 

SVL26   
MATa ade2-1 his3-11,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 

can1-100 ssd1-d tif51A-1 
Pamela Silver 

SVL32 
MATa ade2-1 his3-11,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 

can1-100 ssd1-d tif51A-3 

Valentini e cols., 

2002 

SVL82 (W303)  
MATa ade2-1 his3-11,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 

can1-100 ssd1-d 
Pamela Silver 

SVL170 (DLY486) MATα  ade8 his3 leu2 met3 ura3 stt1 (pkc1) David Levin 

SVL248 
MATa ade2-1 his3-11,15 leu2-3,112 trp1-1 ura3-1 

can1-100 ssd1-d ts1159 

Valentini e cols., 

2002 

SVL411 
MATa ade2 his3 leu2 ura3 trp1 zds1∆HIS3 

zds2∆kanMX4 ssd1-d tif51A-1 
Este estudo 

SVL412 MATa ade2 his3 leu2 ura3 trp1 ssd1∆LEU2 tif51A-1 Este estudo 

 



 

 

54 

Tabela 2. Plasmídeos utilizados neste estudo. 

Plasmídeo Descrição Origem 

pSV64 (pRS425) LEU2, 2µ Christianson e cols., 1992 

pSV65 (pRS426) URA3, 2µ Christianson e cols., 1992 

pSV107 TIF51A, URA3, 2µ Valentini e cols., 2002 

pSV108 TIF51A, LEU2, 2µ Valentini e cols., 2002 

pSV115 WSC1, URA3, 2µ Valentini e cols., 2002 

pSV116 WSC2, URA3, 2µ Valentini e cols., 2002 

pSV117 WSC3, URA3, 2µ Valentini e cols., 2002 

pSV143 TIF51B, URA3, CEN Este estudo 

pSV181 PKC1, URA3, 2µ Valentini e cols., 2002 

pSV292 (pROM2) ROM2, TRP1, 2µ Helliwell e cols., 1998 

pSV293 (pRHO2) RHO2, TRP1, 2µ Helliwell e cols., 1998 

pSV294 (pBCK1-20) BCK1-20, URA3, CEN Helliwell e cols., 1998 

pSV295 (pMKK1) MKK1, URA3, 2µ Helliwell e cols., 1998 

pSV296 (pMPK1) MPK1 (SLT2), URA3, 2µ Helliwell e cols., 1998 

pSV304 GIC1, URA3, 2µ Este estudo 

pSV352 (YEp24-BNI1) BNI1, URA3, 2µ Helliwell e cols., 1998 

pSV376 (YEp351-

CDC24) 
CDC24, LEU2, 2µ Richman e cols., 1999 

pSV377 (YEp351-

CDC42) 
CDC42, LEU2, 2µ Richman e cols., 1999 

pSV381 (YEp13-BEM3) BEM3, LEU2, 2µ Richman e cols., 1999 

pSV383 (YEp13-RGA1) RGA1, LEU2, 2µ Richman e cols., 1999 

pSV384 (pFK2CU) SSD1, URA3, CEN Uesono e cols., 1994 
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pSV387 (YEp13-MID2) MID2, LEU2, 2µ de Bettignies e cols., 2001 

pSV388 (YEp13-MTL1) MTL1, LEU2, 2µ de Bettignies e cols., 2001 

pSV396 (EBO459) CLN2, URA3, 2µ Lenburg e O´Shea, 2001 

pSV401 (pDLB678) BEM1, URA3, 2µ Gladfelter e cols., 2002 

pSV403 (pDLB722) CLA4, URA3, 2µ Gladfelter e cols., 2002 

pSV407 (YEp352-

STE20) 
STE20, URA3, 2µ Gladfelter e cols., 2002 

pSV411 (MPO120) PCL1, URA3, 2µ Lenburg e O´Shea, 2001 

pSV412 (MPO121) PCL2, URA3, 2µ Lenburg e O´Shea, 2001 

pSV454 (pKT1057) BEM2, LEU2, 2µ Kawasaki e cols., 2003 

pSV455 (pKT1130) BUD1, LEU2, 2µ Kawasaki e cols., 2003 

pSV501 TIF51A, TRP1, CEN Este estudo 

pSV531 (pTH123) GIC1, LEU2, 2µ Höfken e Schiebel, 2004 

pSV532 (pTH124) GIC2, LEU2, 2µ Höfken e Schiebel, 2004 

pSV534 (pTH179) GIC1CRIB-, LEU2, 2µ Höfken e Schiebel, 2004 

pSV535 (pTH185) GIC1-pr, LEU2, 2µ Höfken e Schiebel, 2004 

pSV588 (YEp-ZDS2) ZDS2, URA3, 2µ Yu e cols., 1996 

pSV589 ZDS1, URA3, 2µ Este estudo 

pSV590 HSP150, URA3, 2µ Este estudo 

pSV790 TIF51B, URA3, 2µ Este estudo 

 



 

 

56 

 

 

 

 

 

Tabela 3. Oligonucleotídeos utilizados neste estudo. 
Oligonucleotídeo Descrição 

SVO65 5’- CGCGGATCCATATTCGACGATGTCTCACACG -3’ 

SVO66 5’- CGCGGATCCACTGCGCATATAAAGGCGAGAACG -3’ 

SVO148 5’- CGCGGATCCATTAGGCGACCCTCACAATG -3’ 

SVO149 5’- CGCGGATCCATAGACGTAGCCACATGCAG -3’ 

SVO150 5’- CGCGGATCCTGGAATTCTATCGAGCGACC -3’ 

SVO151 5’- CGCGGATCCCTCTGTTCTTATACGGTTCC -3’ 

SVO152 5’- CGGGGTACCAATACGTACCCGGGTAGTAG -3’ 

SVO153 5’- CGGGGTACCGTCTGAGCAGGAATAAAGAG -3’ 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Análise da interação funcional entre Pkc1 e eIF5A 

4.1.1. Análise da supressão do fenótipo de sensibilidade a temperatura de tif51A-1 

pelas MAP quinases 

Em um trabalho anterior de nosso laboratório, três alelos temperatura-

sensíveis de TIF51A, tif51A-1, tif51A-2 e tif51A-3 foram caracterizados e usados 

para estudar a função de eIF5A em levedura (Valentini e cols., 2002). Como PKC1 e 

WSC1-3 foram identificados como supressores em alto número de cópias do 

mutante tif51A-1 (Valentini e cols., 2002), decidiu-se analisar o mecanismo que 

governa esta supressão. Pkc1, homólogo de proteína quinase C de levedura, 

juntamente com seus reguladores propostos Wsc1-3, desempenham um papel 

importante na manutenção da integridade celular. Esta função é exercida por Pkc1 

pela sinalização através de diferentes efetores para levar a remodelagem da parede 

celular e reorganização do citoesqueleto de actina na resposta a diversos estímulos, 

incluindo choque térmico, feromônio, baixa osmolaridade, depleção de nutrientes e 

progressão do ciclo celular (Heinisch e cols., 1999). Um efetor bem estabelecido 

abaixo de Pkc1 é a via composta pela cascata de MAP quinases, que é composta 

pelas quinases Bck1, Mkk1/Mkk2 e Mpk1 (Figura 5). A ativação de Mpk1 regula 

positivamente a transcrição de uma série de genes envolvidos na progressão do 

ciclo celular e na síntese da parede celular (Gustin e cols., 1998). Embora seja 

conhecido que a transcrição de um grande número de genes é mediada pela 

cascata de MAP quinases em resposta a diferentes danos da parede celular, pouco 

é sabido sobre outros efetores que atuam abaixo de Pkc1 (Ketela e cols., 1999; 

Andrews e Stark, 2000; Li e cols., 2000; Nanduri e Tartakoff, 2001; Chai e cols., 
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2002; Valdivia e Schekman, 2003). Dessa forma, a fim de se determinar se a 

supressão de tif51A-1 promovida por PKC1 em alto número de cópias ocorre através 

da via de MAP quinases, foi examinado se MKK1 e MPK1 em alto número de 

cópias, ou um alelo ativado de BCK1, BCK1-20, poderiam suprimir o fenótipo 

temperatura-sensível de tif51A-1. Ao contrário de PKC1, nenhum dos genes de MAP 

quinase puderam suprimir o defeito de crescimento de tif51A-1 na temperatura não-

permissiva de 37ºC (Figura 6A). Por outro lado, como controle, o alelo ativado 

BCK1-20 suprimiu com sucesso o defeito do mutante stt1 de PKC1 (Yoshida e cols., 

1994; Figura 6B). Este resultado sugere que, embora BCK1-20 possa suprimir o 

fenótipo temperatura-sensível do mutante pkc1 (stt1), a ativação da via de MAP 

quinases não é suficiente para suprimir o fenótipo de crescimento de tif51A-1. Ao 

contrário dos resultados obtidos com genes de fatores que atuam abaixo de Pkc1, 

plasmídeos contendo genes que codificam para ativadores de Pkc1 (WSC1-3, MID2, 

MTL1, ROM2 e RHO2) suprimem o fenótipo do mutante tif51A-1 (Hohmann, 2002; 

Tabela 4). Considerando os resultados mostrados, é fortemente sugerido que Pkc1 

não age através de sua cascata de MAP quinases para promover a supressão do 

fenótipo temperatura-sensível de tif51A-1. 

 

4.1.2. Novos supressores de tif51A-1 sugerem a existência de uma nova via de 

sinalização que liga Pkc1 à polaridade celular 

Uma vez que a atividade aumentada de membros da cascata de MAP quinases 

de integridade celular não suprimiu o fenótipo temperatura-sensível do mutante 

tif51A-1, foi realizado novamente um rastreamento de supressores em alto número 

de cópias no intuito de que os novos genes identificados pudessem auxiliar na 

compreensão da relação funcional entre Pkc1 e eIF5A. 
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Com relação ao rastreamento, então efetuado, aproximadamente 4x105 

leveduras foram transformadas com a biblioteca genômica. Um total de 335 

transformantes mostrou crescimento na temperatura não permissiva e foram, então, 

inicialmente selecionadas para os testes subsequentes. Chegaram ao ensaio de 

ligação do plasmídeo (“plasmid linkage”) 92 clones e apenas 25 confirmaram a 

capacidade de supressão em alto número de cópias do fenótipo de sensibilidade a 

temperatura do alelo tif51A-1. Após subclonagem dos fragmentos contidos nos 

plasmídeos selecionados para definição dos genes supressores, foi realizada 

clonagem desses supressores por PCR (dados não mostrados). Como esperado, a 

maior parte dos fragmentos genômicos selecionados possuíam genes já 

previamente caracterizados como supressores (Valentini e cols., 2002), além do 

próprio gene TIF51A e seu homólogo, TIF51B (Tabela 5). Por outro lado, seis dos 

plasmídeos caracterizados mostraram três novos genes não caracterizados 

anteriormente como supressores do mutante tif51A-1. 

É interessante ressaltar que o aparecimento de TIF51B (também chamado de 

ANB1, para “ANaeroBically incuced 1”) como supressor em alto número de cópias, 

diferentemente de TIF51A, era inesperado, uma vez que a expressão de TIF51B é 

inibida transcrionalmente em condições aeróbicas (Lowry e Zitomer, 1984; 

Klinkenberg e cols., 2005). Uma vez que a repressão gênica controlada por oxigênio 

em S. cerevisiae parece ser um processo complexo e bastante regulado, o aumento 

no número de cópias de TIF51B poderia ter levado à perda da repressão gênica. 

Para confirmar que o alelo TIF51B selecionado nesse rastreamento possui, de 

alguma maneira ainda, uma regulação negativa transcricional, este gene foi clonado 

por PCR em um plasmídeo centromérico e a supressão do mutante tif51A-1 foi 

avaliada. Os resultados estão mostrados na Figura 7. Como pode ser observado, 
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baixo número de cópias de TIF51B (em vetor centromérico), isto é, condições mais 

próximas daquelas normais na célula, não levam à complementação do mutante de 

TIF51A, o que sugere fortemente que o aparecimento de TIF51B no rastreamento 

descrito aqui se deve ao fato da perda do controle da repressão gênica por algum 

tipo de saturação dos complexos envolvidos nesse processo pelo aumento do 

número de cópias de TIF51B. 

Entre os novos supressores identificados, apareceu HSP150. Hsp150 (Pir2) é 

uma proteína da família de glicoproteínas “PIR-repeat”, cujos membros estão 

frequentemente envolvidos com estrutura de parede celular e morfologia celular 

(http://www.sanger.ac.uk/cgi-bin/Pfam/getacc?PF00399). Além de compor a parede 

celular durante o crescimento vegetativo, Hsp150 também pode ser induzida por 

choque térmico e ser secretada para o meio. Embora seja funcionalmente 

redundante com Pir1, Pir3 e Cis3, outros membros da família “PIR-repeat”, Hsp150 é 

necessária para a estabilidade da parede celular, principalmente em condições de 

estresse térmico, oxidativo e de limitação de nitrogênio (Toh-e e cols., 1993; Ezaki e 

cols., 1998; Mrsa e Tanner, 1999; Kapteyn e cols., 1999). Apesar de bastante 

interessante do ponto de vista funcional, principalmente com relação a possíveis 

interrelações com a morfologia e integridade celular, nenhum estudo mostrou até o 

momento algum papel para Hsp150 na progressão do ciclo celular ou na via para 

integridade celular comandada por Pkc1. 

Outros dois novos supressores em alto número de cópias identificados foram : 

GIC1 e ZDS1 (Figura 8) e são apresentados mais adiante. 

O mutante usado no rastreamento acima é um dos quatro mutantes de eIF5A 

descritos em S. cerevisiae: ts1159 (Zuk e Jacobson, 1998), tif51A-1, tif51A-2 e 

tif51A-3 (Valentini e cols., 2002). Com o intuito de analisar se a supressão 
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promovida por PKC1, ZDS1 e GIC1 é alelo-específica, foi testada a sensibilidade a 

temperatura dos mutantes de eIF5A descritos na presença de três supressores 

(Figura 8). Como pode ser observado, apenas o alelo tif51A-2 também é suprimido 

por PKC1, ZDS1 e GIC1, enquanto que nenhuma melhora no crescimento ocorre 

nos alelos ts1159 e tif51A-3. É interessante ressaltar que os alelos tif51A-1 e tif51A-

2 possuem substituições de amino ácidos no mesmo resíduo (P83S e P83L, 

respectivamente – Figura 4). Por outro lado, os mutantes que não foram suprimidos 

contêm mudanças de amino ácidos em diferentes pontos de eIF5A: ts1159 (S149P – 

Figura 4) e tif51A-3 (C39Y e G118D – Figura 4). Dessa forma, esta supressão alelo-

específica deve refletir a presença de defeitos similares em tif51A-1 e tif51A-2 que 

podem ser melhorados por PKC1, ZDS1 e GIC1. Entretanto, como os mutantes 

ts1159 e tif51A-3 são muito mais severos que os outros (dados não mostrados; 

Valentini e cols., 2002), a ausência de supressão por esses genes não deve refletir a 

ocorrência de fenótipos completamente diferentes entre ts1159/tif51A-3 e tif51A-

1/tif51A-2, mas sim, uma maior amplitude de defeitos nos primeiros. Em 

concordância com esta hipótese está o fato de que PKC1, ZDS1 e GIC1 não são 

capazes de suprimir o mutante tif51A∆, ou os mutantes tif51A-1 e tif51A-2 em 

temperaturas mais elevadas (dados não mostrados), demonstrando que estes 

supressores conseguem corrigir apenas parcialmente os defeitos dos mutantes 

analisados. 

Gic1 é um efetor de Cdc42 importante para o surgimento do broto e possui um 

domínio CRIB (“Cdc42/Rac-interactive-binding”), necessário para a interação com 

Cdc42-GTP (Brown e cols., 1997). Gic1, juntamente com seu homólogo Gic2, exerce 

sua função durante a transição G1/S do ciclo celular, ligando-se ao principal 

organizador da polarização celular Cdc42 e à formina Bni1, que é responsável pela 
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indução da polimerização de actina (Pruyne e cols., 2004; Figura 9). Zds1 também 

está correlacionado com progressão do ciclo celular, porém com uma função menos 

definida (Ma e cols., 1996). ZDS1 e ZDS2, seu homólogo funcionalmente 

redundante, foram isolados em uma série de rastreamentos de supressor em alto 

número de cópias (Schwer e Shuman, 1996; Tsuchiya e cols., 1996; Bourbonnais e 

cols., 2001; Sekiya-Kawasaki e cols., 2002). Curiosamente, níveis elevados de Zds1 

podem diminuir a atividade Cdc42 (Bi e Pringle, 1996) e dados de duplo-híbrido 

mostraram interações físicas entre Pkc1, Zds2, Zds1 e Gic1 (Drees e cols., 2001). 

