SAMERA DE SOUZA BREVES

DOMINIOS DA PROTEINA ANTIVIRAL WWP1: FORMACAO DE CORPOS
NUCLEARES E INTERACAO COM PROTEINAS PRO-VIRAIS

Dissertagdo apresentada a Universidade Federal
de Vigosa, como parte das exigéncias do
Programa de Po&s-Graduacdo em Genética e
Melhoramento para a obtencdo do titulo de
Magister Scientiae.

Orientadora: Elizabeth Pacheco Batista Fontes

Coorientador: Pedro Augusto Braga dos Reis

VICOSA-MINAS GERAIS
2022



Ficha catalografica elaborada pela Biblioteca Central da Universidade

Federal de Vicosa - Campus Vicosa

Bé46d
2022

Breves, Samera de Souza, 1991-

Dominios da proteina antiviral WWP1: formacdo de corpos
nucleares e interagao com proteinas pro-virais / Samera de Souza
Breves. — Vicosa, MG, 2022,

1 dissertacdo eletronica (58 f.): il. (algumas color.).

Orientador: Elizabeth Pacheco Batista Fontes.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Vicosa,
Departamento de Bioguimica e Biologia Molecular, 2022.

Referéncias bibliograficas: f. 50-58.

DOL: https://doi.org/10.47328/ufvbbt.2023.078

Modo de acesso: Word Wide Web.

1. Proteinas virais. 2. Corpos nucleares. 3. Ativacdo viral.
I. Fontes, Elizabeth Pacheco Batista, 1957-. [1. Universidade
Federal de Vigosa. Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular. Programa de Pos-Graduacao em Genética e
Melhoramento. 111. Titulo.

CDD 22. ed. 572.69

Bibliotecario(a) responsavel: Alice Regina Pinto Pires CRB-6/2523




SAMERA DE SOUZA BREVES

DOMINIOS DA PROTEINA ANTIVIRAL WWP1: FQRMACAO DE CORPOS
NUCLEARES E INTERACAO COM PROTEINAS PRO-VIRAIS

Dissertagdo apresentada a Universidade Federal
de Vigosa, como parte das exigéncias do
Programa de Pos-Graduagdo em Genética e
Melhoramento para a obtencdo do titulo de
Magister Scientiae.

APROVADA: 29 de agosto de 2022

Assentimento:

g}amuw\/ s gau% Huveq

Samera deyﬁouza(’éreves
Autora

Documento assinado digitaiimente

%gb # ELIZABETH PACHECO BATISTA FONTES
g G e #  Data: 24/04/2023 14:27:59-0300
Verifique em hitps:/validar.iti.gov.br

Elizabeth Pacheco Batista Fontes
Orientadora



Aos meus pais Mara (in memorian)

e Benedito (in memorian), DEDICO.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradeco aos meus pais Mara e Benedito que sempre incentivaram suas
filhas a estudar e se orgulhavam de todas as nossas conquistas.

Agradeco minha irma Samantha que foi meu apoio, minha amiga, me aconselhou e me
ouviu muito!

Agradeco minhas irmas Patricia e Tereza Cristina que sempre me apoiaram quando
precisei, me ajudando nesse periodo de mudangas na minha vida e me incentivando mesmo
que a distancia.

Agradeco meus sobrinhos Matheus, Vivian e Jodo, meu cunhado Amilton e Augusto
por sempre estarem comigo em todas as minhas conquistas.

Agradeco ao Eduardo, Acassia, Regina e Rafael que por anos me ajudaram e fizeram
parte dessa minha conquista.

Agradeco aos meus queridos amigos Bia e Pedro que ndo mediram esforgos para me
ajudar, principalmente nessa etapa final! Sempre me aconselhando, me ouvindo e arrancando
sorrisos diarios.

Agrade¢o ao Henrique que na época, foi muito parceiro e meu amigo nesse periodo de
bastante dedicagao e resiliéncia.

Agradeco a minha amiga Manu por toda a parceria me fazendo rir e ndo medindo
esfor¢os para me ajudar.

Agrade¢o ao Dr. Marco Aurélio, que foi meu mentor no laboratorio, sempre disponivel
a me ajudar, ensinar, a ouvir e contribuiu muito para o meu trabalho de mestrado. Serei
sempre grata!

Agradeco a Thaina, Leo e Ruan que foram meus parceiros de laboratorios, fazendo
que a convivéncia nos torndssemos amigos € sempre um ajudando ao outro.

Agradego a Dra. Christiane, que contribuiu muito para me direcionar nesses
experimentos finais, sempre me respondendo as mensagens e disposta a ajudar.

Agradeco a galera do Lab, Marcia, Nivea, Raquel, Fellipe, Bassi, Eugénio, Otto, lana,
Célio, Fredy, Gabriel, Beatriz, Rafael, Nathalia, Igor, Henrique, Luiza, Vitéria e Jodo que nao
mediram esfor¢os para me ajudar nessa etapa final.

Agradeco a Glaucia e a Nathalie que todos os dias fazem com que nosso trabalho se
encaminhe.
Agradego aos meus amigos de longa data Alisson, Daniela e Daniel que apesar da

distancia, sempre estiveram comigo!



Agradeco aos meus dogs Bud e Dimmu que me acompanharam nas madrugadas de
escrita.

Agradeco aos meus antigos amigos da DuPont, Aline, Francieli, Daniel, Daniella,
Rosane, Vanessa e Fernando que me incentivaram a iniciar uma etapa nova da minha vida,
apoiando a minha decisao.

Agradeco aos meus amigos da EPAMIG, Juliano, Ana Paula, Aurinete, Néia,
Barbara e Geraldo que foram os primeiros a me ensinar as técnicas de laboratério e sempre
me apoiaram.

Agradego a minha professora Jane que me fez querer ser cientista desde muito nova.

Agradeco aos amigos Beth, Pedro, Bianca Voss, Naty, Gi, Day, Martha, Yago,
Raissa, lara, Karol e Roberth do grupo Epica Brazil que diariamente estdo comigo me
incentivando!

Ao meu amigo Rangel que ajudou nas edi¢des dos videos durante as disciplinas.

Agradeco ao Professor Dr. Pedro pela co-orientagdo e pela preocupagdo diaria de
como o0s experimentos estavam encaminhando.