Para investigar a relação entre Pkc1, Zds1 e Gic1, foi testado se a função de 

Zds é importante para a supressão mediada por PKC1 ou por GIC1. Para responder 

essa questão, foi gerada uma linhagem tif51A-1 que não possuí ZDS1 e ZDS2 

(SVL411), e foi testada a capacidade de PKC1 ou GIC1 de suprimir o fenótipo 

temperatura-sensível de crescimento deste mutante (Figura 10). Para evitar 

possíveis influências de “background” genético na supressão de PKC1, este ensaio 

foi realizado em paralelo com a linhagem SVL412, obtida da mesma tétrade que 

SVL411, mas contendo somente o mutação tif51A-1. De maneira bastante 

interessante, PKC1 não foi capaz de suprimir o mutante tif51A-1 na ausência de 

ZDS1 e ZDS2, enquanto que GIC1 manteve sua capacidade de supressão 

(comparar as linhas indicadas pelas setas na Figura 10A e 10B). Além disso, a 

linhagem tif51A-1 zds1∆ zds2∆ demonstra sensibilidade a temperatura agravada, 

abaixando de 37ºC para 35ºC a temperatura restritiva do mutante triplo em relação 

ao alelo tif51A-1 sozinho (Figura 10A e 10B, painéis da direita). Este fenótipo 

sintético de piora do fenótipo de sensibilidade a temperatura entre esses genes 

reforça sua conexão funcional. Estes dados, juntamente com as interações físicas 

anteriormente descritas (Drees e cols., 2001), sugerem um modelo em que Pkc1 age 
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em uma via de sinalização diferente daquela da cascata de MAP quinases. Além 

disso, estes dados sugerem que Zds1 e Gic1 participam nesta via de sinalização. 

Assim, uma vez que todos estes fatores agem na mesma via para promover a 

supressão do mutante de eIF5A, é possível que eIF5A possua um papel na 

polaridade celular. 

4.1.3. O mutante tif51A-1 de eIF5A interage geneticamente com fatores da transição 

G1/S envolvidos com a polaridade celular e é importante para a correta 

organização do citoesqueleto de actina 

Para compreender melhor a função de eIF5A, outros genes relacionados 

funcionalmente àqueles supressores identificados no rastreamento foram testados 

para determinar se poderiam também suprimir o defeito de crescimento do mutante 

tif51A-1 (Tabela 4). Como mencionado antes, para aqueles genes relacionados à via 

da integridade celular, somente os membros que possivelmente agem acima de 

Pkc1 (Wsc1-3, Mid2, Mtl1, Rom2 e Rho2 - Hohmann, 2002) puderam suprimir o 

fenótipo temperatura-sensível do mutante tif51A-1. Além do papel de Pkc1 na via da 

integridade celular, essa quinase é também correlacionada geneticamente às 

ciclinas G1 através de uma rede de interações (Lenburg e O'Shea, 2001). Assim, foi 

testado se a superexpressão das ciclinas de G1 PCL1, PCL2 e CLN2 suprimiria o 

mutante tif51A-1. Notavelmente, somente PCL1 pôde suprimir o mutante tif51A-1 

(Figura 11B e Tabela 4). 

Em seguida, os genes ligados funcionalmente a Gic1 (Figura 9) foram testados 

quanto à supressão do mutante tif51A-1. Inicialmente, o homólogo de GIC1, GIC2, e 

o gene que codifica o recrutador de Gic1, CDC42, foram testados. Inesperadamente, 

nenhum deles pôde suprimir o fenótipo do mutante tif51A-1, sugerindo que a 

supressão é dependente de uma função específica de Gic1 (Figura 11A e Tabela 4). 
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Os genes que codificam para outros efetores de Cdc42, CLA4 e STE20, e o 

activador de Cdc42, CDC24, também não puderam suprimir o fenótipo tif51A-1 

(Tabela 4). Esses dados reforçam a hipótese de que uma função específica de Gic1 

é necessária para a supressão de tif51A-1. 

A fim de determinar se a interação entre Gic1 e Cdc42 é requerida para a 

supressão de tif51A-1 mediada por GIC1, foi testado se GIC1CRIB-, um alelo que leva 

à perda de interação física com Cdc42 (Brown e cols., 1997), é capaz de suprimir o 

mutante tif51A-1. Como mostrado na Figura 11A, GIC1 sem o domínio CRIB não 

suprime o mutante tif51A-1, sugerindo que, embora CDC42 não seja um supressor 

por si só, a interação física Gic1-Cdc42 deve ser necessária para a supressão em 

alto número de cópias promovida por GIC1 do fenótipo temperatura-sensível de 

tif51A-1.  

Além da função de Gic1 na polarização de actina, um rastreamento de 

supressor em alto número de cópias com let1∆, mutante de um componente de MEN 

(“mitotic exit network”), recentemente relacionou Gic1 a este processo. Esse novo 

papel de Gic1 é separável de sua função na transição G1/S, já que uma forma 

prenilada de Gic1 não possui atividade com relação à saída da mitose, mas mantém 

sua função na polaridade celular. Essa forma prenilada de Gic1 (Gic1-pr) elimina a 

sua localização nuclear, permitindo apenas a sua interação com o córtex celular 

(Höfken e Schiebel, 2004). Para determinar qual função de Gic1 é necessária para 

suprimir o fenótipo do mutante tif51A-1, foi testado Gic1 restrito ao córtex quanto à 

capacidade de supressão de tif51A-1. Como mostrado na Figura 11A, Gic1-pr 

promove o crescimento do mutante tif51A-1 na temperatura não-permissiva. Esse 

resultado dá suporte ao modelo em que a função de Gic1 na transição G1/S é a 

responsável pela supressão do mutante tif51A-1. 
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O último grupo de genes ligados funcionalmente a GIC1 inclui: BEM2, BEM1, 

BNI1 e BUD1 (RSR1). Esses genes são envolvidos com o crescimento celular 

polarizado e mostram defeitos genéticos quando combinados com gic1∆ gic2∆ 

(Chen e cols., 1997; Jaquenoud e Peter, 2000; Kawasaki e cols., 2003). Foi então 

testado se algum desses genes poderia suprimir o fenótipo do mutante tif51A-1. Esta 

análise revelou que BEM1 e BNI1 também são supressores em alto número de 

cópias de tif51A-1 (Figura 11B e Tabela 4). Esses resultados mostram que outros 

fatores importantes para a transição G1/S em S. cerevisiae também podem suprimir 

o mutante tif51A-1. 

Finalmente, foi testado se os seguintes genes correlacionados a ZDS1 

poderiam suprimir tif51A-1: ZDS2, seu homólogo; RGA1 e BEM3, que codificam 

para reguladores negativos de Cdc42; e SSD1, um gene de função desconhecida 

que suprime defeitos da via de integridade celular e tem seu mutante nulo suprimido 

por ZDS1 (Tsuchiya e cols., 1996; Kaeberlein e Guarente, 2002). Entre esses genes, 

somente ZDS2 e SSD1 suprimem o fenótipo de tif51A-1 (Figura 11B e Tabela 4). 

Esses resultados mostram que ZDS2 compartilha a função de ZDS1 necessária para 

a supressão do mutante tif51A-1. O fato de a presença de SSD1 compensar 

consideravelmente a perda da função de eIF5A será discutido mais adiante. A 

observação de que nem RGA1 nem BEM3 foram identificados como supressores 

sugere que a função de Zds1 importante para a supressão não está relacionada a 

seu papel de regulação negativa de Cdc42 (Bi e Pringle, 1996). 

É importante ressaltar que todos os plasmídeos testados de resultados 

negativos quanto a supressão do mutante tif51A-1 foram também testados em 

outros ensaios para garantir a sua funcionalidade e confirmar que a ausência de 

supressão do mutante tif51A-1 não se deve a problemas de expressão ou identidade 
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dos plasmídeos utilizados. Os resultados dos ensaios funcionais utilizados para 

validação dos plasmídeos que não foram capazes de suprimir o fenótipo de 

sensibilidade a temperatura do alelo tif51A-1 estão apresentados no Anexo II 

(Material Suplementar do artigo “Pkc1 acts through Zds1 and Gic1 to suppress 

growth and cell polarity defects of a yeast eIF5A mutant”, apresentado no Anexo I). 

Dessa maneira, os resultados apresentados apontam para a existência de um 

defeito de G1/S no mutante tif51A-1, uma vez que a maioria dos supressores 

descritos acima atuam na polaridade celular durante a progressão do ciclo celular. 

Um evento importante na transição de G1/S em S. cerevisiae é o estabelecimento 

de um eixo central de polaridade. Imediatamente após o posicionamento dos fatores 

relacionados a Cdc42 no local do broto, a montagem de um citoesqueleto de actina 

polarizado é crucial para a progressão do ciclo celular de G1 até o final de G2 

(Pruyne e cols., 2004; Figura 12 e Figura 9). Dessa maneira, foi testado se dois 

mutantes de TIF51A, tif51A-1 e tif51A-3, exibem algum defeito na polarização de 

actina. Interessantemente, ambos os mutantes mostraram defeitos marcantes na 

organização do citoesqueleto de actina na temperatura não-permissiva. Por outro 

lado, os cabos e os “patches” de actina parecem normais durante o crescimento na 

temperatura permissiva (Figura 13A). 

Para testar se PKC1 e os novos supressores identificados, GIC1 e ZDS1, 

podem suprimir o defeito da organização de actina assim como o fenótipo de 

crescimento do mutante tif51A-1 na temperatura não-permissiva, foi analisada a 

organização do citoesqueleto de actina do mutante tif51A-1 na presença de PKC1, 

GIC1 e ZDS1 em alto número de cópias (Figura 13B). Os resultados demonstram 

que a supressão do fenótipo temperatura-sensível de crescimento está 

correlacionado com a supressão do defeito da organização de actina na temperatura 
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restritiva e sugerem que eIF5A desempenhe um papel no estabelecimento da 

polaridade celular. 

 

4.1.4. A superexpressão de GIC1 pode causar hiperpolarização celular 

Ao analisar o efeito da superexpressão de GIC1 com relação ao defeito de 

citoesqueleto de actina do mutante tif51A-1, notou-se que aproximadamente 10-20% 

das células exibiam brotos alongados com o citoesqueleto de actina hiperpolarizado 

(Figura 13B, painel GIC1 inferior). Para investigar se essa hiperpolarização estava 

correlacionada à supressão do mutante tif51A-1 por GIC1, a morfologia das células 

crescendo na temperatura restritiva foi verificada. Observou-se que ambas as 

morfologias alongadas e normais estavam presentes, porém as alongadas ocorríam 

em um número muito mais baixo, aparentemente na mesma freqüência que aquela 

vista durante a observação do citoesqueleto do actina (dados não mostrados). Além 

disso, para verificar se as células que adquirem morfologia alongada podem 

progredir através do ciclo celular e não estão, portanto, doentes ou inviáveis, foi 

realizada análise microscópica de uma mesma célula em diferentes intervalos de 

tempo. Esta análise não revelou nenhum defeito aparente no crescimento e, além 

disso, a geração de novos brotos também foi observada (Figura 14). Esses dados 

implicam que o hiperpolarização de actina não é necessária para a supressão por 

GIC1 e que as células alongadas resultantes podem progredir através do ciclo 

celular. 
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4.1.5. GIC1 e BNI1 suprimem o defeito de crescimento de um mutante temperatura-

sensível de PKC1  

Os resultados apresentados acima sugerem uma via que ramifica de Pkc1 para 

Gic1. Dessa maneira, foi hipotetizado que um aumento nos níveis de Gic1 

suprimiriam um mutante de PKC1. Para testar essa hipótese, foi avaliada a 

habilidade de GIC1 em alto número de cópias, assim como da formina BNI1, de 

suprimir o fenótipo temperatura-sensível do mutante stt1 de PKC1 (Figura 15). 

Confirmando a hipótese proposta, GIC1 e BNI1 em alto número de cópias foram 

capazes de melhorar o crescimento do mutante de PKC1 (stt1) na temperatura 

restritiva. Este dado fortalece a existência de uma nova via envolvendo Gic1 abaixo 

de Pkc1. 



TIF51A

vetor

PKC1

BCK1-20

MKK1

MPK1

vetor

PKC1

BCK1-20

25ºC 37ºC

tif51A-1

25ºC 37ºC

pkc1 (stt1)B

A

Figura 6. A supressão do mutante tif51A-1 por PKC1 é independente
da via de MAP quinases. (A) Diluições seriadas 1:10 de culturas de
tif51A-1 (SVL14) contendo pSV107 (TIF51A), pSV65 (vetor), pSV181
(PKC1), pSV294 (BCK1-20), pSV295 (MKK1) ou pSV296 (MPK1)
foram plaqueadas em meio SC sólido para determinar o crescimento
nas temperaturas permissiva (25ºC) ou não-permissiva (37ºC). (B)
Células do mutante temperatura-sensível de PKC1 (SVL170)
contendo pSV181 (PKC1), pRS426 (vetor) ou pSV294 (BCK1-20)
foram testadas como descrito em (A). As placas foram fotografadas
após 3-4 dias de crescimento.
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Tabela 4. Genes analisados quanto a sua habilidade de suprimir o fenótipo de 

sensibilidade a temperatura do mutante tif51A-1. 

Gene Informação funcional Supressão 

TIF51A 
(pSV107 e 
pSV108) 

Provável fator de início de tradução 5A (eIF5A) + 

WSC1 
(pSV115) 

Sensor para sinalização de integridade da superfície celular, possui 
um papel na ativação da via Pkc1-MAPK; família Wsc + 

WSC2 
(pSV116) 

Sensor para sinalização de integridade da superfície celular; família 
Wsc + 

WSC3 
(pSV117) 

Sensor para sinalização de integridade da superfície celular; família 
Wsc + 

MID2 
(pSV387) 

Sensor para sinalização de integridade da superfície celular, possui 
um papel na ativação da via Pkc1-MAPK; homólogo de Mtl1 + 

MTL1 
(pSV388) 

Proteína que age na sinalização de estresse de parede celular, 
possui um papel na regulação da sinalização de integridade da 
superfície celular; homólogo de Mtl1 

+ 

ROM2 
(pSV292) GEF (“GDP/GTP exchange fator”) para Rho1 e Rho2 + 

RHO2 
(pSV293) 

Proteína ligante de GTP, membro da subfamília Rho de proteínas 
semelhantes a Ras + 

PKC1 
(pSV181) 

Proteína quinase C, regula cascata de MAP quinases envolvida na 
regulação do metabolismo de parede celular (via de integridade da 
superfície celular) 

+ 

BCK1-20 (a) 
(pSV294) 

MAP quinase quinase quinase, componente da via de integridade da 
superfície celular - 

MKK1 
(pSV295) 

MAP quinase quinase, componente da via de integridade da 
superfície celular - 

MPK1 
(pSV296) MAP quinase, componente da via de integridade da superfície celular - 

ZDS1 
(pSV589) 

Proteína que atua na polaridade celular e silenciamento 
transcricional; homólogo de Zds2 + 

GIC1 
(pSV304 e 
pSV531) 

Efetor de Cdc42, importante para o brotamento; homólogo de Gic2 + 

GIC1CRIB- (b) 
(pSV534) Efetor de Cdc42, importante para o brotamento; homólogo de Gic2 + 

GIC1-pr (c) 
(pSV535) Efetor de Cdc42, importante para o brotamento; homólogo de Gic2 + 

PCL1 
(pSV411) Ciclina de Pho85 específica de G1/S + 

PCL2 
(pSV412) Ciclina de Pho85 específica de G1/S - 
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CLN2 
(pSV396) Ciclina de Cdc28 específica de G1/S - 

GIC2 
(pSV532) Efetor de Cdc42, importante para o brotamento; homólogo de Gic1 - 

CDC42 
(pSV377) 

GTPase do tipo Rho envolvida na montagem do complexo para 
brotamento e polaridade celular - 

CLA4 
(pSV403) PAK quinase necessária para citocinese, efetor de Cdc42 - 

STE20 
(pSV407) 

PAK quinase da via de feromônio; também regula crescimento 
polarizado, efetor de Cdc42 - 

CDC24 
(pSV376) 

GEF (“GDP/GTP exchange factor”) para Cdc42, envolvido no 
brotamento, seleção do local de brotamento e crescimento da 
projeção para acasalamento 

- 

BUD1 
(pSV455) 