Agradeco a Professora Dra. Elizabeth que mesmo sem me conhecer, deu
oportunidade de poder fazer parte da sua equipe de laboratorio e me ensinou muito nesse
periodo.

Agradeco ao Programa de Genética e Melhoramento de Plantas da UFV pela
oportunidade de estudo.

Agradego a Universidade Federal de Vigosa e por fim as agéncias de fomento CNPq,
CAPES, FINEP e FAPEMIG. O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) — Codigo de Financiamento
001.



“Being conscious is a torment

The more we learn is the less we get

Every answer contains a new quest

A quest to non-existence, a journey with no end...”

EPICA- Sensorium



RESUMO

BREVES, Samera de Souza, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2022.
Dominios da proteina antiviral WWP1: formacio de corpos nucleares e interacio com
proteinas pro-virais. Orientadora: Elizabeth Pacheco Batista Fontes. Coorientador: Pedro
Augusto Braga dos Reis.

A proteina WW domain-containing protein (AtWWP1) possui 463 aminoacidos e contém dois
dominios de triptofano conservados que reconhecem motivos ricos em prolina (PRM) e sitios
de serina/treonina-prolina fosforilados. AtWWP1 atua como proteina antiviral promovendo a
translocacdo da proteina pro-viral citoplasmatica NSP- interacting GTPase (NIG) para
corpos nucleares, diminuindo o processo infeccioso contra begomovirus. A rede de interacdes
proteina-proteina de Arabidopsis thaliana ligada ao hub imune da proteina COP9Y
signalosome complex subunit 5 (CSN5A) revelou que, além de NIG, At(WWPI1 também se
conecta com Methyl CpG binding domain 2 protein (AtMBD2), uma proteina capaz de
reconhecer regides metiladas das ilhas CpG. A proteina formadora de corpos nucleares,
designada ciclina dependente de quinase 2 (CDKC2), também foi co-localizada com
AtWWP1 nos corpos nucleares. Sabendo que CDKC2 fosforila a por¢ao C-terminal (CTD) da
RNA polimerase II e AtMBD2 esta associado a fatores de repressdo transcricional e
desmetilagdo do DNA, levantou-se a hipotese de que os corpos nucleares formadores de
AtWWP1 sido transcricionalmente ativos. Para identificar como a proteina AtWWPI interage
com as proteinas CDKC2 e AtMBD2, ensaios in vitro e in planta de proteinas mutantes e
truncadas de AtWWP1 foram realizados, concluindo que AtWWP1 interage com CDKC2, em
leveduras, via seus dominios de triptofano conservados e com AtMBD2 via porcao
C-terminal in vitro e in vivo. Estudos funcionais da proteina AtMBD2 sugerem seu
envolvimento no processo de infec¢do contra begomovirus. Inicialmente foi demonstrado que,
além de participar do Aub imune de CSN5A, AtMBD2 ¢ induzida por infeccdo com Cabbage
leaf curl virus (CabLCV) similarmente a AtWWP1 e NIG. Além disso, foi demonstrado que a
superexpressdo de AtMBD2 aumentou a suscetibilidade ao virus, enquanto inativagdo de
AtMBD?2 no nocaute mbd2 — Salk 069448 diminuiu significativamente o acumulo do DNA
viral comparado com as linhagens controle, Col-0. Estes resultados indicam que AtMBD?2
participa do processo de infecgdo viral e exibe atividade pro-viral. Como NIG, AtMBD2 nao
forma corpos nucleares mas ¢ redirecionada para corpos nucleares quando expressa com
AtWWPI1, confirmando a atividade imune intrinseca dos corpos nucleares derivados de

AtWWPI1.



Palavras-Chave: Dominio WW. AtWWP1. AtMBD?2. Corpos nucleares. Atividade pro-viral



ABSTRACT

BREVES, Samera de Souza, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2022. Antiviral
domains of the AtWWP1 protein: nuclear bodies formation and pro-viral protein
interaction. Advisor: Elizabeth Pacheco Batista Fontes. Co-advisor: Pedro Augusto Braga
dos Reis.

WW domain-containing protein 1 (AtWWP1) is a well-known 463 amino acid protein formed
by two conserved tryptophan domains that recognize proline-rich motifs (PRM) and
phosphorylated serine/threonine-proline sites. AtWWP1 plays an antiviral role, which
promotes the relocation of pro-viral cytoplasmatic protein Nuclear shuttle protein (NSP)-
interacting GTPase (NIG) to nuclear bodies, decreasing the begomovirus infection process.
The Arabidopsis thaliana protein-protein interactions network connected to the COP9
signalosome complex subunit 5 (CSN5A) immune hub revealed that, in addition to NIG,
AtWWP1 is also connected to Methyl CpG binding domain 2 protein (AtMBD?2), a protein
that recognizes CpG methylated island. The nuclear body-forming cyclin-dependent kinase 2
(CDKC2) co-localizes with AtWWP1-derived nuclear bodies. CDKC2 phosphorylates the
RNA polymerase II C-terminus (CTD) and AtMBD2 is associated with repressor
transcription factors and DNA demethylases, raising the hypothesis that AtWWP1-derived
nuclear bodies are transcriptionally active. To delimit the domains on AtWWP1 that interact
with CDKC2 and AtMBD2, we performed in vitro and in planta experiments using AtWWP1
mutants and truncated AtWWP1. These results indicate that AtWWP1 interacts with CDKC2,
in yeast, via the conserved tryptophan domain and AtMBD2 via the C-terminal domain of
AtWWP1 in vitro and in vivo. Functional studies of AtMBD2 implicate AtWWP1 in infection
by begomovirus. Firstly, AtMBD2 participates in the CSN5A-derived immune hub and is
induced by Cabbage leaf curl virus (CabLCV) infection. Additionally, AtMBD?2
overexpression enhanced susceptibility to the virus, whereas AtMBD?2 inactivation in the
mbd2 — Salk 069448 knockout line decreased significantly the viral DNA accumulation
compared to the control line, Col-0. These results indicate that AtMBD?2 participates in the
virus infection process and displays a proviral activity. Like NIG, AtMBD2 cannot form
nuclear bodies but is redirected to nuclear bodies when expressed with AtWWP1, confirming

the immune intrinsic activity of the AtWWP1-derived nuclear bodies.