Proteína ligante de GTP da superfamília Ras, atua na seleção do 
local de brotamento - 

BEM1 
(pSV401) 

Proteína “scaffold” para complexos envolvidos em estabelecimento 
de polaridade celular e fatores de morfogênese como Cdc24 e Bud1 + 

BEM2 
(pSV454) GAP (“GTPase activating protein”) para Rho1 - 

BNI1 
(pSV352) Formina envolvida na polarização do citoesqueleto e citocinese + 

ZDS2 
(pSV588) 

Proteína que atua na polaridade celular e silenciamento 
transcricional, homólogo de Zds1 + 

RGA1 
(pSV383) GAP (“GTPase activating protein”) para Cdc42 - 

BEM3 
(pSV381) GAP (“GTPase activating protein”) para Cdc42 - 

SSD1 
(pSV384) 

Proteína ligante de mRNA; possui um papel na manutenção da 
integridade celular + 

(a) Codifica para uma versão constitutivamente ativa de Bck1 (Lee e Levin, 1992). 
(b) Codifica para uma versão de Gic1 sem o domínio CRIB (Höfken e Schiebel, 2004). 
(c) Codifica para uma versão prenilada de Gic1 (Höfken e Schiebel, 2004). 
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Tabela 5. Genes clonados no rastreamento de supressores do fenótipo de 

sensibilidade a temperatura do mutante tif51A-1. 
Número de clones isolados Gene supressor identificado 

1 TIF51A 

1* TIF51B 

4 YOR137C / SIA1 

1 PKC1 

2 WSC1 

8 WSC2 

2 PAB1 

4* GIC1 

1* HSP150 

1* ZDS1 

* clones contendo genes que não haviam sido identificados antes como supressores. 
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Figura 10. A supressão do mutante tif51A-1 por PKC1 é dependente dos genes ZDS1 e
ZDS2. Diluições seriadas das linhagens tif51A-1 (SVL412 - painel A) e tif51A-1 zds1∆ zds2∆
(SVL411 - painel B) contendo os plasmídeos pSV107 (TIF51A), p65 (vetor), pSV304 (GIC1)
ou pSV181 (PKC1) foram crescidas por 3-4 dias em placas de SC a 25ºC, 35ºC ou 37ºC.
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Figura 11. A supressão do mutante tif51A-1 requer diferentes fatores
relacionados à progressão do ciclo celular. Diluições em série de
células tif51A-1 (SVL14) contendo os genes indicados nos vetores
LEU2 - pSV64 (A) ou URA3 - pSV65 (B) foram plaqueadas em meio
SC e incubadas por 3-5 dias a 25ºC e 37ºC.



Figura 12. Esquema da polaridade celular em S. cerevisiae ao longo do
ciclo de divisão celular. (Modificado de Pruyne e Bretscher, 2000)



tif51A-1A tif51A-3WT

TIF51AB vector ZDS1PKC1 GIC1

tif51A-1
37ºC
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Figura 13. O defeito de citosqueleto de actina do mutante tif51A-1 também é suprimido pelos genes
PKC1, ZDS1 e GIC1. (A) A linhagem selvagem SVL82 (W303) e os mutantes tif51A-1 e tif51A-3
(SVL14 e SVL32) foram crescidos a 25ºC e em seguida incubados a 37ºC por 4 h. O citoesqueleto de
actina foi marcado com o conjugado faloidina-rodamina e visualizado por microscopia de
fluorescência. (B) Células do mutante tif51A-1 (SVL14) contendo pSV107 (TIF51A), p65 (vetor),
pSV181 (PKC1), pSV589 (ZDS1) e pSV304 (GIC1) foram analisadas como descrito em (A).
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1,5 h 2,0 h 2,5 h

Figura 14. Expressão de GIC1 a partir de um plasmídeo de alto número
de cópias pode gerar células alongadas. Imagens microscópicas de uma
mesma célula do mutante tif51A-1 (SVL14) contendo o pSV304 (GIC1)
em diferentes intervalos de tempo. Uma alíquota de cultura em fase
logarítmica de células crescendo em meio líquido SC foi coletada e
monitorada por microscopia em diferentes intervalos de tempo após
imobilização das células em lâmina coberta com SC sólido. As células
foram fotografadas em intervalos de 30 minutos por 150 minutos à
temperatura ambiente.
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Figura 15. GIC1 e BNI1 em alto número de cópias suprimem o
fenótipo temperatura-sensível de uma linhagem mutante pkc1
(stt1 - SVL170). Diluições seriadas da linhagem pkc1 (stt1 -
SVL170) contendo os plasmídeos pSV181 (PKC1), pSV65 (vetor),
pSV294 (BCK1-20) ou pSV304 (GIC1) foram crescidas por 3-4
dias em placas de SC a 25ºC e 37ºC.
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vetor
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Figura 7. Avaliação do efeito do número de cópias de TIF51B na supressão
do fenótipo temperatura-sensível do mutante tif51A-1. As leveduras da
linhagem SVL14 (tif51A-1) contendo o gene TIF51A em vetor 2µ/URA3
(pSV107), o vetor 2µ/URA3 (pSV65), o gene TIF51B em vetor 2µ/URA3
(pSV790) e TIF51B em vetor CEN/URA3 (pSV143) foram cultivadas em meio
sintético sem uracila, nas temperaturas permissiva (25ºC) e restritiva (36ºC).
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Figura 8 . Análise de especific idade alél ica da supressão
promovida por GIC1, ZDS1 e PKC1 em alto número de cópias.
Diluições das linhagens tif51A-1 (SVL14), tif51A-2 (SVL26),
tif51A-3 (SVL32) e ts1159 (SVL248) contendo os plasmídeos
pSV107 (TIF51A), pSV65 (vetor), pSV304 (GIC1), pSV181 (PKC1)
e pSV589 (ZDS1) foram crescidas por 3-4 dias em placas de SC a
25ºC e 37ºC.



Figura 9. Esquema simplificado das vias de sinalização que levam ao
estabelecimento de um citoesqueleto polarizado no começo da
transição G1/S do ciclo celular em S. cerevisiae. Os membros
circulados são todos aqueles testados como supressores do alelo
tif51A-1, enquanto que apenas aqueles circulados em vermelho
apresentaram resultado positivo. (Modificado de Pruyne e cols., 2004)
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4.2. Análise da expressão gênica diferencial de um mutante de eIF5A 

4.2.1. Distribuição de eIF5A e efeito de mutantes de eIF5A no perfil polissomal 

Como apresentado na Introdução, eIF5A foi originalmente isolado de 

ribossomos de lisados de reticulócitos de coelho, um sistema, então, utilizado para a 

identificação de fatores envolvidos com o início da síntese protéica de eucariotos 

(Benne e cols., 1978). Apesar de outros trabalhos não terem confirmado o 

envolvimento deste fator com o processo geral de tradução, foi proposto que eIF5A 

seja importante para a tradução de um subgrupo específico de mRNAs (Benne e 

Hershey, 1978; Kang e Hershey, 1994). É importante ressaltar que os experimentos 

descritos neste item e no item seguinte foram realizados no laboratório da Dra. 

Pamela Silver, da “Harvard Medical School” – Boston, MA-EUA. 

No intuito de contribuir para a definição do papel de eIF5A na tradução, 

inicialmente foi analisado se eIF5A se associa especificamente a ribossomos que 

estão participando do processo de tradução. Para isso, utilizou-se a separação das 

frações ribossomais em gradiente de sacarose para a determinação do perfil 

polissomal de uma linhagem selvagem W303 (SVL82). As amostras coletadas dos 

gradientes foram utilizadas para determinação do conteúdo das proteínas eIF5A e 

L5 por western blot, e rRNA, por visualização em gel de agarose (Figura 16). Como 

pode ser visto nessa figura, a distribuição da proteína ribossomal L5 da subunidade 

maior e do rRNA 25S corresponde à distribuição da subunidade ribossomal 60S 

(sozinha ou acoplada) no traçado gerado pela Abs254nm (Figura 16A). Da mesma 

maneira, a distribuição do rRNA 18S corresponde à distribuição da subunidade 

ribossomal 40S (sozinha ou acoplada) no traçado gerado pela Abs254nm (Figura 16A). 

Essas marcações revelam uma boa qualidade do fracionamento realizado. Assim, 

pode-se concluir que eIF5A encontra-se distribuída principalmente desde as frações 
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pré-ribossomais até as frações que correspondem ao início dos polissomos (Figura 

16A). 

Na tentativa de se determinar se esta co-localização de eIF5A com frações 

ribossomais se dá de maneira específica, foram realizados alguns procedimentos 

que levam à interferência com o processo de tradução, e a localização de eIF5A foi 

novamente verificada nestas circunstâncias. 

Primeiramente, foi realizado o perfil polissomal sem a utilização do antibiótico 

ciclo-heximida, o qual é responsável pela estabilização dos ribossomos 80S ligados 

ao mRNA (que formam os polissomos). Como pode ser visto na Figura 16B, a 

ausência de ciclo-heximida leva à uma diminuição muito grande da quantidade de 

polissomos e ao aumento das frações 40S, 60S e 80S. Nessa condição, houve uma 

diminuição significativa de eIF5A nas amostras correspondentes a 80S em diante 

(comparar canaletas 9 e 10 nos painéis A e B da Figura 16), indicando uma 

diminuição da possível associação de eIF5A com os ribossomos presentes nestas 

frações. 

Em seguida, foram realizados tratamentos com EDTA e RNase A das amostras 

antes de preparação do perfil polissomal. O EDTA leva à perda de interação entre as 

subunidades 40S e 60S, por se complexar com íons magnésio, necessários para a 

montagem do 80S, gerando, então, dois picos claros, correspondentes às duas 

subunidades ribossomais separadas (Figura 16C). A RNase A, por sua vez, 

ocasiona a degradação do mRNA acessível entre os ribossomos, levando à perda 

das frações polissomais e convertendo-as em apenas um pico de 80S (Figura 16D). 

Como pode ser visto nos painéis C e D da Figura 16, a associação de eIF5A é 

diminuída com relação àquela observada na Figura 16A, dando suporte à hipótese 

de que eIF5A se associa especificamente a 80S (monossomos) engajados no 
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processo de tradução. À título de observação, na Figura 16C, a localização de L5 

não corresponde à localização da subunidade maior 60S, pois esta proteína 

ribossomal perde a associação com 60S na presença de EDTA (Nazar e cols., 

1979). 

Um outro aspecto analisado foi o efeito da perda de função de eIF5A nos 

mutantes de TIF51A com relação ao perfil polissomal observado. Mutantes que 

levam à diminuição do início da tradução, sem alterar os processos de elongação e 

término da tradução, fazem com que ocorra uma diminuição considerável da 

quantidade de polissomos, alterando assim, o formato do perfil polissomal (Pestova 

e cols., 2001). Então, foi realizado o perfil polissomal das linhagens selvagem e dois 

mutantes de eIF5A (tif51A-1 e tif51A-3) cultivadas nas temperaturas permissiva e 

restritiva. Observando-se a Figura 17, na temperatura permissiva, não é possível 

perceber nenhuma diferença bastante significativa nos mutantes com relação ao 

selvagem. Além disso, essa mesma figura mostra que, na temperatura restritiva, não 

existe uma redução muito grande da quantidade de polissomos, levando à redução 

do número máximo de ribossomos observados na fração polissomal de 8, no 

selvagem, para 6 nos mutantes. No entanto, é também possível de se observar uma 

diferença no formato da figura formada dos polissomos no selvagem com relação 

aos mutantes e da altura desses picos correspondentes aos mRNAs contendo 2, 3 e 

4 ribossomos. O aumento da altura dos picos poderia indicar que, em vez de ocorrer 

um defeito na associação de novos ribossomos ao mesmo mRNA, como ocorre nos 

mutantes de fatores de início de tradução bem caracterizados (Greenberg e cols., 

1998; Ptushkina e col., 1998), poderia estar ocorrendo um defeito de acúmulo de 

alguns polirribossomos, talvez pela inibição parcial da elongação da tradução. 

Por fim, apesar de ser difícil evidenciar claramente o efeito da perda de função 
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de eIF5A sobre o perfil polissomal, as alterações do perfil observadas nos mutantes 

tif51A-1 e tif51A-3 fortalecem os dados de associação física de eIF5A com 

ribossomos envolvidos na tradução, trazendo, mais uma vez a possibilidade de uma 

função para este fator na tradução, talvez na etapa de elongação ao invés do início 

da tradução. 

 

4.2.2. Perfil traducional do mutante tif51A-1 de eIF5A 

Uma vez que há muito foi proposto um papel para eIF5A na tradução de 

mRNAs específicos e que os dados apresentados anteriormente e de outros 

laboratórios dão, de certa forma, suporte para esta possibilidade, decidiu-se procurar 

por genes diferencialmente expressos no mutante tif51A-1 com relação ao 

selvagem. 

Para isso, foi realizado um ensaio de “microarray” utilizando mRNAs purificados 

a partir das frações polissomais obtidas do perfil polissomal (Beilharz e Preiss, 

2004). O perfil de genes gerado desta maneira é chamado, então, de perfil 

traducional. No entanto, para que os resultados gerados reflitam apenas as 

alterações nos níveis de transcritos associados aos polissomos, é necessário, 

também, determinar o conteúdo total de mRNAs (perfil transcricional), uma vez que 

os níveis totais de um determinado mRNA pode influenciar diretamente os níveis 

deste transcrito nas frações polissomais. 

Dessa maneira, foram realizados inicialmente ensaios de “microarray” 

utilizando mRNA total purificado das leveduras selvagem e mutante nas 

temperaturas permissiva e restritiva. Após realização de três réplicas provenientes 

de diferentes amostras biológicas, os dados foram extraídos e os resultados foram 

combinados para gerar um arquivo contendo as informações referentes a cada gene 
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do “microarray”. Foram excluídos de qualquer análise posterior aqueles genes cujos 

resultados não se mostraram consistentes entre as replicatas, utilizando-se a análise 

de probabilidade “Fisher’s Exact Test”, realizado pelo programa “Rosetta Resolver”. 

Para as análises subsequentes, foram levados em consideração essencialmente os 

valores da razão entre os níveis de um gene no mutante com relação ao selvagem 

(“Ratio”) e a probabilidade de hipótese nula (“P-value”), e foram considerados 

significantes todos os números de “P-value” inferiores a 0,05. Como pode ser visto 

na Tabela 6, a variação média nos níveis de transcritos do mutante em relação ao 

selvagem foi maior na temperatura restritiva do que na permissiva, o que é, na 

realidade, bastante esperado, uma vez que o mutante tif51A-1 apresenta fenótipos 

bastante similares ao selvagem na temperatura permissiva (Valentini e cols., 2002; 

dados não mostrados). 

Em seguida, foram analisadas as ontologias genéticas a que pertencem os 

transcritos significativamente alterados nas temperaturas permissiva e restritiva do 

mutante tif51A-1. Uma vez que os resultados obtidos utilizando-se diferentes valores 

de “P-value” não resultaram em grandes diferenças nas ontologias genéticas 

obtidas, foram escolhidos os valores de menor “P-value” para apresentação dos 

resultados. 

As tabelas do Anexo III mostram as funções moleculares, os processos e os 

componentes celulares a que pertencem os transcritos que mostraram uma redução 

(R<1) significativa (P<0,001) no mutante tif51A-1 na temperatura restritiva. Através 

desta classificação, obteve-se 1 função, 6 processos e 4 componentes. É importante 

ressaltar que um mesmo gene, ou um grupo de genes, pode fazer parte de 

diferentes funções, processos ou componentes celulares. Por exemplo, o gene 

ERG7 codifica para a enzima lanosterol sintase, a qual está envolvida em diferentes 
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processos do metabolismo de derivados esteróides e do ergosterol, e, além disso, o 

produto de ERG7 localiza-se no retículo endoplasmático. No entanto, o produto de 

ERG7 também se localiza na membrana plasmática e em partículas lipídicas 

(http://db.yeastgenome.org/cgi-bin/locus.pl?locus=erg7), mas esses dois termos não 

foram obtidos na classificação mostrada na tabela do Anexo III, pois não houve um 

número mínimo de genes, na categoria analisada nesta tabela (R<1 e P<0,001), 

cujos produtos também apresentam tais localizações, não sendo, assim, 

significantes. Portanto, os genes cujos níveis estão diminuídos no mutante tif51A-1 

na temperatura restritiva, de uma maneira geral, estão envolvidos nos processos de 

transporte de sódio, e de derivados esteróides e ergosterol, e têm seus produtos 

localizados no retículo endoplasmático e vacúolo (Anexo III). As descrições de cada 

termo de ontologia genética obtidos também estão mostradas no Anexo III. Uma vez 

que eIF5A não deve possuir uma função direta na transcrição destes genes, 

baseando-se em sua literatura, podemos considerar que tais alterações nos níveis 

destes transcritos deve-se atribuir a efeitos indiretos da perda de função de eIF5A no 

mutante em questão. Partindo desse pressuposto, a inativação de eIF5A pode levar 

a alterações de função do retículo endoplasmático e do vacúolo, e também no 

transporte de sódio e síntese de ergosterol. Outra possibilidade, é que possa existir 

uma correlação direta da estabilidade desses mensageiros com a função de eIF5A, 

uma vez que eIF5A já foi correlacionada a esta função (Zuk e Jacobson, 1998; 

Valentini e cols., 2002). 