Keywords: WW domain. AtWWP1. AtMBD2. Nuclear bodies. Pro-viral activity
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1. INTRODUCAO

A proteina WW domain-containing protein I (AtWWP1) ¢ uma proteina de 463
aminoacidos e contém dois dominios de triptofano conservados e reconhece motivos ricos em
prolina (PRM) (MACIAS et al, 1996) e sitios de serina/treonina-prolina fosforilados
(SALAH et al, 2012). A rede de interagdes proteina-proteina de Arabidopsis thaliana ligada
ao hub imune da proteina COP9 signalosome complex subunit 5 (CSN5A) revelou que, além
da proteina NSP-Interacting GTPase (NIG- AT4G13350) facilitadora do trafego do DNA de
begomovirus para o citoplasma, AtWWP1 também se conecta com Methyl CpG binding
(AT55G35330 - AtMBD?2) uma proteina capaz de reconhecer regides metiladas das ilhas CpG
(CALIL, 2013).

Ensaios de co-localizacdo mostraram a sobreposi¢ao dos corpos nucleares derivados
de AtWWP1 com aqueles derivados de Cyclin-dependent kinase 2 (AT5G64960- CDKC?2)
(KITSIOS et al., 2008; CALIL, 2013; 2017). Corpos nucleares sao localizados em dominios
de cromatina que contém particulas de ribonucleoproteinas (RNPs), formando cadeias lineares
que atuam na poliadenilacdo do RNA, fatores de splicing e snRNAs (BELMONT, 2022).
Estas informagdes sugerem que os corpos nucleares derivados de AtWWP1 podem ser
transcricionalmente ativos, ja que as cinases dependente de ciclina, estdo envolvidas na
modulagdo de fosforilagdo da por¢ao maior do carboxi-terminal (CTD) da RNA polimerase 11
(ZHENG, 2022).

Para entender a dindmica da formacdo de corpos nucleares, dominios de WW da
proteina AtWWP1 foram mutados por mutagénese, substituindo o aminoacido triptofano por
alanina em diferentes posi¢cdes nos dois dominios conservados dessa proteina (Figura 1). E
essas substituicdes gradativas dos triptofanos conservados por alanina afetam o numero de

corpos nucleares derivados de AtWWP1 (CALIL et al., 2018).
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Figura 1: Mutantes de AtWWP1 perdem a capacidade de formar corpos nucleares. Representacio
esquematica dos mutantes de AtWWP1 que perdem sua capacidade de formar corpos nucleares, ao substituir o residuo de
triptofano por alanina.

Foi demonstrado recentemente que os corpos nucleares de AtWWP1 possuem uma
atividade imune intrinseca e protegem plantas contra begomovirus. O mecanismo de defesa
mediado por AtWWP1 esté relacionado com a capacidade de WWP1 de se ligar a proteina
pro-viral NIG e sequestra-la para os corpos nucleares. NIG est4 localizado no citoplasma,
concentra-se o ao redor do envelope nuclear, interage com a proteina de begomovirus, NSP, e
facilita o transporte do complexo VDNA-NSP dos poros nucleares para o citoplasma
(CARVALHO et al., 2008). Por meio de interagdo direta, AtWWP1 redireciona NIG para os
corpos nucleares, impedindo assim a atividade pro-viral de NIG que estd associada com sua
localizagdo citoplasmatica.

Além da atividade imune, ¢ razoavel supor que os corpos nucleares derivados de
AtWWP1 participem de processos celulares basicos como moduladores de transcri¢do. Esta
hipétese foi levantada devido a co-localizagao de AtWWP1 com corpos nucleares derivados
de CDKC2, envolvida na fosforilagio do dominio do carboxi- terminal (CTD) da RNA
polimerase II, que controla a transicao de iniciagdo para elongagdo de transcri¢do, bem como
o recrutamento de fatores de splicing (ZHENG, 2022).

Além das proteinas CDKC2 e NIG, AtWWP1 também interage com AtMBD?2, cuja
fun¢do ainda ¢ desconhecida em plantas. Seu dominio MBD confere a capacidade de se
interagir com regides ricas em CpG e que sua interagdo com outras proteinas, ndo ¢
dependente desse dominio (COELHO et al, 2022), podendo exercer uma fungdo de
demetilase do DNA (WANG et al., 2013) e repressao transcricional (BECKER et al., 2013).

Entender o papel biologico e bioquimico das proteinas que participam da rede

interagdes entre proteinas de geminivirus e proteinas do hospedeiro, pode levar a
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identificando proteinas de defesa e fatores virais como pré-requisito para definicdo de
estratégias para combater o virus. O presente estudo visa caracterizar as interagdes da proteina
AtWWPI, com a proteina CDKC2, formadora de corpos nucleares, e proteina AtMBD?2,
dispersa no nucleoplasma, mas que pode ser concentrada em corpos nucleares quando

co-expressa com AtWWP1.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Geminivirus e movimento intracelular de begomovirus

Geminivirus pertence a uma grande familia de virus de plantas que causam danos em
diversas culturas agrondmicas, sendo designada familia Geminiviridae (GUTIERREZ, 1999).
Seu genoma é composto por uma fita simples de DNA em particulas geminadas icosaédricas,
sendo que a familia Geminiviridae engloba nove géneros (Begomovirus, Mastrevirus,
Capulavirus, Curtovirus, Becurtovirus, Eragrovirus, Grablovirus, Topocuvirus e
Turncurtovirus), classificados de acordo com organizagdo do genoma, gama de hospedeiros,
inseto vetor e filogenia (ZERBINI et al., 2017; FERREIRA et al., 2021; TEIXEIRA et al.,
2021).