Com relação aos genes de razão de expressão menor que 0,5 no mutante 

tif51A-1 com relação ao selvagem, isto é, aqueles que tiveram uma redução maior 

ou igual a 2 vezes, nenhum resultado significante de ontologia genética foi obtido. 

Ainda com relação ao perfil transcricional, considerando-se os genes de 
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transcritos aumentados no mutante tif51A-1, com relação ao selvagem, na 

temperatura restritiva, foi obtido um número muito maior de termos de ontologia 

genética (Anexo IV), quando comparado com os genes de níveis reduzidos 

(apresentados anteriormente). Apesar de um grande número de termos obtidos para 

a classificação desses genes, podemos dividi-los, compreensivamente, em termos 

relacionados a: 1- metabolismo de aminoácidos, de ácidos carboxílicos e de enxofre; 

2- biogênese de ribossomos citoplasmáticos e mitocondriais; 3- brotamento e divisão 

celular; e 4- replicação de retrotransposons (Ty1 e Ty2). Esses processos podem se 

correlacionar de diferentes maneiras aos fenótipos já conhecidos dos mutantes de 

TIF51A e serão discutidos mais adiante (ver Discussão). 

É interessante ressaltar aqui o aparecimento de transcritos pertencentes aos 

retrotransposons Ty1 e Ty2 com níveis aumentados no mutante tif51A-1 na 

temperatura restritiva. Curiosamente, o mesmo acontece em mutantes dos genes 

envolvidos com NMD (“Non-sense Mediated Decay”), os quais são importantes para 

o reconhecimento e destruição de uma série de transcritos contendo mutações que 

levam à perda da correta janela de leitura (He e cols., 2003). Além disso, a maior 

parte desses transcritos (85%) possui um aumento, com relação ao selvagem, igual 

ou maior que 2 vezes, na temperatura restritiva e o seu aumento também ocorre, em 

menor proporção, na temperatura permissiva (dados não mostrados). 

Como já mencionado no parágrafo anterior, os transcritos pertencentes aos 

retrotransposons Ty1 e Ty2 estão aumentados 2 vezes ou mais no mutante na 

temperatura restritiva. Além deles, apresentam este grau de aumento com relação 

ao selvagem nesta condição, uma pequena parte dos transcritos envolvidos com 

metabolismo de aminoácidos e citocinese. 

Além de necessária para a definição do perfil traducional, o estudo das 
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diferenças no conteúdo total de mRNAs (perfil transcricional) deve contribuir para a 

proposta de novos experimentos de análise dos defeitos apresentados pelo mutante 

tif51A-1 nas temperatura permissiva e restritiva. 

Após concluídas as análises do perfil transcricional, foram então realizados os 

ensaios de perfil traducional do mutante e selvagem e os dados obtidos foram 

processados e analisados como descrito no início deste item. Como a relação 

sinal/ruído foi muito menor para os experimentos de “microarray” com os mRNAs 

polissomais, somente foi possível utilizar para as análises os transcritos de razão 

menor ou maior que 1 e de “P-value” menor ou igual a 0,05. Foi feita, em seguida, 

utilizando-se esses grupos de genes de ambas as análises de “microarray”, a 

comparação dos resultados obtidos no perfil transcricional e no perfil traducional, 

para a subtração dos genes em comum. A Tabela 7 mostra os dados da 

comparação entre os experimentos de “microarray”, utilizando-se os resultados 

obtidos para transcritos de “P-value” menor ou igual a 0,05. Em seguida, foram 

utilizados os genes presentes apenas nos experimentos de perfil traducional 

(indicado na Tabela 7 como mRNA polissomal apenas) para as análises de ontologia 

genética. 

Primeiramente, foram analisados os genes cujos transcritos se apresentavam 

diminuídos nas frações polissomais do mutante tif51A-1 com relação ao selvagem 

na temperatura restritiva. Os resultados obtidos foram utilizados para montar a 

Tabela 8. A descrição dos termos obtidos na Tabela 8 está mostrada na Tabela 9. 

Curiosamente, os termos metabolismo de ácido carboxílico e ácido orgânico 

apareceram também entre os genes aumentados na análise do conteúdo total de 

mRNAs (Anexo IV). A obtenção dos mesmos termos em categorias opostas (R<1 no 

perfil traducional e R>1 no perfil transcricional) nos diferentes experimentos de 
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“microarray” poderia indicar que a tradução diminuída desses genes leva a um 

aumento nos níveis de sua transcrição, determinando, assim, um possível 

mecanismo de tentativa de compensação na expressão gênica. 

A categoria “protein carrier activity”, também diminuída no perfil traducional, é 

composta pelos genes NMD5, KAP95, SXM1, SRP1 e PSE1, que codificam para 

transportadores nucleocitoplasmáticos (Tabela 8). O aparecimento desta classe 

completa de transportadores nucleocitoplasmáticos poderia significar uma nova 

forma de controle da importação ou exportação nuclear não descrito até o momento. 

Com relação aos genes de níveis aumentados no mutante tif51A-1 com relação 

ao selvagem, dois termos de ontologia genética foram obtidos e estão mostrados na 

Tabela 10. Na Tabela 11 está descrito o compente a que pertencem os genes 

classificados. Ambos os termos estão relacionados a via secretória e também é 

bastante interessante o seu aparecimento, uma vez que mutantes de eIF5A 

interagem geneticamente com diferentes membros da via secretória (ver Discussão). 

 



Figura 16. Análise da distribuição de eIF5A ao longo do perfil polissomal na linhagem
selvagem W303 (SVL82). (A) Perfil polissomal realizado de maneira padrão. (B) Perfil
polissomal realizado sem a utilização de ciclo-heximida para reduzir a quantidade de
ribossomos envolvidos com o processo de tradução. (C) Perfil polissomal realizado
com a adição de EDTA 40 mM. (D) Perfil polissomal realizado com a adição de RNase
A 300 µg/mL.

C

A B

D

polissomos

+ ciclo-heximida - ciclo-heximida



Figura 17. Análise do perfil polissomal das linhagens selvagem (SVL82), tif51A-1
(SVL14) e tif51A-3 (SVL32) nas temperaturas permissiva e restritiva. Os traçados
representam a leitura de absorbância a 254nm dos gradientes de cada amostra.
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Tabela 6. Resultados obtidos no perfil transcricional, em número de genes, para as 

condições permissiva e restritiva. 
 Ra<1 

Pb<0,05 

R<1 

P<0,01 

R<1 

P<0,001 

R<0,5 

P<0,001 

R>1 

P<0,05 

R>1 

P<0,01 

R>1 

P<0,001 

R>2 

P<0,001 

Permissiva 204 65 35 14 301 142 71 12 

Restritiva 1139 831 576 41 1317 981 664 62 

a R corresponde à razão (“Ratio”) dos níveis de cada transcrito no alelo tif51A-1 com 
relação ao selvagem. 

b P corresponde ao “P-value” calculado para o resultado obtido para cada gene 
representado no “microarray”. 

 

Condição 

Grupo 
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Tabela 7. Análise comparativa dos resultados obtidos nos experimentos de perfil 

transcricional e perfil traducional. 
 mRNA total 

apenas 
 

R<1 

comuns 
 

R<1 

mRNA 
polissomal 

apenas 
 

R<1 

mRNA total 
apenas 

 
R>1 

comuns 
 

R>1 

mRNA 
polissomal 

apenas 
 

R>1 
Permissiva 189 15 42 273 28 37 

Restritiva 999 140 290 1144 173 313 

 

Condição 

Grupo 
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Tabela 8. Classificação utilizando ontologia genética para os transcritos de níveis 

significativamente (P<0.05) diminuídos (R<1) nas frações polissomais no mutante 

tif51A-1 na temperatura restritiva. 
GOID GO_term Probability Genes 

    
Molecular Function 

0008320 protein carrier 
activity 2.86e-15 NMD5 KAP95 SXM1 SRP1 PSE1 

 
 

0003824 catalytic activity 2.70e-62 

HSP33 ERR2 TKL2 SPC3 YGR287C YDR018C 
YEL047C VMA5 ERG9 MDH3 CPA1 POL2 TYS1 

PGK1 RPT5 ASN2 PDR5 DPM1 RIB2 NAT5 GLO4 
TDH2 KIN1 DLD2 PRO2 YHR020W QNS1 URA7 

TOP3 ERG12 GFA1 TRM9 POT1 ACS2 TFP1 
DPP1 YPL276W YNL274C KAE1 MET12 ERG20 

VPS1 DAK2 ADE16 ARR2 LYS2 KCC4 FET3 
MCM3 UBC9 HEF3 PFK2 SNQ2 GDH1 CUL3 

GSP1 NAM7 PRS5 PAN6 RPC25 AFG2 GPM1 
MPD1 SAM4 RPA135 YOL098C YPT32 PHR1 
PLC1 ASN1 MGM1 ACO1 ADE8 GUS1 ALG12 
PMA2 GPD1 GLC3 RIM11 OST1 UBA1 GSY1 

RVB2 DDR48 SEC59 ARG4 GDH3 SLM3 FAS1 
ARL3 TRM7 GLO1 FOL1 POL12 THS1 CYR1 GLT1 

DHR2 MTD1 GAL1 MET8 ROT2 YRF1-6 GSP2 
MRM1 YLL058W UBR1 FUS3 SGS1 INP53 RIP1 

HIS2 DIA3 
    
    

    
Cellular Process 

0019752 carboxylic acid 
metabolism 7.96e-41 

MDH3 CPA1 TYS1 PGK1 ASN2 TDH2 DLD2 PRO2 
YHR020W POT1 YPL276W MET12 LYS2 GDH1 
PRS5 GPM1 SAM4 ASN1 ACO1 GUS1 ARG4 

GDH3 FAS1 FOL1 GLT1 HIS2 CHA4 GID7 SPT23 
 
 

0006082 organic acid 
metabolism 7.96e-41 

MDH3 CPA1 TYS1 PGK1 ASN2 TDH2 DLD2 PRO2 
YHR020W POT1 YPL276W MET12 LYS2 GDH1 
PRS5 GPM1 SAM4 ASN1 ACO1 GUS1 ARG4 

GDH3 FAS1 FOL1 GLT1 HIS2 CHA4 GID7 SPT23 
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Tabela 9. Descrição dos termos de ontologia genética usados na Tabela 8. 

GOID GO_term Ontology Definition 

0008320 protein carrier 
activity F Catalysis of the transfer of proteins from one side of 

the membrane to the other. 
    

0003824 catalytic activity F 

physiological temperatures. In biologically catalyzed 
reactions, the reactants are known as substrates, 

and the catalysts are naturally occurring 
macromolecular substances known as enzymes. 

Enzymes possess specific binding sites for 
substrates, and are usually composed wholly or 

largely of protein, but RNA that has catalytic activity 
(ribozyme) is often also regarded as enzymatic. 

    

0019752 carboxylic acid 
metabolism 

P 
The chemical reactions involving carboxylic acids, 
any organic acid containing one or more carboxyl 

(COOH) groups or anions (COO-). 
    

0006082 organic acid 
metabolism 

P 
The chemical reactions involving organic acids, any 

acidic compound containing carbon in covalent 
linkage. 
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Tabela 10. Classificação utilizando ontologia genética para os transcritos de níveis 

significativamente (P<0.05) aumentados (R>1) no mutante tif51A-1 na temperatura 

restritiva. 
GOID GO_term Probability Genes 

    
Molecular Function 

0005485 v-SNARE 
activity 5.01e-17 SNC1 TLG1 BOS1 VTI1 TLG2 SNC2 

 
 

    
Cellular Component 

0030133 transport 
vesicle 3.36e-12 SNC1 SNC2 SLY1 APM2 APM1 
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Tabela 11. Descrição dos termos de ontologia genética usados na Tabela 10. 

GOID GO_term Ontology Definition 
0005485 v-SNARE activity F (sem definição explicativa) 

    

0030133 transport vesicle C 

Any of the vesicles of the constitutive secretory 
pathway, which carry cargo from the endoplasmic 
reticulum to the Golgi, between Golgi cisternae, 

and to destinations within or outside the cell. 
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5. DISCUSSÃO 

 

5.1. A supressão do mutante de eIF5A por PKC1 é independente da via de MAP 

quinases 

Neste trabalho, foi investigado o mecanismo da supressão por PKC1 em alto 

número de cópias do mutante temperatura-sensível tif51A-1 de eIF5A. Embora 

PKC1 e alguns de seus possíveis ativadores mostrem interação genética com o 

mutante tif51A-1, nossa análise indica que os membros da cascata de MAP 

quinases abaixo de Pkc1 não são capazes de suprimir o mutante tif51A-1, sugerindo 

que uma ramificação de sinalização de Pkc1 diferente e menos caracterizada esteja 

envolvida nesta supressão. Já foi proposto que Pkc1 possui outros efetores, uma 

vez que o fenótipo do mutante pkc1∆ é consideravelmente mais severo do que 

aqueles associados com a falta dos genes que codificam para os componentes da 

cascata de MAP quinases (Heinisch e cols., 1999). De fato, existem diversos 

mecanismos celulares em que Pkc1 desempenha um papel que são independentes 

da via de MAP quinases (Ketela e cols. 1999; Andrews e Stark 2000; Li e cols. 2000; 

Nanduri e Tartakoff 2001; Chai e cols., 2002; Valdivia e Schekman, 2003; Vilella e 

cols., 2005). 

Além disso, de maneira consistente com os dados de supressão, embora os 

mutantes de eIF5A mostrem o crescimento melhorado em meio de cultura contendo 

sorbitol 1M (Valentini e cols., 2002), os mesmos não possuem outros fenótipos 

associados a mutantes da via de MAP quinase, tais como: lise celular na 

temperatura restritiva ou sensibilidade a cafeína, a estaurosporina (um inibidor 

específico de proteínas quinases C) e a calcoflúor branco (Heinisch e cols., 1999; 

dados não mostrados). Assim, considerando o fato de que a supressão por PKC1 é 
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independente da via de MAP quinases, procuramos por novos supressores do 

mutante tif51A-1 que pudessem revelar os efetores abaixo de Pkc1 que levam à 

melhora de crescimento deste mutante de eIF5A. 

 

5.2. Uma nova via de sinalização liga Pkc1 a Gic1, um efetor de Cdc42 

PKC1 já era um supressor conhecido do mutante tif51A-1, e foi mostrado aqui 

que ZDS1 e GIC1 também são capazes de melhorar o crescimento deste mutante. 

Uma vez que as proteínas codificadas por estes três genes participam de uma rede 

de interações físicas (Drees e cols., 2001), foi testada a hipótese de que Pkc1-Zds1-

Gic1 constitui uma nova via de sinalização, ilustrada no modelo da Figura 18. 

Confirmando este modelo, a supressão por PKC1 é abolida em células de tif51A-1 

que também possuem as mutações zds1 ∆ e zds2∆. Por outro lado, GIC1 em alto 

número de cópias ainda suprime o mutante triplo tif51A-1 zds1∆ zds2∆. 

Considerando que Pkc1 age em resposta a Rho1 (Heinisch e cols., 1999), este é o 

primeiro estudo que demonstra dados funcionais que ligam vias reguladas por Rho1 

e por Cdc42 através de Zds1 e Zds2. 

Além do fato de as proteínas Zds interagirem fisicamente com fatores 

importantes para o crescimento polarizado, organização das septinas e citocinese 

(Drees e cols., 2001), ZDS1 e ZDS2 interagem geneticamente com os genes CDC42 

e SWE1, que dão origem a fatores importantes que regulam a progressão e a 

morfogênese do ciclo celular (Bi e Pringle, 1996; Ma e cols., 1996). Assim, as 

proteínas Zds devem agir como um ponto da integração para vias de sinalização 

distintas para manter um equilíbrio entre os diferentes sinais. Este modelo poderia 

explicar porque Zds1 regula negativamente tanto a via de Pkc1-MAP quinases como 

a atividade de Cdc42 (Bi e Pringle, 1996; Griffioen e cols., 2003). 
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De fato, ZDS1 em alto número de cópias não suprime o fenótipo temperatura-

sensível do mutante stt1 de PKC1 (dados não mostrados), como faz GIC1 (discutido 

em seguida). Entretanto, embora a superexpressão de ZDS1 cause um defeito da 

integridade celular em temperaturas elevadas (Griffioen e cols., 2003), PKC1 em alto 

número de cópias não é tóxico às células zds1∆ zds2∆ em nenhuma temperatura 

(dados não mostrados). Conseqüentemente, a inabilidade de PKC1 agir como um 

supressor na linhagem tif51A-1 zds1∆ zds2∆ não é o resultado de toxicidade devido 

à superativação de Pkc1. Assim, Zds1 deve exercer retroalimentação negativa na 

via de Pkc1-MAP quinases e também agir como membro de uma via que leva a 

Gic1. 

Além disso, a influência de Zds1 e Zds2 sobre Cdc42 não deve ocorrer 

somente como uma regulação negativa. Dois dados dão suporte a essa idéia: 1- 

ZDS1 em alto número de cópias pode induzir o polarização de actina no mutante 

tif51A-1 na temperatura restritiva; e 2- a diminuição de atividade de Cdc42 através 

da superexpressão de suas GAPs (“GTPase Activating Proteins”) conhecidas, Rga1 

e Bem3, não suprime o mutante tif51A-1, sugerindo que Zds1 promove a supressão 

através de um mecanismo que não envolve a inibição de Cdc42. 

É importante notar que CDC42 em alto número de cópias não suprime o 

mutante tif51A-1, mas sua função deve ser necessária para a supressão por GIC1, 

uma vez que a perda da interação Cdc42-Gic1, através de mutações do domínio 

CRIB, leva à perda também da supressão por GIC1. Esta possibilidade da 

participação de uma função específica de Gic1 na supressão de tif51A-1 é reforçada 

pelo fato de que nenhum outro efetor de Cdc42 foi identificado como supressor 

deste mutante de eIF5A. Também consistente com esta observação, a 

superexpressão de Bni1, uma formina que age após e de maneira dependente de 
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Gic1 (Jaquenoud e Peter, 2000), também suprime o fenótipo temperatura-sensível 

de tif51A-1. 

Finalmente, foi possível demonstrar que os níveis elevados de Gic1 e de Bni1 

podem suprimir o defeito temperatura-sensível de crescimento do mutante stt1 de 

PKC1, indicando que estes fatores podem funcionar abaixo de Pkc1. Por outro lado, 

ZDS1 não suprime o mutante stt1 (dados não mostrados), mas este fato poderia ser 

devido ao seu papel proposto em manter o equilíbrio entre diferentes vias de 

sinalização, como mencionado acima. Dessa maneira, os dados mostrados 

sustentam fortemente a existência da via proposta que liga Pkc1 a Gic1 através de 

Zds1 e Zds2 (Figura 18), e conectam sinalização de Pkc1 com crescimento 

polarizado. 

Curiosamente, SSD1 em plasmídeo de baixo número de cópias também foi 

caracterizado como supressor de tif51A-1. SSD1 é um gene polimórfico cujos 

diferentes alelos podem dar origem a uma proteína funcional ou não, dependendo 

do “background” genético da linhagem considerada (Stettler e cols., 1993). Embora 

seu papel específico não seja determinado, alelos funcionais de SSD1 podem 

suprimir diferentes mutantes relacionados à integridade celular e também o mutante 

duplo gic1∆ gic2∆. Além disso, os fenótipos apresentados por ssd1∆ podem ser 

suprimidos por ZDS1 (Kaeberlein e Guarente, 2002; Chen e cols., 1997; Tsuchiya e 

cols., 1996). Conseqüentemente, o isolamento de SSD1 como um supressor de 

tif51A-1 fortalece a interação funcional entre eIF5A e a via Pkc1-Zds1-Gic1. 
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5.3. A função de eIF5A é importante para a organização do citoesqueleto de 

actina 

A identidade dos supressores do mutante de eIF5A descritos aqui levantou a 

hipótese de que um defeito no estabelecimento da polaridade celular ocorre no 

mutante tif51A-1. A análise subseqüente do citoesqueleto de actina da linhagem 

tif51A-1 confirmou que este mutante possui defeitos na organização de actina na 

temperatura restritiva. Estes dados estão de acordo com um estudo anterior, em que 

foi proposto que eIF5A é importante para a tradução de um subconjunto de mRNAs 

envolvidos na transição G1/S, uma vez que o depleção deste fator em levedura 

causa somente um defeito minoritário da taxa total da tradução e um aumento no 

número de células grandes com morfologia de fase G1 (Kang e Hershey, 1994). 

eIF5A é um fator altamente conservado durante toda a evolução, desde 

arquebactérias até mamíferos, e isto deve refletir de alguma maneira uma 

conservação de função. Conseqüentemente, como o brotamento não é um 

mecanismo usado por todos eucariotos para progredir no ciclo celular, não seria 

apropriado propôr uma função direta para eIF5A no estabelecimento da polaridade 

celular em S. cerevisiae. Por outro lado, eIF5A poderia controlar a expressão de 

alguns fatores importantes para a transição G1/S, tais como alguns dos supressores 

do mutante de eIF5A. Conseqüentemente, estudos futuros que envolvem os 

supressores revelados aqui podem contribuir para a elucidação do papel 

desempenhado por eIF5A na expressão gênica específica. 

Apesar dos avanços conseguidos com a utilização de mutantes de eIF5A 

sensíveis a temperatura, nenhum estudo genético até o momento, utilizando tais 

mutantes, foram capazes de identificar fatores celulares que interagem fisicamente 

com eIF5A e que, assim, contribuam de maneira mais direta para o entendimento da 
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função desta proteína. Um fator importante que pode dificultar a descoberta de 

interações funcionais mais diretas nos estudos genéticos se dá ao fato de todos os 

mutantes publicados de eIF5A até o momento darem origem a uma proteína instável 

na temperatura não permissiva. Assim, torna-se difícil, por exemplo, a procura de 

supressores, uma vez que a perda total de função, com a perda da proteína na 

temperatura não-permissiva, é muito mais difícil de se corrigir que a perda de 

interações específicas. Recentemente em nosso laboratório, foi isolado um mutante 

de eIF5A sensível a temperatura, porém que mantém os níveis da proteína na 

temperatura restritiva (Rangel, S.M., dados não publicados). Espera-se, com este 

mutante, ser possível a realização de novos rastreamentos genéticos e 

experimentos de funcionalidade que identifiquem defeitos mais específicos 

ocasionados por uma perda de função de eIF5A.  
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Figura 18. Modelo esquemático das vias que agem abaixo de Pkc1.
Além da cascata bem conhecida de MAP quinases, é proposta aqui
uma ligação entre Pkc1 e Gic1 através de Zds1 e Zds2. Esta nova
vi a de sinalização conecta Pkc1 diretamente aos fatores de
polaridade celular e parece ser responsável pela supressão em alto
número de cópias do mutante tif51A-1 de eIF5A.
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5.4. Envolvimento de eIF5A com tradução e expressão gênica diferencial num 

mutante deste fator 

Desde de sua identificação inicial, foi atribuído a eIF5A um papel no início da 

tradução (Benne e cols., 1978). No entanto, a não confirmação desta proteína como 

um fator importante de maneira geral para a tradução levou à proposta de que eIF5A 

poderia estar envolvido com o processo de tradução de um grupo específico de 

mRNAs (Benne e Hershey, 1978; Kang e Hershey, 1994). 

Foi possível verificar neste trabalho que eIF5A associa-se fisicamente a 

partículas ribossomais 80S (monossomos) envolvidos com o processo de tradução. 

Além desta associação se mostrar específica, uma vez que ela é dependente da 

tradução, os mutantes tif51A-1 e tif51A-3 de eIF5A mostraram defeitos na 

distribuição polissomal, quando comparados ao alelo selvagem na temperatura não 

permissiva. Curiosamente, o defeito mostrado pelos mutantes de eIF5A não se 

assemelha aos defeitos mostrados por outros mutantes de início de tradução, mas 

sim a um mutante envolvido com o processo de elongação da tradução (Greenberg 

e cols., 1998; Peltz e cols., 1992). De maneira bastante interessante, foi descrito em 

nosso laboratório recentemente a interação física de eIF5A com proteínas da 

subunidade maior do ribossomo e o fator de elongação da tradução eEF2 (Gregio, 

A.P.; Lustri, W.R.; Maragno, A.L.; Mestriner, C.A.; Pandolfi, J.R., dados não 

publicados). Além disso, dados de interação de eIF5A com subunidade 80S e 

associação com perfil polissomal também foram mostrados recentemente (Jao e 

Chen, 2006). Entretanto, a adição de eIF5A não levou a nenhum aumento da 

polimerização in vitro de poli-fenilalanina, utilizando-se um sistema de síntese 

protéica purificado (Benne e Hershey, 1978). Desta maneira, novos estudos deverão 
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ser conduzidos para se entender o papel da associação de eIF5A com a maquinaria 

de tradução. 

Na intuito de descobrir quais mRNAs se mostravam diferencialmente 

associados com as frações polissomais no mutante tif51A-1 na temperatura restritiva 

com relação ao selvagem, foi realizada a caracterização do perfil traducional desse 

mutante. Os resultados mostraram que existe uma série de genes diferencialmente 

associados à maquinaria de tradução no mutante tif51A-1 na temperatura restritiva 

tanto de maneira reduzida, como aumentada. Estes resultados mostram a redução 

de transcritos envolvidos com o processo de transporte nucleocitoplasmático e 

metabolismo de ácido carboxílicos. Um fato bastante interessante é que genes 

envolvidos com o metabolismo de ácidos carboxílicos aparecem aumentados na 

análise do conteúdo total de mRNAs do mutante tif51A-1 na temperatura restritiva 

(Anexo IV), reforçando o dado de que estes genes são diferencialmente traduzidos 

nestas condições. O aparecimento de genes envolvidos com transporte 

nucleocitoplasmático (NMD5, KAP95, SXM1, SRP1 e PSE1) pode vir a compor um 

novo mecanismo de controle deste transporte. Além desses genes selecionados 

com esta função de trânsito nuclear, outros três genes, que não entraram nessa 

categoria de “protein carrier activity”, mas que também estão envolvidos com 

transporte nucleocitoplasmático, KAP104, NUP120 e GSP1, também apresentaram 

menor associação com as frações polissomais do mutante tif51A-1 na temperatura 

restritiva. 

Com relação aos transcritos cuja associação com os polissomos foi aumentada 

no mutante tif51A-1 com relação ao selvagem na temperatura restritiva, foram 

identificados genes envolvidos com o transporte de vesículas (Tabela 10). Além 

disso, um dos componentes celulares cujos genes se mostraram reduzidos na 
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análise do conteúdo total de mRNAs foi o retículo endoplasmático (Anexo III). Esses 

dados são interessantes, pois o mutante tif51A-1 é suprimido em alto número de 

cópias pelos genes MSB3 e MSB4, envolvidos na etapa final de fusão de vesículas 

com a membrana celular, e um mutante do gene YPT1, envolvido com transporte do 

retículo endoplasmático para Golgi, foi isolado como letal sintético do alelo tif51A-1 

(Frigieri, M.C. e Zanelli, C.F., dados não publicados). 

Por fim, é também importante ressaltar que uma série de genes envolvidos 

com brotamento e polarização do citoesqueleto de actina foram identificados como 

aumentados no mutante tif51A-1 (Anexo IV). Curiosamente, genes envolvidos com 

estes mesmos processos são capazes de suprimir o defeito de sensibilidade a 

temperatura deste mutante quando presentes em alto número de cópias (Tabela 4 e 

Figura 18), e mutantes de eIF5A apresentam defeitos da polarização do 

citoesqueleto de actina (Figura 13). O fato de estes transcritos estarem aumentados 

no mutante tif51A-1 pode indicar a resposta celular a um defeito de ciclo celular ou 

pode indicar uma estabilização dos mesmos devido à inibição do processo de 

elongação da tradução, o que estaria de acordo com os dados observados para um 

papel de eIF5A na tradução. 

Apesar dos resultados interessantes e das diferentes possibilidades a serem 

analisadas obtidos a partir do perfil traducional, a hipótese de regulação da tradução 

de mRNAs diretamente relacionados à transição G1/S do ciclo celular não se 

confirmou com esta análise. Entretanto, mesmo que não significativamente 

selecionados pela análise de ontologia genética, uma série de genes relacionados a 

ciclo celular (REC102, ADY2, KAP104, UBC9, TUB2, ACT1, TAF11, ZPR1, TOP3, 

CYR1, DMA1, KCC4, FUS3, SGS1), brotamento (SLA2, ACT1, CDC11, BUD2, 

KCC4 e SEC3) e estabelecimento de polaridade celular (YOR300W, PWP2, MSB2, 
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SLA2, ACT1, CDC11, BUD2, KCC4 e SEC3) apareceram significativamente 

reduzidos no perfil traducional e a relevância do seu aparecimento deverá ser 

estudada futuramente. 
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6. CONCLUSÕES 

 

6.1. A supressão em alto número de cópias do mutante tif51A-1 de eIF5A por PKC1 

é independente da via de MAP quinases. 

 

6.2. ZDS1 e GIC1 são supressores do mutante tif51A-1, juntamente com outros 

genes envolvidos com transição G1/S do ciclo celular em S. cerevisiae. 

 

6.3. Mutantes de eIF5A possuem defeito na polarização de actina, o que sugere uma 

função de eIF5A na transição G1/S do ciclo celular em S. cerevisiae. 

 

6.4. A supressão do mutante de eIF5A por PKC1 é dependente de uma nova via de 

sinalização abaixo de Pkc1, que envolve Zds1/Zds2 e Gic1. 

 

6.5. eIF5A associa-se a partículas ribossomais de maneira dependente à tradução. 

 

6.6. Mutantes de eIF5A apresentam alterações de perfil polissomal, sugerindo 

defeitos no processo de elongação da tradução. 