Espécies do género Begomovirus que predominam no Brasil, sdo transmitidas pela
mosca branca do género Bemicia tabaci (FAUQUET et al., 2008) e possuem o genoma
monossegmentado ou bissegmentado, designado de DNA-A e DNA-B com tamanho de
2,5-2,6 kb respectivamente (FANDONG, 2013). O componente A contém 2 Open Reading
Frame (ORFS) no sentido viral (AV1/V1; AV2/V2) que codificam a proteina da capa (CP;
AV1/V1), responsavel pela encapsidacio do DNA viral de fita simples (single-stranded
DNA- ssDNA), e proteina de movimento (MP; AV2/V2) que facilita o transporte intercelular
do DNA viral (vDNA) na célula hospedeira. As ORFS no sentido complementar (AC1, AC2,
AC3 e AC4), codificam as proteinas responsaveis pela replicacdo (ACI1/Rep- replication
initiator protein ), replication enhancer protein (AC3/Ren), fator transcricional para ativagao
do gene (transcriptional activator protein - AC2/TrAP,) e supressor de silenciamento para
defesa do hospedeiro (AC4) (FANDONG, 2013).

O componente B possui duas ORFs, uma no sentindo viral (BV1) que codifica a
proteina Nuclear Shuttle Protein (NSP) e outra no sentido complementar (BC1) que codifica
Movement Protein (MP) e estdo relacionadas ao trafego intra e intercelular do vDNA. Para o
sucesso da infec¢do no hospedeiro causado por begomovirus, apés a sua introdugdo pelo
inseto vetor, ocorre um processo de desencapsulamento, movimento do ssDNA viral para o
nucleo da célula hospedeira e inicio do processo de replicagdo totalmente dependente da
magquinaria de replica¢do do hospedeiro (NOUEIRY et al., 1994).

Sendo assim, ap6s o virus adentrar na célula, o ssDNA viral liberado ¢ direcionado
para o nucleo, onde o DNA fita simples ¢ inicialmente convertido para um intermediario de
DNA fita dupla, denominado forma replicativa (RF), iniciando entdo o processo de replicagao
pelo método circulo rolante. O DNA fita dupla também serve como molde para a transcri¢ao

do genoma viral (FAUQUET, et al., 2005). O vDNA (viral DNA) recém sintetizado interage
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com a proteina do capsideo (CP) para empacotamento ou com a proteina NSP, para
movimento nucleocitoplasmatico (SILVA et al., 2022). Consequentemente, CP e NSP
competem pela interagdo com vDNA. NSP recruta uma acetiltransferase que acetila CP
diminuindo sua afinidade pelo VDNA, o que favorece a interagdo NSP-vDNA. NSP facilita a
saida do vDNA do nticleo para o citoplasma, sendo auxiliada por uma outra proteina
citoplasmatica que se concentra em volta do poro nuclear, designada NSP-Interacting GTPase
(NIG) (CARVALHO et al. 2008).

No citoplasma, o complexo NIG-NSP-vDNA interage com uma proteina endossomal
NSP-interecting syntaxin domain-containing protein (NISP) que fornece uma rota para o
movimento intracelular do complexo NSP-vDNA-NIG-NISP até¢ os endossomos. Neste
modelo de transporte citoplasmatico do vVDNA, NISP exerce uma funcdo pro-viral e via
ancoragem de proteinas cargo por meio de interacdes do dominio sintaxina-6 (GOUVEIA-
MAGESTE et al., 2021). O regulador de endocitose Synaptotagmin A (SYTA), promove a
translocagdo de MP da superficie celular para os endossomos, onde interage com NSP-vDNA,
e o complexo MP-NSP-vDNA ¢ redirecionado para o plasmodesmata via a rota de reciclagem
endocitica regulada por SYTA (GOUVEIA-MAGESTE et al,, 2021). MP aumenta o limite de
exclusdo do plasmodesmata e transporta o complexo VDNA-NSP para as células adjacentes

(SHESHUKOVA et al., 2020).

2.2 AtWWP1, uma proteina com atividade imune e formadora de corpos nucleares.

A familia de proteinas que contém o dominio WW sdo amplamente distribuidas em
eucariotos (INGHAM et al., 2005). Os dominios WW, responsaveis por interagdes
proteina-proteina, contém dois residuos de triptofano conservados e 40 aminoacidos que
formam trés folhas B pregueadas antiparalelas (SUDOL & HUNTER, 2000; SUDOL et al.,
2005), sendo que dois residuos de prolina em volta do primeiro dominio de triptofano forma
uma cavidade hidrofobica do lado convexo da folha (MACIAS ef al., 1996). Entre os residuos
de triptofano ha um espago de 20-22 aminoacidos conservados que fazem um papel
importante em nivel estrutural e funcional da proteina (SUDOL & HUNTER, 2000).

Proteinas que contém os dominios WW sdo classificados em cinco grupos que
variam em relagcdo aos sitios de reconhecimento do ligante. O grupo I se liga em regides
consenso de aminoacido Pro-pro- X-Tyr (CHEN & SUDOL, 1995; INGHAM et al., 2005),
grupo II se liga aos motivos de aminoacidos Pro-Pro-Leu-Pro (BEDFORD et al., 1997), no
grupo III os dominios de WW selecionam motivos de poliprolina que forma regides truncadas

por arginina e lisina (BEDFORD et al., 2000), o grupo IV ¢ representado pelos dominios
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cujos ligantes tem padrdo de reconhecimento de motivo de Prolina (PRM) e sitios de
fosforilagdo nos aminodcidos fosfo-serina-prolina ou fosfo-treonina-prolina (LU et al., 1999;
SUDOL & HUNTER, 2000; MACIAS et al., 2002). O grupo V inclui dois conjuntos
repetidos de dominios WW na por¢do N-terminal que se liga de forma ininterrupta em
sequéncias de prolina e seu primeiro residuo possui uma sequéncia hidrofobica (OTTE et al.,
2002).

Proteinas que contém os dominios WW exercem fungdes celulares basicas como
transcricdo, processamento do RNA, trafego de proteinas, receptor de sinaliza¢do e controle
do citoesqueleto (IGHAM et al., 2005). Em humanos, essas proteinas podem estar envolvidas
direta ou indiretamente em complexos de sinalizacdo que causam doengas graves como
cancer, Sindrome de Liddle, Rett, Alzheimer e Huntington (SALAH et al., 2012).