 

6.7. O mutante tif51A-1, na temperatura restritiva, com relação ao selvagem, 

apresenta na fração polissomal uma diminuição de transcritos envolvidos com 

transporte nucleocitoplasmático e ácidos carboxílicos e um aumento de 

transcritos envolvidos com transporte vesicular. 
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ANEXO III(A) 

 

Classificação utilizando ontologia genética para os transcritos de níveis 

significativamente (P<0.05) diminuídos (R<1) no mutante tif51A-1 na temperatura 

restritiva no ensaio de perfil transcricional. 
GO ID GO_term Probability Genes 

    
Molecular Function 

0005554 
molecular 
function 
unknown 

1.64e-74 

NSG2 ZSP1 YLR050C YBR096W YET3 YGL231C 
YLL023C YLR064W YOR044W PGA3 YET1 PKR1 

YIL039W YEL001C YOR285W YCL045C 
YHL044W COS4 YGR026W YLR030W PHM7 

YGR110W YML083C YNR004W COS1 YBR063C 
YLR225C YHL017W YOR389W YNL305C 

YPL278C YCL049C YLL053C YOR006C YIR043C 
COS9 COS5 YHR078W PNS1 TVP38 ATG29 
YIL014C-A/YIL015C-A YLR241W YPL277C 

YGR168C YIR007W YOL047C YNL196C YLL056C 
TMA19 YNR014W SGT2 ICS3 YDL010W 

YLR031W YCL056C YBL029W YOR289W 
YIL089W YOR019W YLR137W YNL155W 

YLR164W YHR140W EEB1 SPG4 YMR074C 
YPL245W SET6 YMR085W YOL153C YPR158W 
YML100W-A YIR044C YNL300W YPR045C ABZ2 

TMA10 COS6 YJL132W YNL193W YDR210W 
YGR045C YLR445W YGR149W YEL048C 

YEL073C SPG3 RBD2 YNR061C YSC83 PGA1 
YDL144C YOR365C YMR002W TMA46 YOR238W 

YDL199C YIR035C YDR266C FMP33 YOL073C 
YBR187W YLR173W DSF1 YLR297W YCL002C 

PET130 YOR164C YIL067C PTM1 YKR051W 
YNL254C CUE3 YAR068W YJL043W YBR025C 
YDR319C YDL129W YLR168C PHM8 YOL007C 
YGR226C YPL041C YMR181C LDB18 YKL133C 

YDL237W YER079W LEE1 UBX3 HMRA2 
YPR071W BSC1 YGR127W TRE2 YJL171C 

YOL131W YBR014C YLR040C YMR155W IGO1 
RCR2 YGR283C YMR279C SNA4 YKL207W 

YLL025W PAU1 YDL089W YPL162C YLR001C 
YOR062C YLR290C YJR119C SHE10 YMR134W 

NPL4 MSC7 NCE102 GET1 PHO86 VMA21 
COS10 PRM9 SUE1 SYM1 YBP1 PET18 MMF1 

COS8 SCM4 BTN2 HSP12 ECM2 REC114 VPS29 
KRR1 SEC26 SHU2 RUD3 ERV29 ECM11 ECM8 

SFT2 ATG2 DFG10 PCH2 SPO77 ESC8 HBT1 
YPR078C PRM1 HIM1 NMD4 VID24 FYV10 COG1 

NCA3 ECM7 NST1 SSP120 YHR087W PRM7 
HSP30 HUR1 ATS1 ERD1 JIP5 VPS70 MTL1 
VPS75 YJL144W YIH1 PET10 SWC5 BUD31 

ECM37 YAF9 MON1 ZIP2 KRE11 SIA1 BRE4 ISF1 
AXL2 ERP2 PRM4 YBR016W 

    
    
    



 

 

152 

    
Biological Process 

0006814 sodium ion 
transport 6.96e-11 ENA2 ENA5 ENA1 

0016125 sterol 
metabolism 6.37e-11 ERG7 ERG2 ERG5 HMG1 CYB5 ERG11 ARE2 

ERG28 ERG3 

0008202 steroid 
metabolism 3.06e-27 ERG7 ERG2 ERG5 HMG1 CYB5 ERG11 ARE2 

ERG28 ERG3 YEH1 ERG8 NCP1 

0016126 sterol 
biosynthesis 9.92e-25 ERG7 ERG2 ERG5 HMG1 CYB5 ERG11 ERG28 

ERG3 ERG8 NCP1 

0006696 ergosterol 
biosynthesis 6.53e-22 ERG7 ERG2 ERG5 HMG1 ERG11 ERG28 ERG3 

ERG8 NCP1 

0008204 ergosterol 
metabolism 6.53e-22 ERG7 ERG2 ERG5 HMG1 ERG11 ERG28 ERG3 

ERG8 NCP1 
    
    

Cellular Component 

 
0005783 

endoplasmic 
reticulum 1.49e-75 

ERG7 ERG2 ERG5 HMG1 CYB5 ERG11 ARE2 
ERG28 ERG3 NSG2 YMR134W GTT1 NUS1 

ZSP1 YLR050C PMT4 NPL4 MSC7 YBR096W 
SHR3 YPC1 NCE102 CWH41 YET3 YGL231C 
SEC11 CDC48 YBR159W HMX1 ADP1 CNE1 
YLL023C STE24 KAR2 AQY2 GET1 YLR064W 

YOR044W LIP1 PGA3 STT3 PHO86 SSM4 ALG6 
YET1 ALG8 HLJ1 VMA21 RFT1 SCJ1 PKR1 GET3 

ASI3 STE14 YIL039W YEL001C YOR285W 
COS10 BST1 PRM9 YCL045C 

0000323 lytic vacuole 3.60e-55 

COS4 PHM7 COS1 YNL305C COS5 YDL010W 
COS6 YNR061C YBR187W YLR297W YIL067C 

YOL007C YBR014C RCR2 SNA4 YPL162C 
YLR001C MON1 CPR8 APE3 SSA2 SSA1 SGA1 

COS3 DAP2 PSD2 SMF1 PEP3 YHC3 SLM4 
MCH4 PEP4 

0000322 storage 
vacuole 3.60e-55 

COS4 PHM7 COS1 YNL305C COS5 YDL010W 
COS6 YNR061C YBR187W YLR297W YIL067C 

YOL007C YBR014C RCR2 SNA4 YPL162C 
YLR001C MON1 CPR8 APE3 SSA2 SSA1 SGA1 

COS3 DAP2 PSD2 SMF1 PEP3 YHC3 SLM4 
MCH4 PEP4 

0000324 vacuole (sensu 
Fungi) 3.60e-55 

COS4 PHM7 COS1 YNL305C COS5 YDL010W 
COS6 YNR061C YBR187W YLR297W YIL067C 

YOL007C YBR014C RCR2 SNA4 YPL162C 
YLR001C MON1 CPR8 APE3 SSA2 SSA1 SGA1 

COS3 DAP2 PSD2 SMF1 PEP3 YHC3 SLM4 
MCH4 PEP4 
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ANEXO III(B) 

 

Descrição dos termos de ontologia genética usados na tabela do Anexo III(A). 
GOID GO_term Ontology Definition 

0005554 molecular function 
unknown F Used for the annotation of gene products whose 

function is not known or cannot be inferred. 
    

0006814 sodium ion 
transport P The directed movement of sodium ions (Na+) 

into, out of, within or between cells. 
    

0016125 sterol metabolism P 
The chemical reactions involving sterols, 
steroids with one or more hydroxyl groups and a 
hydrocarbon side-chain in the molecule. 

    

0008202 steroid metabolism P 
The chemical reactions involving steroids, 
compounds with a 
1,2,cyclopentanoperhydrophenanthrene nucleus. 

    

0016126 sterol biosynthesis P 

The formation from simpler components of 
sterols, steroids with one or more hydroxyl 
groups and a hydrocarbon side-chain in the 
molecule. 

    

0006696 ergosterol 
biosynthesis P 

The formation from simpler components of 
ergosterol, (22E)-ergosta-5,7,22-trien-3-beta-ol, 
a sterol found in ergot, yeast and moulds. 

    

0008204 ergosterol 
metabolism 

P 

The chemical reactions involving ergosterol, 
(22E)-ergosta-5,7,22-trien-3-beta-ol, a sterol 
found in ergot, yeast and moulds. It is the most 
important of the D provitamins and is converted 
to vitamin D2 on irradiation with UV light. 

    

0005783 endoplasmic 
reticulum 

C 

The irregular network of unit membranes, visible 
only by electron microscopy, that occurs in the 
cytoplasm of many eukaryotic cells. The 
membranes form a complex meshwork of tubular 
channels, which are often expanded into slitlike 
cavities called cisternae. The ER takes two 
forms, rough (or granular), with ribosomes 
adhering to the outer surface, and smooth (with 
no ribosomes attached). 

    

0000323 lytic vacuole C 
A vacuole that is maintained at an acidic pH and 
which contains degradative enzymes, including a 
wide variety of acid hydrolases. 

    

000322 storage vacuole C 
A vacuole that functions primarily in the storage 
of materials, including nutrients, pigments, waste 
products, and small molecules. 
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000324 vacuole (sensu 
Fungi) C 

The vacuole is a large, membrane-bound 
organelle that functions as a reservoir for the 
storage of small molecules (including 
polyphosphate, amino acids, several divalent 
cations (e.g. calcium), other ions, and other 
small molecules) as well as being the primary 
compartment for degradation. It is an acidic 
compartment, containing an ensemble of acid 
hydrolases. At least in S. cerevisiae, there are 
indications that the morphology of the vacuole is 
variable and correlated with the cell cycle, with 
logarithmically growing cells having a multilobed, 
reticulated vacuole, while stationary phase cells 
contain a single large structure. As in, but not 
restricted to, the fungi (Fungi, 
ncbi_taxonomy_id:4751). 
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ANEXO IV(A) 
 

Classificação utilizando ontologia genética para os transcritos de níveis 

significativamente (P<0.05) aumentados (R>1)no mutante tif51A-1 na temperatura 

restritiva no ensaio de perfil transcricional.  
GOID GO_term Probability Genes 

    
Molecular Function 

0005198 
structural 
molecule 
activity 

3.43e-87 

NUP49 MRPL9 NSP1 NUP159 ACT1 NUP2 
SEC13 ARC15 ARP2 TUB1 NUP57 SEH1 CDC11 

ARC35 CDC3 CDC12 ARC40 ARC18 ARC19 
RML2 CIS3 CWP1 PIR3 PIR1 HSP150 MRPL38 

MRPL1 MRPL40 MRPL27 MRP4 MRPL32 MRP51 
MRPL19 MRP21 YMR31 MRPL33 MRPL13 

MRPL6 MRPL24 YDR115W MRPS16 MRPS9 
NAM9 RSM26 MRPL16 MNP1 MRPL31 MRP8 

RSM19 MRPL25 MRPS5 IMG2 RSM23 MRPL22 
RSM10 MRPL50 RSM18 MRPS35 MRPL10 

YNR036C ATP7 KAP120 MEX67 SEC31 RPS22B 
RPS3 

0003824 catalytic activity 6.54e-134 

CDC12 ELM1 TPD3 CDC55 CDC42 YCK2 SEC4 
YCK1 CTS1 PIK1 DSE2 EGT2 SCW11 DSE4 

ECM17 CYS4 MET17 MET14 MET6 SAH1 SAM1 
CYS3 YHR112C SAM2 YFR055W AKL1 CDC5 

HSL7 YML039W YML045W YCL019W YJR027W 
YJR029W YMR050C YMR045C YHR214C-B 

YBL005W-B YBR012W-B YBL100W-B/YBL101W-
B IFM1 TRM11 BRR2 PRP28 MRPL9 MRPL16 

ECM16 ILV5 OLE1 RRP40 SKI6 RPO41 MNN10 
PNC1 PHO13 SUN4 PBS2 PAA1 CDC14 BAT1 

LPD1 ILV2 GDH1 HTS1 GDH3 PRO2 TRP4 ILV3 
BAT2 GCN2 LEU1 TRP1 CAR1 TRP3 ARG4 

ARO8 ARG1 MES1 SER33 GLN4 FRS2 LEU2 
ASN1 TRP2 PRS4 GUS1 FUM1 MCT1 ETR1 

FAS1 LAT1 PDA1 ALD5 PYK2 DLD3 RSB1 PSA1 
NPR1 NUC1 FUN12 CDC47 MAS1 CCA1 MTF1 

MAS2 AAP1' DPP1 DPM1 CYT2 YPT1 ADK1 
RPN10 SDH3 ERG27 BNA5 CDC34 SNF1 POP2 

SAC1 RPN2 MNN1 RER2 GND1 UBP6 BNA3 
DBP2 YHR113W SPS1 DOG2 RNR4 LIP2 PUP1 
SCO1 DIN7 FUS3 YNL045W ALD4 GRX5 ADH3 

MXR1 ALO1 HEM15 RIB3 GPD2 APE2 PPA2 
ADH5 YDR196C COQ2 COQ3 COX6 YHB1 ATM1 

VMA8 MSP1 CCC2 YPT52 PDE2 YDR061W 
PHO12 FRE6 GPD1 GRE2 ALT2 GLK1 VHS1 
UGP1 GPH1 PPQ1 CMK2 FAA4 STE7 DPH5 
GSY2 PGM2 BNA2 GND2 PFK2 TKL1 BNA1 

UBP3 DCD1 PFK1 DAK1 PAN5 PPX1 IP 

0003964 

RNA-directed 
DNA 

polymerase 
activity 

2.43e-24 

YML039W YML045W YCL019W YJR027W 
YJR029W YMR050C YMR045C YHR214C-B 

YBL005W-B YBR012W-B YBL100W-B/YBL101W-
B 
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0003887 

DNA-directed 
DNA 

polymerase 
activity 

3.95e-23 

YML039W YML045W YCL019W YJR027W 
YJR029W YMR050C YMR045C YHR214C-B 

YBL005W-B YBR012W-B YBL100W-B/YBL101W-
B 

0003676 nucleic acid 
binding 2.97e-12 

YML039W YML045W YCL019W YJR027W 
YJR029W YMR050C YMR045C YHR214C-B 

YBL005W-B YBR012W-B YBL100W-B/YBL101W-
B 

0003723 RNA binding 2.20e-63 

MRP4 MEX67 NSR1 NMD3 WHI3 STO1 IFM1 
TRM11 SCD6 VTS1 TMA22 NAN1 RLP7 UTP6 

SOF1 LCP5 UTP9 DIP2 UTP5 UTP13 ESF1 UTP8 
RRP5 BRX1 NOP12 LHP1 YML039W YML045W 

YCL019W YJR027W YJR029W YMR050C 
YMR045C YHR214C-B YBL005W-B YBR012W-B 
YBL100W-B/YBL101W-B YMR051C YBL005W-A 
YBL100W-A/YBL101W-A YMR046C YML040W 

YJR026W YCL020W YJR028W YBR012W-A 
BRR2 PRP6 SAD1 PRP28 MIP6 

    
    

Cellular Process 

0009987 cellular process 3.62e-94 

PTR2 MET17 LEU1 BAT1 GLK1 MXR1 OAC1 
YML039W CTR1 ALD4 CWP1 YGP1 OPT2 PCL9 

AAP1' VHS1 TRP1 MET14 MAS1 ASH1 CPA2 
YML045W SAM2 EGT2 MAM33 YMR051C 

YCL019W FKH1 ISU2 HXT4 TYE7 YJR027W ILV2 
SWI5 DSE2 UGP1 MMR1 CDC55 DSE1 TNA1 
PIR3 MRPL38 DPP1 YBL005W-A NIP7 FRE1 

MET6 YBL100W-A/YBL101W-A YMR046C MUP1 
EMI2 CIC1 DPM1 YJR029W YMR050C GDH1 

YGR054W ARC15 STO1 CYT2 CAR1 YML040W 
PIR1 RAS2 MOB1 RPS22B MRPL1 AKL1 CDC42 
YMR045C ALK1 SLX9 CLB1 LRS4 MET28 TRP3 

YPT1 ARG4 PDX1 ECM22 NCL1 WHI3 ALO1 
CDC11 YHR214C-B ALD5 TRM112 ECM17 DAK1 

CDC5 SCW11 YJR026W YCL020W MRPL40 
SAH1 TPD3 MRPL27 SEC4 RIF1 ERB1 ILV5 

MRP4 FSH3 BAP3 MGE1 GPH1 DOM34 LAT1 
MRPL32 RVB2 HTS1 CTS1 TWF1 ARO8 CLB2 

ENT5 SAM1 PCF11 RRB1 ADK1 YFR055W 
RPA49 UBA2 RPN10 BAP2 YNL213C GGC1 

TAO3 ARG1 RPS3 ZDS1 PHO84 OXA1 PDR16 
CYS3 YCS4 PUF6 SDH3 MNN10 ABP1 DSE4 

UBP10 CSE4 GDH3 SCS2 TRS23 ERG27 GPG1 
ARC35 NAN1 ARX1 SSO2 MES1 SPS4 PNC1 
PAN5 SRB7 PPQ1 HAP1 BNA5 CBF5 HEM15 
GGA1 DBF4 PBI2 TUP1 TOM40 CDC3 RIB3 

CDC34 YBL005W-B CSM1 CSN9 MRP51 MRPL19 
PIG1 SFB3 SIP3 HXT2 YCK1 TOM20 Y 
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0044238 primary 
metabolism 1.23e-120 

YML039W YML045W YCL019W YJR027W 
YJR029W YMR050C YMR045C YHR214C-B 

YBL005W-B YBR012W-B YBL100W-B/YBL101W-
B GCN2 BAT1 ILV5 LPD1 MET17 LEU1 TRP1 
MET14 ILV2 MET6 GDH1 CAR1 MET28 TRP3 
ARG4 ECM17 SAH1 HTS1 ARO8 SAM1 ARG1 
CYS3 GDH3 MES1 SER33 GLN4 PRO2 TRP4 

FRS2 LEU2 ASN1 TRP2 PRS4 ARG82 CYS4 ILV3 
GUS1 BAT2 MET32 CPA2 SAM2 YHR020W NIP7 

ERB1 NAN1 CBF5 NMD3 RLP7 POP8 UTP6 
SOF1 FYV7 EBP2 TSR1 NOP58 LCP5 NOP15 

ENP2 UTP9 DIP2 RCL1 UTP5 SPB1 UTP13 
PWP1 ESF1 UTP8 RRP12 RRP5 MRT4 ECM16 

NOP53 NSR1 CIC1 RVB2 RRP40 YGR272C SKI6 
NUP49 YDR412W RRS1 FAP7 MRPL38 MRPL1 

MRPL40 MRPL27 MRP4 MRPL32 MRP51 
MRPL19 MRP21 YMR31 MRPL33 MRPL13 

MRPL6 MRPL24 YDR115W MRPS16 MRPS9 
NAM9 RSM26 MRPL16 MNP1 MRPL31 MRP8 
RSM19 MRPL25 MRPS5 MRPL9 IMG2 RML2 

RSM23 MRPL22 RSM10 MRPL50 RSM18 
MRPS35 MRPL10 YNR036C YGR054W MOB1 

RPS22B SLX9 LRS4 TRM112 CDC5 TPD3 RIF1 
TWF1 RPA49 RPS3 PUF6 CSM1 SUI2 CDC14 
AIP1 BRX1 RFC5 GCD1 SAS3 SMC1 FUN12 

CDC47 ACT1 ZUO1 NOP12 CCT2 TCP1 EFT2 
CCT3 RFA1 NSE4 LHP1 ELM1 ABF1 YMR051C 
YBL005W-A YBL100W-A/YBL101W-A YMR046C 

YML040W YJ 

0044249 cellular 
biosynthesis 1.81e-93 

TPD3 CDC55 ECM17 CYS4 MET17 MET6 IFM1 
MRPL9 MRPL16 ILV5 MNN10 BAT1 LPD1 ILV2 

GDH1 HTS1 GDH3 TRP4 ILV3 BAT2 GCN2 LEU1 
TRP1 TRP3 ARG4 ARG1 MES1 SER33 GLN4 

FRS2 LEU2 ASN1 TRP2 PRS4 GUS1 ETR1 FAS1 
ALD5 PSA1 FUN12 DPM1 BNA5 MNN1 RER2 

BNA3 HEM15 RIB3 YDR196C COQ3 UGP1 PPQ1 
FAA4 BNA2 BNA1 PAN5 CPA2 YHR020W BET2 
TPS3 FAA3 MET28 LRG1 MRP4 RML2 MRPL38 

MRPL1 MRPL40 MRPL27 MRPL32 MRP51 
MRPL19 MRP21 YMR31 MRPL33 MRPL13 

MRPL6 MRPL24 YDR115W MRPS16 MRPS9 
NAM9 RSM26 MNP1 MRPL31 MRP8 RSM19 

MRPL25 MRPS5 IMG2 RSM23 MRPL22 RSM10 
MRPL50 RSM18 MRPS35 MRPL10 YNR036C 
ATP7 RPS22B RPS3 ATP1 RRF1 MTO1 MEF1 

CBP6 YGR054W SUI2 GCD1 EFT2 DOM34 SSZ1 
TIF34 NIP1 PIG1 
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0006996 
organelle 

organization 
and biogenesis 

3.79e-100 

NIP7 ERB1 NAN1 CBF5 RLP7 POP8 UTP6 SOF1 
FYV7 EBP2 TSR1 NOP58 LCP5 NOP15 ENP2 

UTP9 DIP2 RCL1 UTP5 SPB1 UTP13 PWP1 ESF1 
UTP8 RRP5 MRT4 ECM16 NOP53 NSR1 CIC1 

BRX1 RRB1 YTM1 DHR2 LRS4 ILV5 HST3 OLE1 
RRP12 RVB2 RRP40 YGR272C SKI6 NUP49 

RRS1 FAP7 MRPL9 ARX1 CRM1 SRM1 NSP1 
NUP159 NSA2 YRF1-4 TPD3 RIF1 AIP1 SAS3 

ACT1 ABF1 RPO41 FKH1 CDC55 ZDS1 MNN10 
UBP10 SCS2 PNC1 PBI2 TUP1 SWR1 NUP2 
RSC2 KAR4 RSC6 ESC1 SEC13 PAF1 POB3 
ARP7 VID21 SIF2 UBC9 CDC73 VAC14 STH1 

PHO13 ARC15 YCS4 MYO4 ARP2 TUB1 MBA1 
SUN4 MMR1 CLB1 YNL213C GGC1 OXA1 VTC4 

PEX5 NUP57 SEH1 NUM1 LIA1 VTC3 VPS52 
TOM7 MDM34 YNL313C VTC1 UGO1 MRS5 

NMD3 YDR412W LTV1 TWF1 CCT2 TCP1 CCT3 
PBS2 PAA1 ABP1 ARC35 ARC40 ENT4 PEA2 
ENT1 END3 ENT2 ARC18 BBC1 ARC19 AKL1 

SAC7 RHO3 

0007028 
cytoplasm 

organization 
and biogenesis 

2.81e-75 

NIP7 ERB1 NAN1 CBF5 NMD3 RLP7 POP8 UTP6 
SOF1 FYV7 EBP2 TSR1 NOP58 LCP5 NOP15 

ENP2 UTP9 DIP2 RCL1 UTP5 SPB1 UTP13 
PWP1 ESF1 UTP8 RRP12 RRP5 MRT4 ECM16 

NOP53 NSR1 CIC1 RVB2 RRP40 YGR272C SKI6 
NUP49 YDR412W RRS1 FAP7 MRPL9 BRX1 
RRB1 YTM1 DHR2 LTV1 ARX1 CRM1 SRM1 

NSP1 NUP159 NSA2 

0006082 organic acid 
metabolism 6.34e-81 

ILV5 ECM17 HST3 OLE1 BAT1 LPD1 ILV2 GDH1 
MET28 HTS1 GDH3 PRO2 TRP4 ARG82 CYS4 
ILV3 BAT2 MET32 GCN2 MET17 LEU1 TRP1 
MET14 MET6 CAR1 TRP3 ARG4 SAH1 ARO8 
SAM1 ARG1 CYS3 MES1 SER33 GLN4 FRS2 
LEU2 ASN1 TRP2 PRS4 GUS1 CPA2 SAM2 

YHR020W RML2 FUM1 MCT1 ETR1 FAS1 MGA2 
PDX1 LAT1 PDA1 ALD5 PYK2 DLD3 PDR12 

FSH3 

0019752 carboxylic acid 
metabolism 6.34e-81 

ILV5 ECM17 HST3 OLE1 BAT1 LPD1 ILV2 GDH1 
MET28 HTS1 GDH3 PRO2 TRP4 ARG82 CYS4 
ILV3 BAT2 MET32 GCN2 MET17 LEU1 TRP1 
MET14 MET6 CAR1 TRP3 ARG4 SAH1 ARO8 
SAM1 ARG1 CYS3 MES1 SER33 GLN4 FRS2 
LEU2 ASN1 TRP2 PRS4 GUS1 CPA2 SAM2 

YHR020W RML2 FUM1 MCT1 ETR1 FAS1 MGA2 
PDX1 LAT1 PDA1 ALD5 PYK2 DLD3 PDR12 

FSH3 

0006807 
nitrogen 

compound 
metabolism 

3.57e-69 

BAT1 ILV5 LPD1 ILV2 GDH1 MET28 HTS1 GDH3 
PRO2 TRP4 ARG82 CYS4 ILV3 BAT2 MET32 
CTS1 GZF3 GCN2 MET17 LEU1 TRP1 MET14 
MET6 CAR1 TRP3 ARG4 ECM17 SAH1 ARO8 
SAM1 ARG1 CYS3 MES1 SER33 GLN4 FRS2 
LEU2 ASN1 TRP2 PRS4 GUS1 CPA2 SAM2 

YHR020W NPR1 URE2 

0009308 amine 
metabolism 3.48e-66 

GCN2 BAT1 ILV5 LPD1 MET17 LEU1 TRP1 
MET14 ILV2 MET6 GDH1 CAR1 MET28 TRP3 
ARG4 ECM17 SAH1 HTS1 ARO8 SAM1 ARG1 
CYS3 GDH3 MES1 SER33 GLN4 PRO2 TRP4 

FRS2 LEU2 ASN1 TRP2 PRS4 ARG82 CYS4 ILV3 
GUS1 BAT2 MET32 CPA2 SAM2 YHR020W CTS1 



 

 

160 

0006520 amino acid 
metabolism 6.14e-68 

GCN2 BAT1 ILV5 LPD1 MET17 LEU1 TRP1 
MET14 ILV2 MET6 GDH1 CAR1 MET28 TRP3 
ARG4 ECM17 SAH1 HTS1 ARO8 SAM1 ARG1 
CYS3 GDH3 MES1 SER33 GLN4 PRO2 TRP4 

FRS2 LEU2 ASN1 TRP2 PRS4 ARG82 CYS4 ILV3 
GUS1 BAT2 MET32 CPA2 SAM2 YHR020W 

0006519 
amino acid and 

derivative 
metabolism 

2.07e-66 

GCN2 BAT1 ILV5 LPD1 MET17 LEU1 TRP1 
MET14 ILV2 MET6 GDH1 CAR1 MET28 TRP3 
ARG4 ECM17 SAH1 HTS1 ARO8 SAM1 ARG1 
CYS3 GDH3 MES1 SER33 GLN4 PRO2 TRP4 

FRS2 LEU2 ASN1 TRP2 PRS4 ARG82 CYS4 ILV3 
GUS1 BAT2 MET32 CPA2 SAM2 YHR020W 

0009309 amine 
biosynthesis 1.15e-35 

BAT1 ILV5 LPD1 ILV2 GDH1 MET28 GDH3 TRP4 
CYS4 ILV3 BAT2 GCN2 MET17 LEU1 TRP1 MET6 

TRP3 ARG4 ECM17 ARG1 SER33 LEU2 ASN1 
TRP2 PRS4 CPA2 

0008652 amino acid 
biosynthesis 1.23e-36 

BAT1 ILV5 LPD1 ILV2 GDH1 MET28 GDH3 TRP4 
CYS4 ILV3 BAT2 GCN2 MET17 LEU1 TRP1 MET6 

TRP3 ARG4 ECM17 ARG1 SER33 LEU2 ASN1 
TRP2 PRS4 CPA2 

0006790 sulfur 
metabolism 5.11e-28 ECM17 CYS4 MET17 MET14 MET6 SAH1 SAM1 

CYS3 YHR112C MET28 MET32 SAM2 YFR055W 

0006310 DNA 
recombination 4.71e-37 

YML039W YML045W YCL019W YJR027W 
YJR029W YMR050C YMR045C YHR214C-B 

YBL005W-B YBR012W-B YBL100W-B/YBL101W-
B RFA1 YMR051C YBL005W-A YBL100W-

A/YBL101W-A YMR046C YML040W YJR026W 
YCL020W YJR028W YBR012W-A NUC1 YRF1-4 

0006313 DNA 
transposition 2.59e-37 

YML039W YML045W YMR051C YCL019W 
YJR027W YBL005W-A YBL100W-A/YBL101W-A 

YMR046C YJR029W YMR050C YML040W 
YMR045C YHR214C-B YJR026W YCL020W 

YBL005W-B YJR028W YBR012W-B YBL100W-
B/YBL101W-B YBR012W-A 

42254 
ribosome 

biogenesis and 
assembly 

2.81e-75 

NIP7 ERB1 NAN1 CBF5 NMD3 RLP7 POP8 UTP6 
SOF1 FYV7 EBP2 TSR1 NOP58 LCP5 NOP15 

ENP2 UTP9 DIP2 RCL1 UTP5 SPB1 UTP13 
PWP1 ESF1 UTP8 RRP12 RRP5 MRT4 ECM16 

NOP53 NSR1 CIC1 RVB2 RRP40 YGR272C SKI6 
NUP49 YDR412W RRS1 FAP7 MRPL9 BRX1 
RRB1 YTM1 DHR2 LTV1 ARX1 CRM1 SRM1 

NSP1 NUP159 NSA2 

0007046 ribosome 
biogenesis 3.68e-76 

NIP7 ERB1 NAN1 CBF5 NMD3 RLP7 POP8 UTP6 
SOF1 FYV7 EBP2 TSR1 NOP58 LCP5 NOP15 

ENP2 UTP9 DIP2 RCL1 UTP5 SPB1 UTP13 
PWP1 ESF1 UTP8 RRP12 RRP5 MRT4 ECM16 
NOP53 NSR1 CIC1 RRB1 YTM1 DHR2 RVB2 

RRP40 YGR272C LTV1 SKI6 NUP49 YDR412W 
RRS1 FAP7 ARX1 CRM1 SRM1 NSP1 NUP159 

NSA2 

0016072 rRNA 
metabolism 2.34e-08 

NIP7 ERB1 RVB2 NAN1 CBF5 RRP40 RLP7 
POP8 YGR272C UTP6 SOF1 FYV7 EBP2 TSR1 

NOP58 LCP5 ENP2 UTP9 DIP2 RCL1 UTP5 
NOP12 SPB1 SKI6 UTP13 PWP1 YDR412W ESF1 
UTP8 RRP12 RRP5 MRT4 RRS1 ECM16 NOP53 

NSR1 FAP7 

0030490 processing of 
20S pre-rRNA 1.01e-29 NAN1 UTP6 SOF1 UTP9 DIP2 UTP5 UTP13 UTP8 

RRP5 ECM16 RRP12 FYV7 NOP58 FAP7 
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0051301 cell division 6.96e-47 

ACT1 CDC11 CDC3 CDC12 ELM1 BUD4 MYO1 
PEA2 HOF1 TPD3 RAX2 CDC55 CDC42 BUD9 
YCK2 TAO3 SEC4 TWF1 END3 MYO5 YCK1 

CTS1 PIK1 NOP15 DSE2 EGT2 SCW11 DSE4 

0000910 cytokinesis 1.73e-39 

ACT1 CDC11 CDC3 CDC12 ELM1 BUD4 MYO1 
PEA2 HOF1 RAX2 BUD9 YCK2 SEC4 TWF1 
END3 MYO5 YCK1 CTS1 PIK1 NOP15 DSE2 

EGT2 SCW11 DSE4 
    
    

Cellular Component 

0000943 retrotransposon 
nucleocapsid 1.61e-38 

YML039W YML045W YMR051C YCL019W 
YJR027W YBL005W-A YBL100W-A/YBL101W-A 

YMR046C YJR029W YMR050C YML040W 
YMR045C YHR214C-B YJR026W YCL020W 

YBL005W-B YJR028W YBR012W-B YBL100W-
B/YBL101W-B YBR012W-A 

0043228 

non-
membrane-

bound 
organelle 

1.74e-123 

MRPL38 MRPL1 MRPL40 MRPL27 MRP4 
MRPL32 MRP51 MRPL19 MRP21 YMR31 

MRPL33 MRPL13 MRPL6 MRPL24 YDR115W 
MRPS16 MRPS9 NAM9 RSM26 MRPL16 MNP1 
MRPL31 MRP8 RSM19 MRPL25 MRPS5 MRPL9 

IMG2 RML2 RSM23 MRPL22 RSM10 MRPL50 
RSM18 MRPS35 MRPL10 YNR036C NIP7 

YGR054W MOB1 RPS22B SLX9 LRS4 TRM112 
CDC5 TPD3 RIF1 ERB1 TWF1 RPA49 RPS3 
PUF6 NAN1 CBF5 CSM1 SUI2 CDC14 NMD3 

AIP1 RLP7 POP8 GCN2 BRX1 UTP6 RFC5 GCD1 
SOF1 FYV7 EBP2 SAS3 SMC1 FUN12 TSR1 

CDC47 NOP58 LCP5 NOP15 ENP2 UTP9 ACT1 
DIP2 ZUO1 RCL1 UTP5 NOP12 SPB1 UTP13 
PWP1 ESF1 CCT2 TCP1 EFT2 UTP8 RRP12 

RRP5 MRT4 ECM16 NOP53 CCT3 NSR1 RFA1 
NSE4 LHP1 ELM1 ABF1 CIC1 ARC15 CDC11 
SEC4 CLB2 RRB1 YCS4 ABP1 CSE4 ARC35 

CDC3 CDC12 NDJ1 ARC40 BUD4 MYO1 YTM1 
SPO12 HOF1 ENT4 YAP1801 PEA2 DHR2 ENT1 
MYO4 END3 ENT2 ARC18 BBC1 ARC19 MTW1 

ARP2 TUB1 MYO5 KRE33 FPR3 YCR016W 
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0043227 
membrane-

bound 
organelle 

7.68e-117 

BAT1 ILV5 LPD1 ILV2 GDH1 MET28 HTS1 GDH3 
PRO2 TRP4 ARG82 CYS4 ILV3 BAT2 MET32 

CTS1 NIP7 ERB1 NAN1 CBF5 RLP7 POP8 UTP6 
SOF1 FYV7 EBP2 TSR1 NOP58 LCP5 NOP15 

ENP2 UTP9 DIP2 RCL1 UTP5 SPB1 UTP13 
PWP1 ESF1 UTP8 RRP12 RRP5 MRT4 ECM16 

NOP53 NSR1 CIC1 RVB2 RRP40 YGR272C SKI6 
NUP49 RRS1 FAP7 MRPL9 BRX1 RRB1 YTM1 
DHR2 ARX1 CRM1 SRM1 NSP1 NUP159 NSA2 

YML039W YML045W YCL019W YJR027W 
YJR029W YMR050C YMR045C YHR214C-B 

YBL005W-B YBR012W-B YBL100W-B/YBL101W-
B RFA1 YMR051C YBL005W-A YBL100W-

A/YBL101W-A YMR046C YML040W YJR026W 
YCL020W YJR028W YBR012W-A NUC1 YRF1-4 

MRPL38 MRPL1 MRPL40 MRPL27 MRP4 
MRPL32 MRP51 MRPL19 MRP21 YMR31 

MRPL33 MRPL13 MRPL6 MRPL24 YDR115W 
MRPS16 MRPS9 NAM9 RSM26 MRPL16 MNP1 
MRPL31 MRP8 RSM19 MRPL25 MRPS5 IMG2 

RML2 RSM23 MRPL22 RSM10 MRPL50 RSM18 
MRPS35 MRPL10 YNR036C SLX9 LRS4 TRM112 

CDC5 TPD3 RIF1 RPA49 PUF6 CSM1 CDC14 
AIP1 SAS3 SMC1 FUN12 CDC47 ACT1 ZUO1 
NOP12 NSE4 LHP1 ABF1 MAS1 CCA1 SSQ1 
MTF1 FUM1 MAS2 RPO41 ATP1 AAP1' ASH1 
FKH1 TYE7 SWI5 CDC55 DPP1 DPM1 STO1 
CYT2 YPT1 ECM22 NCL1 PCF11 ADK1 UBA2 