Em plantas da espécie Arabidopsis thaliana, a proteina AtWWP1 foi identificada
pela sua capacidade de interagir com o dominio prolina de NIG (NSP-interacting GTPase),
um facilitador do transporte do DNA de begomovirus do nucleo para o citoplasma (CALIL et
al., 2018). AtWWP1 forma corpos nucleares via seu dominio WW e redireciona NIG do
citoplasma para os corpos nucleares, prevenindo assim a fun¢do pro-viral de NIG que esta
associada com sua localizacdo citoplasmatica. Este modelo funcional preconiza que AtWWP1
confere uma atividade antiviral contra begomovirus por sequestrar NIG em corpos nucleares
(CALIL et al., 2018; MARTINS, et al., 2020). Consistente com imunidade intrinseca dos
corpos nucleares de AtWWP1, superexpressao de AtWWP1 confere tolerancia a begomovirus
e sua inativagdo aumenta suscetibilidade ao begomovirus que rompe os corpos nucleares
derivados de AtWWP1 (CALIL et al., 2018). Codificada pelo gene AT2G41020, AtWWP1
possui 463 aminoacidos e seu primeiro dominio de triptofano posicionado no aminoacido
193-226 e segundo dominio de triptofano no aminoacido 238-271 (INTERPRO- IPR001202).
Ambos os dominios WW sdo necessarios para a atividade total de formagdo de corpos
nucleares de AtWWP1 (CALIL et al, 2018). A substituigdo gradual dos triptofanos
conservados por alanina, de 1 a 4 substituicoes, em AtWWPI1 diminui gradativamente o
numero de corpos nucleares formados com completa abolicdo pela mutagao total dos 4
triptofanos conservados.

Estudos de andlises filogenéticas, mostraram que AtWWP1 compartilha os dominios
WW assim como a regido C-terminal conservada com proteinas ndo conhecidas de grandes
culturas. Como Glycine max (Glyma 02G162000), Oriza sativa (LOC-Os01G68760) e
Solanum lycopersicum (Solyc11G005110) (CALIL et al.,, 2018). Em Arabidopsis, 13

proteinas que contém os dominios WW foram identificadas, sendo que a maioria dela ainda
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ndo foram caracterizadas funcionalmente. Andlise filogenética agrupou AtWWP1 com
AT3G19840, AT1G44910 ¢ AT3G19670, proteinas AtPrp40 (A-C) (pre-mRNA processing
protein 40), consideradas fatores de splicing, em leveduras que se associam com Ul do
snRNP (small nuclear ribonucleoproteins). Prp40 também se liga a ao dominio fosforilado do
carboxi-terminal (CTD) da RNA polimerase II via os dominios de triptofano (WW) e
fenilalanina (FF) (KAO & SICILIANO, 1996; KANG, et al., 2009; ALLEN, et al., 2022;
STEPIEN et al., 2022).

Consistente com sua atividade de formagdo de inclusdes nucleares, ensaios de duplo
hibrido e complementacdo de fluorescéncia bimolecular (BiFC - Bimolecular fluorescence
complementation) demonstraram a interacdo de AtWWP1 com proteinas de formagdo de
corpos nucleares como a CDKC2 (codificada pelo gene AT5G64960) (CALIL, 2013, 2017).
Além disso foi demonstrado que AtWWPI1 interage com o dominio C-terminal da RNA
polimerase II (CTD) e se liga ao DNA de fita simples (ssDNA) e ao DNA de fita dupla
(dsDNA). Através de experimentos com DAPI (4',6'-diamino-2-fenil-indol), um marcador
fluorescente em regides ricas em adenina-timina, foi demonstrado que os corpos nucleares
derivados da proteina AtWWPI localizam-se em regides de eucromatina, sugerindo que
AtWWP1 pode desempenhar um papel de regulagdo transcricional e na atividade imune
contra begomovirus. No entanto, a caracterizacao funcional dos corpos nucleares derivados de
AtWWPI ¢ ainda muito limitada, necessitando de abordagens bioquimicas e genéticas mais
direcionadas para a caracterizagao da imunidade intrinseca e fungao celular dessas inclusdes

nucleares.

2.3 MBD2, uma proteina contendo o dominio conservado de ligacao ao DNA metilado

A metilagdo do DNA ¢ uma modificagdo epigenética importante no desenvolvimento
de plantas e animais desempenhando um papel na estabilidade do genoma, imprinting
gendmico, paramutagdo e inativagdo do cromossomo X (HE et al, 2011; LAW&
JACOBSEN, 2010, WOOD & ZHOU, 2016). As proteinas contendo o dominio de ligacao ao
DNA CpG metilado (methyl-CpG-binding domain, MBD) estdao envolvidas no
reconhecimento de metil citosinas e afetam a expressdo génica por meio de recrutamento de
remodeladores da cromatina relacionados a modificagdo de histonas, formagdo de
heterocromatina e eucromatina (COELHO et al, 2022). A familia MBD possui motivos
definidos por MeCP2 que consistem em 70 aminoacidos, que exibem interacdo especifica

com ilhas CpG, que sdo regides ricas em GC do DNA (HENDRICH; BIRD, 1998).
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Proteinas MBD podem ser classificadas em 6 tipos de proteinas (MBD1-6) que
compartilham a capacidade de se ligar em regides mGC, ndo sendo, entretanto, propriedade
de todos os membros do grupo MBD (WOOD & ZHOU, 2016). MBD1 e MBD2 ligam ao
DNA com alta densidade de CpG e se associam com outras proteinas co-repressoras via
dominios de repressdo transcricional (TRD) (NAN et al., 1998; BECKER et al., 2013).
MBD3 possui uma mutacdo pontual que permite a interacdo com regides com baixa
densidade em citosina, metilado (mGC) e hemimetilado (hmC) (GUNTHER et al., 2013).
MBD4 se liga ao DNA metilado e tem a atividade de glicosilase (TDG), exibida pelo dominio
C-terminal, sendo o dominio N-terminal de ligacdo ao metil (ISHIBASHI et al, 2008).
MBD5 e MBD6 se localizam em regides de heterocromatina e nao se ligam especificamente
em DNA metilado (LAGET et al., 2010).

Em Arabidopsis, 13 proteinas da familia MBD foram caracterizadas com motivos
conservados em sua estrutura. AtMBDS5, AtMBD6 ¢ AtMBD?7 se ligam especificamente em
sitios CpG (ZEMACH & GRAFI, 2007), enquanto AtMBD4 possui um dominio conservado
de DNA glicosilase, contendo residuos conservados e essenciais para se ligar ao substrato e
iniciar a catalise, excisando timinas e uracilas complementando guanina (RAMIRO-MERINA
et al., 2013; COELHO et al., 2022). AtMBD?9 possui varios dominios que estdo associados a
regulacdo da cromatina via MBD e controle do tempo de floragdo, ramificagdo axilar através
de metilacao e acetilacao das histonas (PENG et al., 2006; LIANG et al., 2022).

Para entender como as proteinas de dominio MBD interagem em ilhas CpG e
CpNpG, Zemach e Graffi (2003) mostraram que a proteina AtMBD2 ndo possui a capacidade
de se ligar nessas ilhas CG metiladas, quando hé interferéncia inibitéria no seu dominio
MBD, concluindo que a capacidade dessa proteina interagir ou ndo aos componentes
metilados ¢ totalmente dependente desse dominio.

A funcdo de AtMBD2 codificada pelo gene AT5G35330, ainda ¢ desconhecida;
porém sua interacdo com a AtWWP1 foi identificada em uma rede de transfatores de resposta
a auxina (CALIL, 2013). Este hub de interacdo proteina-proteina converge para a proteina
CSNS5A (hub imune ja caracterizado) e acomoda diversas proteinas com atividades antiviral e
pro-viral durante a infeccdo por begomovirus. Entretanto, ndo se sabe se a proteina AtMBD2

participa do ciclo de infec¢dao por begomovirus.

2.4 CDKC2
Proteinas CDKs fazem parte de uma familia de proteinas que possuem dominios

cataliticos e fosforilam residuos de serina, treonina ou tirosina (STONE & WALKER, 1995).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ishibashi%20T%5BAuthor%5D
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Desenvolvem um papel do controle e progressdo do ciclo celular em diferentes fases da
divisdo celular através da sua subunidade reguladora de ciclina e uma unidade catalitica CDK
(STONER & WALKER, 1995; KITSIOS; DOONAN, 2011).

A subfamilia CDK da classe C é composta pelas proteinas CDKC1 e CDKC2, que
também estdo envolvidos na modulagdo e fosforilagio da por¢do maior da subunidade
carboxi-terminal (CTD) da RNA polimerase II, exercendo um papel cooperativo na
maquinaria transcricional (ZHENG, 2022) e na regulagdo do processamento do RNA
mensageiro (mRNA) (KITSIOS et al., 2008). Em Arabidopsis thaliana, a proteina CDKC2 ¢
codificada pelo gene AT5G64960 e colocaliza-se com os componentes do spliceossomo. A
atividade da kinase de CDKC2 ¢ importante para a formacdo de speckles (KITSIOS et al.,
2008) e pela sua co-localizagdo com a proteina Serine/Arginine-rich protein splicing factors —
SR proteins (AtSR34), codificada pelo gene AT1G02840, desempenha funcdo de splicing do
RNA, splicing alternativo e processamento do metabolismo do RNA (REDDY et al., 2011).

A proteina CDKC2 também exerce uma importante fungdo no processo de infecgdo
viral de cauliflower mosaic virus (CaMV). A CDKC?2 associado a cinco proteinas ciclinas do
tipo T em plantas de Arabidopsis. As linhagens nocautes cdkc? e cyct] mostraram ser
resistente ao CaMV, sendo o duplo mutante cdkc/ cyctl ainda mais resistente. Estes resultados
indicam que CaMV utiliza CDKC2 para ativagdo da transcricdo e a ativagdo inicia pela
fosforilagdo da CTD da RNAP II interagindo com a subunidade da ciclina T (CUI et al.,
2007).

Por meios de ensaios de co-expressdo da proteina AtWWPI fusionada a tag Green
fluorescent protein (GFP) com CDKC?2 fusionada a tag de mcherry, foi possivel observar uma
sobreposi¢cdo dos corpos nucleares derivados da AtWWP1 com aqueles derivados de CDKC2.
Essa co-localizacdo de AtWWP1 com CDKC2 sugere que os corpos nucleares derivados de
AtWWP1 podem ser transcricionalmente ativa como as cinases dependente de ciclina 2, que
modulam a por¢ao C-terminal (CTD) da RNA polimerase II via fosforilagdo (CALIL, 2013).
Seria interessante determinar se AtWWPI interage com CTD fosforilado da RNA polimerase

II.


https://www.arabidopsis.org/servlets/TairObject?type=gene&id=30341
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3. METODOLOGIA
3.1 Clonagem de mutantes de AtWWP1, MBD2 e CDKC2 em vetores de expressio em
levedura

Para o ensaio do duplo hibrido, os clones em Escherichia coli da estirpe DH5a,
pAD-AtWWP1 (pUFV 1483), pAD- AtWWP1V'"* (pUFV 2772), pAD- AtWWP]W*4
(pUFV 2771), pAD- AtWWP 1 WI9BAW2BAW266A (5 [TFV 2774), pAD- AtWWP 1 W2834W266A (nUFV
2773), pAD- AtWWP]W198AW221AW23AW266A (4 JFV 3098; CALIL ef al., 2018), pBD-PRNIG
(pUFV 1098), pBD-MBD2 (pUFV 2172), pAD-Vazio (pUFV 1783; pDEST22), pBD-Vazio
(pUFV 1784, pDEST32), foram plaqueados em LB (Luria Bertani) s6lido contendo os
antibioticos de selecdo Ampicilina (10 pg/mL) para os clones em pDEST22 (Activation
Domain) e Gentamicina (20 ug/mL) para os clone no BD (Binding domain). As coldnias
coletadas foram adicionadas em meio LB liquido contendo os mesmos antibiodticos de selegao
e posteriormente foi feito a extragdo de DNA plasmidial via Qiagen Plasmid Mini Kit
(Qiagen). Os DNAs foram quantificados e a integridade examinada via eletroforese com gel
de agarose 1% (p/v), corado com brometo de etideo 0,1 pL/mL.