ZDS1 

0043226 organelle 1.08e-10 

MRPL38 MRPL1 MRPL40 MRPL27 MRP4 
MRPL32 MRP51 MRPL19 MRP21 YMR31 

MRPL33 MRPL13 MRPL6 MRPL24 YDR115W 
MRPS16 MRPS9 NAM9 RSM26 MRPL16 MNP1 
MRPL31 MRP8 RSM19 MRPL25 MRPS5 MRPL9 

IMG2 RML2 RSM23 MRPL22 RSM10 MRPL50 
RSM18 MRPS35 MRPL10 YNR036C 

0005739 mitochondrion 3.84e-32 

MRPL38 MRPL1 MRPL40 MRPL27 MRP4 
MRPL32 MRP51 MRPL19 MRP21 YMR31 

MRPL33 MRPL13 MRPL6 MRPL24 YDR115W 
MRPS16 MRPS9 NAM9 RSM26 MRPL16 MNP1 
MRPL31 MRP8 RSM19 MRPL25 MRPS5 MRPL9 

IMG2 RML2 RSM23 MRPL22 RSM10 MRPL50 
RSM18 MRPS35 MRPL10 YNR036C 

0005759 mitochondrial 
matrix 1.33e-99 

BAT1 ALD4 MAS1 MAM33 ISU2 MRPL38 MRPL1 
PDX1 MRPL40 MRPL27 ILV5 MRP4 MGE1 LAT1 
MRPL32 MRP51 MRPL19 MRP21 YMR31 CCA1 
MRPL33 MRPL13 MRPL6 MRPL24 LPD1 GRX5 
YDR115W MRPS16 SSQ1 MRPS9 NAM9 MTF1 
RSM26 MRPL16 MNP1 MRPL31 MRP8 RSM19 

MRPL25 MRPS5 FUM1 MRPL9 SUN4 IMG2 RML2 
ADH3 NFU1 MAS2 RPO41 RSM23 MRPL22 

RSM10 MRPL50 RSM18 MRPS35 ATP1 PDA1 
MRPL10 YNR036C YHB1 

0000315 
organellar large 

ribosomal 
subunit 

5.93e-35 

MRPL38 MRPL1 MRPL40 MRPL27 MRPL32 
MRPL19 MRPL33 MRPL13 MRPL6 MRPL24 

YDR115W MRPL16 MRPL31 MRPL25 MRPL9 
IMG2 RML2 MRPL22 MRPL50 MRPL10 
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0005761 mitochondrial 
ribosome 1.21e-72 

MRPL38 MRPL1 MRPL40 MRPL27 MRP4 
MRPL32 MRP51 MRPL19 MRP21 YMR31 

MRPL33 MRPL13 MRPL6 MRPL24 YDR115W 
MRPS16 MRPS9 NAM9 RSM26 MRPL16 MNP1 
MRPL31 MRP8 RSM19 MRPL25 MRPS5 MRPL9 

IMG2 RML2 RSM23 MRPL22 RSM10 MRPL50 
RSM18 MRPS35 MRPL10 YNR036C 

0005762 
mitochondrial 

large ribosomal 
subunit 

5.93e-35 

MRPL38 MRPL1 MRPL40 MRPL27 MRPL32 
MRPL19 MRPL33 MRPL13 MRPL6 MRPL24 

YDR115W MRPL16 MRPL31 MRPL25 MRPL9 
IMG2 RML2 MRPL22 MRPL50 MRPL10 

0005763 
mitochondrial 

small ribosomal 
subunit 

1.40e-25 
MRP4 MRP51 MRP21 YMR31 MRPS16 MRPS9 
NAM9 RSM26 RSM19 MRPS5 RSM23 RSM10 

RSM18 MRPS35 YNR036C 

0005730 nucleolus 2.53e-64 

NIP7 ERB1 NAN1 CBF5 RLP7 POP8 UTP6 SOF1 
FYV7 EBP2 TSR1 NOP58 LCP5 NOP15 ENP2 

UTP9 DIP2 RCL1 UTP5 SPB1 UTP13 PWP1 ESF1 
UTP8 RRP5 MRT4 ECM16 NOP53 NSR1 CIC1 
BRX1 RRB1 YTM1 DHR2 LRS4 SLX9 TRM112 

RPA49 PUF6 CSM1 CDC14 NOP12 LHP1 SPO12 
KRE33 FPR3 YCR016W 

0015629 actin 
cytoskeleton 1.44e-49 

ACT1 ARC15 ARP2 CDC11 ARC35 CDC3 CDC12 
AIP1 SEC4 MYO4 TWF1 ELM1 BUD4 MYO1 
ENT4 PEA2 ENT1 END3 ENT2 BBC1 MYO5 

HOF1 YAP1801 ARC40 ARC18 ARC19 

0005933 bud 1.25e-56 

ACT1 CDC11 CDC3 CDC12 ELM1 BUD4 MYO1 
HOF1 CIS3 TPD3 ZDS1 MMR1 RAX2 NUM1 AKL1 

LRG1 TAO3 SOG2 KEL1 CLB2 AMN1 YRO2 
MOB1 CDC55 CDC42 BUD9 YCK2 DSE1 CDC5 

NIS1 HSL7 DSE3 SKG6 TCB2 

0005935 bud neck 9.68e-48 

ACT1 CDC11 CDC3 CDC12 ELM1 BUD4 MYO1 
HOF1 TPD3 ZDS1 MMR1 RAX2 AKL1 LRG1 KEL1 

CLB2 MOB1 CDC55 CDC42 BUD9 YCK2 DSE1 
CDC5 NIS1 HSL7 DSE3 SKG6 

0030427 site of polarized 
growth 6.54e-47 

ACT1 CDC11 CDC3 CDC12 ELM1 BUD4 MYO1 
PEA2 HOF1 TPD3 ZDS1 MMR1 RAX2 AKL1 LRG1 

KEL1 CLB2 MOB1 CDC55 CDC42 BUD9 YCK2 
DSE1 CDC5 NIS1 HSL7 DSE3 SKG6 
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ANEXO IV(B) 

 
Descrição dos termos de ontologia genética usados na tabela do Anexo IV(A). 

GOID GO_term Ontology Definition 

0005198 structural molecule 
activity F 

The action of a molecule that contributes to the 
structural integrity of a complex or assembly 

within or outside a cell. 
    

0003824 catalytic activity F 

Catalysis of a biochemical reaction at 
physiological temperatures. In biologically 

catalyzed reactions, the reactants are known as 
substrates, and the catalysts are naturally 

occurring macromolecular substances known as 
enzymes. Enzymes possess specific binding sites 
for substrates, and are usually composed wholly 
or largely of protein, but RNA that has catalytic 

activity (ribozyme) is often also regarded as 
enzymatic. 

    

0003964 RNA-directed DNA 
polymerase activity F 

Catalysis of the reaction: deoxynucleoside 
triphosphate + DNA(n) = diphosphate + 

DNA(n+1). Catalyzes RNA-template-directed 
extension of the 3'- end of a DNA strand by one 

deoxynucleotide at a time. 
    

0003887 DNA-directed DNA 
polymerase activity F 

Catalysis of the reaction: deoxynucleoside 
triphosphate + DNA(n) = diphosphate + 
DNA(n+1); the synthesis of DNA from 

deoxyribonucleotide triphosphates in the 
presence of a DNA template or primer. 

    
0003676 nucleic acid binding F Interacting selectively with any nucleic acid. 

    

0003723 RNA binding F Interacting selectively with an RNA molecule or a 
portion thereof. 

    

0009987 cellular process P 

Processes that are carried out at the cellular level, 
but are not necessarily restricted to a single cell. 
For example, cell communication occurs among 

more than one cell, but occurs at the cellular level. 
    

0044238 primary metabolism P 

Reactions involving those compounds which are 
formed as a part of the normal anabolic and 

catabolic processes. These processes take place 
in most, if not all, cells of the organism. 

    

0044249 cellular biosynthesis P 
The transformation of simpler substances into 
more complex ones, carried out by individual 

cells. 
    

0006996 
organelle 

organization and 
biogenesis 

P The assembly and arrangement of any organelle 
within a cell. 

    

0007028 
cytoplasm 

organization and 
biogenesis 

P The assembly and arrangement of the cytoplasm 
and its components. 
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0006082 organic acid 
metabolism 

P 
The chemical reactions involving organic acids, 

any acidic compound containing carbon in 
covalent linkage. 

    

0019752 carboxylic acid 
metabolism 

P 
The chemical reactions involving carboxylic acids, 
any organic acid containing one or more carboxyl 

(COOH) groups or anions (COO-). 
    

0006807 nitrogen compound 
metabolism 

P 

The chemical reactions involving various organic 
and inorganic nitrogenous compounds; includes 

nitrogen fixation, nitrification, denitrification, 
assimilatory/dissimilatory nitrate reduction and the 
interconversion of nitrogenous organic matter and 

ammonium. 
    

0009308 amine metabolism P 

The chemical reactions involving any organic 
compound that is weakly basic in character and 
contains an amino or a substituted amino group. 
Amines are called primary, secondary, or tertiary 
according to whether one, two, or three carbon 

atoms are attached to the nitrogen atom. 
    

0006520 amino acid 
metabolism 

P 
The chemical reactions involving amino acids, 
organic acids containing one or more amino 

substituents. 
    

0006519 
amino acid and 

derivative 
metabolism 

P 

The chemical reactions involving amino acids, 
organic acids containing one or more amino 

substituents, and compounds derived from amino 
acids. 

    

0009309 amine biosynthesis P 

The formation from simpler components of any 
organic compound that is weakly basic in 

character and contains an amino or a substituted 
amino group. Amines are called primary, 

secondary, or tertiary according to whether one, 
two, or three carbon atoms are attached to the 

nitrogen atom. 
    

0008652 amino acid 
biosynthesis P 

The formation from simpler components of amino 
acids, organic acids containing one or more 

amino substituents. 
    

0006790 sulfur metabolism P 

The chemical reactions involving the nonmetallic 
element sulfur or compounds that contain sulfur, 
such as the amino acids methionine and cysteine 

or the tripeptide glutathione. 
    

0006310 DNA recombination P 

The processes by which a new genotype is 
formed by reassortment of genes resulting in 

gene combinations different from those that were 
present in the parents. In eukaryotes genetic 

recombination can occur by chromosome 
assortment, intrachromosomal recombination, or 
nonreciprocal interchromosomal recombination. 

Intrachromosomal recombination occurs by 
crossing over. In bacteria it may occur by genetic 
transformation, conjugation, transduction, or F-

duction. 
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0006313 DNA transposition P 
The process of transposing (moving to a different 
location) a segment of a chromosome or a piece 

of a DNA molecule. 
    

0042254 
ribosome 

biogenesis and 
assembly 

P The processes of biogenesis and assembly of the 
ribosome and its subunits. 

    

0007046 ribosome 
biogenesis P 

The process of the formation of the constituents of 
ribosomal subunits and their export to the sites of 

protein synthesis. 
    

0016072 rRNA metabolism P The chemical reactions involving rRNA, ribosomal 
RNA, a structural constituent of ribosomes. 

    

0030489 processing of 27S 
pre-rRNA P (sem definição explicativa) 

    

0051301 cell division P 
The processes resulting in the physical 

partitioning and separation of a cell into daughter 
cells. 

    

0000910 cytokinesis P 

The processes resulting in the division of the 
cytoplasm of a cell and its separation into two 

daughter cells. Cytokinesis usually occurs after 
growth, replication, and segregation of cellular 

components. 
    

0000943 retrotransposon 
nucleocapsid C 

A complex of the retrotransposon RNA genome, 
reverse transcriptase, integrase, and associated 

molecules required for reproduction and 
integration of the retrotransposon into the host 
genome; the main structural molecule of the 
nucleocapsid is often a gag protein homolog. 

    

0043228 non-membrane-
bound organelle C 

Organized structure of distinctive morphology and 
function, not bounded by a lipid bilayer 

membrane. Includes ribosomes, the cytoskeleton 
and chromosomes. 

    

0043227 membrane-bound 
organelle C 

Organized structure of distinctive morphology and 
function, bounded by a single or double lipid 

bilayer membrane. Includes the nucleus, 
mitochondria, plastids, vacuoles, and vesicles. 

Excludes the plasma membrane. 
    

0043226 organelle C 

Organized structure of distinctive morphology and 
function. Includes the nucleus, mitochondria, 

plastids, vacuoles, vesicles, ribosomes and the 
cytoskeleton. Excludes the plasma membrane. 

    

0005739 mitochondrion C 

A semiautonomous, self replicating organelle that 
occurs in varying numbers, shapes, and sizes in 
the cytoplasm of virtually all eukaryotic cells. It is 

notably the site of tissue respiration. 
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0005759 mitochondrial matrix C 

The gel-like material, with considerable fine 
structure, that lies in the matrix space, or lumen, 

of a mitochondrion. It contains the enzymes 
concerned with fatty-acid oxidation and enzymes 

of the tricarboxylic acid cycle. 
    

0000315 organellar large 
ribosomal subunit C 

The larger of the two subunits of an organellar 
ribosome. Two sites on the ribosomal large 

subunit are involved in translation: the aminoacyl 
site (A site) and peptidyl site (P site). 

    

0005761 mitochondrial 
ribosome C 

A ribosome found in the mitochondrion of a 
eukaryotic cell; contains a characteristic set of 

proteins distinct from those of cytosolic 
ribosomes. 

    

0005762 mitochondrial large 
ribosomal subunit C 

The larger of the two subunits of a mitochondrial 
ribosome. Two sites on the ribosomal large 

subunit are involved in translation: the aminoacyl 
site (A site) and peptidyl site (P site). 

    

0005763 mitochondrial small 
ribosomal subunit C The smaller of the two subunits of a mitochondrial 

ribosome. 
    

0005730 nucleolus C 

A small, dense body one or more of which are 
present in the nucleus of eukaryotic cells. It is rich 
in RNA and protein, is not bounded by a limiting 
membrane, and is not seen during mitosis. Its 

prime function is the transcription of the nucleolar 
DNA into 45S ribosomal-precursor RNA, the 

processing of this RNA into 5.8S, 18S, and 28S 
components of ribosomal RNA, and the 

association of these components with 5S RNA 
and proteins synthesized outside the nucleolus. 

This association results in the formation of 
ribonucleoprotein precursors; these pass into the 

cytoplasm and mature into the 40S and 60S 
subunits of the ribosome. 

    

0015629 actin cytoskeleton C 

The part of the cytoskeleton (the internal 
framework of a cell) composed of actin and 

associated proteins. Includes actin cytoskeleton-
associated complexes. 

    

0005933 bud C 
A daughter cell of an organism that reproduces by 
budding; formed by pinching off part of the parent 

cell. 
    

0005935 bud neck C 
The constriction between the mother cell and 

daughter cell (bud) in an organism that 
reproduces by budding. 

    

0030427 site of polarized 
growth C Any part of a cell where non-isotropic growth 

takes place. 
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