Os clones pAD-AtWWP1'"' pUFV (3447), pAD- AtWWP1'?"> (pUFV 3448) e
pAD-AtWWP177%4 (pUFV 3449), contendo as respectivas versdes truncadas de AtWWP1
em pDEST22, foram previamente descritos (CALIL et al., 2018). O DNA plasmidial (50 ng)
dos referidos clones, disponibilizado no Laboratério de Biologia Molecular de Plantas, foi
utilizado para transformar Escherichia coli da estirpe DH5a por eletroporacao. Os respectivos
clones foram selecionados no meio LB s6lido contendo antibidtico Ampicilina (100 pg/mL) e
posteriormente confirmado por PCR utilizando oligonucleotideos especificos e reconfirmados
por sequenciamento.

O DNA recombinante contendo o cDNA de CDKC2 (pUFV 2273) clonado no vetor
de entrada pDONR 201 foi previamente descrito (CALIL, 2013). O inserto de pUFV2273 foi
entdo transferido para pDEST32 por recombinagdo utilizando a enzima Gateway LR
clonase® da Invitrogen a 25° C overnight. A reagao foi utilizada para a transformacao de
células competentes de Escherichia coli da estirpe DHS5a, pelo método de eletroporagao. O
transformante positivo foi selecionado pelo uso do antibidtico gentamicina (20 pg/mL) e
confirmado via PCR utilizando oligonucleotideos especificos (Tabela 1), originando o clone

pBD- CDKC2 (pUFV 3432).
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Tabela 1: Oligonucleotideos utilizados em reagdo de PCR e RT-qPCR.

Sequéncia alvo

Nome

Sequéncia 5' -> 3'

AAAAAGCAGGCTTCACAATGGGAGAAGAGCTGCA

AtWWP1 At2G41020 Fwd
AtWWPI1 (mutantes)
AtWWP]'1
AtWWP]'27
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATG
AtWWP1272:463 WWP1 272_Fwd TTACAGAAGCCCGCTGC
AtMBD2 MBD2 Fwd AAAAAGCAGGCTTCACAATGAGTATGTCGCAGTC
qRT MBD2 Fwd GGAGACTCATGCCTTCAATGC
qRT MBD2 Rvs CGTTTTTCTGCGATACAGCG
CDKC2 CDKC2_Fwd AAAAAGCAGGCTTCACAATGGCGGCTGCGGCTTTTGGG
NIG NIG391600 Fwd CACAATGTCTCCAAGTGAGAC
Actina qRT- Actin Fwd GGTAACATTGTGCTCAGTGGTGG
qRT-Actin Rvs AACGACCTTAATCTTCATGCTGC
rRNA 18S qRTAt18sRNA Fwd TGTGCTGGCGACGCATCATT
qRTAt18sRNA Rvs TAATTTGCGCGCCTGCTGCC
pDEST32 ¢ 22 DEST22-Rvs AGCCGACAACCTTGATTGGAGAC
Spyne Spyne GGCCATGATATAGACGT
Spyce Spyce TTACTTGTACAGCTCGTCCA
CaLCuV-B PCRCI CTAGCTGCAGCATATTTACRARWATGCCA
CaLCuV-B PBL1v2040 GCCTCTGCAGCARTGRTCKATCTTCATACA
qRTCalCuVB Fwd  GGGCCTGGGCCTGTTAGT
qRTCalCuVB Rvs  ACGGAAGATGGGAGAGGAAGA
Nocaute mbd2 LBBI.3 ATTTTGCCGATTTCGGAAC
mbd2 — LP GGCTTCATCAAAGCTTGACAG
mbd2- RP GTCCGAGTAGTTTCGTCCTCC

3.1.1 Ensaio de Interacido dos mutantes e proteinas truncadas de AtWWP1 com
proteinas MBD2 e CDKC2 (Duplo Hibrido).

Para os ensaios de interacdo proteina-proteina, células de levedura Saccharomyces
cerevisiae da linhagem AHI109 (MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, galdA,
gal80A, LYS2::GAL1UAS-GALI1TATAHIS3, GAL2UAS-GAL2TATA-ADE2, URA3::MELI
UASMELI1TATA-lacZ, MEL1) descrito por Mariano, et al (2004), que ¢ deficiente na
producdo de triptofano, leucina e uracila e contém os genes reporteres LacZ e HIS3, foram
inicialmente crescidas em meio YPDA por 16 horas, sendo entdo centrifugadas a 13000 g por
30 segundos e re-suspensas com 1 mL de dgua deionizada. Apds re-centrifugagdao a 13000 g
por 30 segundos, foram obtidas as células pré-lavadas utilizadas para transformagdo com

DNA plasmidial, pelo método de transformagdo com acetato de litio/polietilenoglicol (PEG).



22

Para cada transformacdo, foram adicionados 240 pl de PEG (PEG MW 3350), 36 ul
de Acetato de Litio 1 M, 25 pul de ssDNA (2 pg/ ul) e 1000 ng de DNA plasmidial. As células
foram homogeneizadas e incubadas a 30 °C por 30 minutos e 42° C por 25 minutos. Em
seguida, as células foram centrifugadas a 13 000 rpm por 1 minuto, lavadas com agua
deionizada e plaqueadas em meio seletivo com deficiéncia de triptofano - Synthetic Dropout
(SD)-trp para as amostras transformadas com os clones derivados de pDEST 22 e meio com
deficiéncia de triptofano e leucina (SD-leu-trp) para amostras co-transformadas com os clones
derivados de pDEST 22 (dominio de ativacdo) e pDEST 32 (dominio de ligacdo) e mantidos
em B.O.D. a 30° C por trés a quatro dias.

3.1.2 Confirmacio da interacao entre os mutantes de AtWWP1 com MBD2 e CDKC2;
interacao entre as proteinas truncadas de AtWWP1 e MBD2

Os duplos transformados com as combinagdes entre clones expressando as versdes de
AtWWP1fusionadas a AD e clones expressando as proteinas MBD2 ou CDKC?2 fusionadas a
BD foram confirmados em meios seletivos com deficiéncia de leucina e triptofano
(SD-leu-trp) e expostos ao meio com auséncia de leucina, triptofano e histidina
(SD-leu-trp-his), suplementado com um competidor de histidina 3 AT (3-amino-1, 2, 4-
triazole) a 2, 5 mM e 5, 0 mM. Para os duplos transformantes com resultado negativo para
interacao, proteina total foi extraida e a expressdo das proteinas recombinantes confirmadas
por Western blot utilizando anticorpos contra os dominios de ativagao (AD) e ligagao (BD) de

Gal-4.

3.1.3 Western blot de proteinas recombinantes expressas pelo sistema duplo hibrido de
leveduras

A extracdo de proteina de leveduras foi realizada pelo método descrito por Baerend et
al. (2000) adaptado.

As proteinas foram separadas em gel SDS-PAGE 10% (m/v) de poliacrilamida e
transferidas para membranas de nitrocelulose. A membrana foi sondada incubada com
anticorpo Anti-Galactose 4 DNA activation domain (AD) conjugado a HRP (Anticorpo
monoclonal anti-GAL4 dominio TA conjugado a HRP GAL4-TA Anticorpo (A-2): sc-46680
— Marca Santa Cruz) por 16 horas e revelada pelo fotodocumentador ChemiDoc®
(Bio-Rad™) através de reagao quimioluminescente com o kit Super Signal™ West Pico
PLUS Chemiluminescent Substrate- Thermo Fisher. Apds a revelagdo das proteinas com

dominio AD de Gal4, os anticorpos anti-AD foram dissociados com Tris-glicina, e a
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membrana re-incubada com o anticorpo Anti-Galactose 4 DNA binding domain (BD)
conjugado a HRP (Anticorpo monoclonal anti-GAL4 dominio DBD conjugado a HRP GAL4
Antibody (RK5C1): sc-510 HRP- Marca Santa Cruz).

3.2 Ensaio de Complementacio de Fluorescéncia Bimolecular (BiFC)

3.2.1 Obtencio e confirmacao dos clones

Os clones AtWWP1"'* .nYFP (pUFV 3086), AtWWP1'?"! .nYFP (pUFV 3087) ¢
AtWWP17>4 .nYFP (pUFV 3450), contendo as versdes truncadas de AtWWPI, nas
posigdes 1-193, 1-271 e 272-463, fusionadas a nYFP, foi previamente obtido (CALIL ef al.,
2018). DNA plasmidial (50 ng), disponibilizado no Laboratério de Biologia Molecular de
Plantas, foi utilizado para transformar células competentes de Escherichia coli da estirpe
DH5a por eletroporagdo. O clone foi selecionado no meio LB sélido contendo antibidtico
Canamicina (50 pg/mL) e posteriormente confirmado por PCR utilizando oligonucleotideos
especificos (Tabela 1).

Para obter os clones dos mutantes de AtWWPI1, a clonagem foi feita pelo DNA
plasmidial a partir dos clones AtWWPIVANS-pDONR207 (pUFV  2997),
AtWWP1V?#ANS-pDONR207 (pUFV 2998), AtWWP1WVIPAW2IANS. hDONR207 (pUFV
2795), AtWWPIWV#BAWGANS pDONR207  (pUFV  2999), AtWWP]WI9BAW243AW266A_
NS-pDONR207 (pUFV 3000), AtWWP]W!9AW221AW243AW664 NS s DONR207 (pUFV 3037)
que foram recombinados com a enzima Gateway LR clonase® da Invitrogen nos vetores
SPY-NE GW e SPY-CE GW a 25° C overnight. As reagdes foram utilizadas para
transformagao de células competentes de Escherichia coli da estirpe DHS5a, pelo método de
eletroporacdo. Os transformantes positivos foram selecionados pelo uso do antibidtico
Canamicina (50 pg/mL) e foram confirmados via PCR utilizando oligonucleotideos
especificos (Tabela 1), originando os clones AtWWPIW198A- nYFP (pUFV 3436),
AtWWPIV%A ¢YFP  (pUFV  3437), AtWWP1V#A. nYFP (pUFV  3438),
AtW WP WIBAWAAWLO6A _ nYEP (pUFV 3439), AtWWP]WVI9BAWA3AW6A _ oY EP (pUFV 3440),
AtW WP WIRAWRZIAWBANA_ L YEP (pUFV 3441), AW WP W198AW2IAWAANA_ 1 YFP (pUFV
3442), AtWWPIVISBAWVZIA nYFP (pUFV 3443), AtWWP1WVIPSAWZIAL oYFP (pUFV 3444),
AtWWPWV28BAVGA_ nYFP (pUFV 3445) ¢ AtWWP1W283AW6A_ cYFP (pUFV 3446), sendo
posteriormente armazenados em glicerol 50%. Para o experimento de BiFC, ndo foram

utilizados todos os mutantes de AtWWP1.
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3.2.2 Transformacio em Agrobacteria tumefaciens e BiFC

Para verificar a interagdo in vivo do mutante e proteinas truncadas de AtWWP1 com
a proteina MBD2 e identificar regido dessa interagdo, DNAs dos clones AtWWP1-nYFP
(pUFV  1650), AtWWPI-cYFP (pUFV  1651), NIG-cYFP (pUFV 1647),
AtWWPWISAWRIAWIBAWA_ nYEP  (pUFV  3441), AtWWP]W!SAWR2IAWAAW66A_— oy EP
(pUFV 3442), AtMBD2-nYFP (pUFV 2055), AtMBD-cYFP (pUFV 2056), as proteinas
truncadas de AtWWP1''%*- nYFP (pUFV 3086), AtWWP1'?72 (pUFV 3087), AtWWP]?7%46
(pUFV 3450), vetor SPY-NE GW vazio (pUFV 1641) e vetor SPY-CE GW vazio (pUFV
1642) foram extraidos de E. coli e utilizados para transformar Agrobacteria tumefaciens,
estirpe  GV3101, pelo método de eletroporagdo. Os transformantes positivos foram
confirmados via PCR convencional e utilizados no ensaio de complementagdo de
fluorescéncia bimolecular (BiFC) em diversas combina¢des (SHUTZE et al., 2009).

Apo6s a confirmagdo via PCR, culturas de Agrobacterium tumefaciens, carreando as
construgoes de interesse foram crescidas em meio LB, contendo os antibioticos Canamicina,
Estreptomicina ¢ Gentamicina, a 28 °C por 16 horas. Posteriormente, as células foram
centrifugadas a 2500 x g por 5 minutos e lavadas trés vezes com tampao de agroinfiltracao
(MgCl12 10 mM, MES 10mM pH 5,6 e acetoseringona 100 uM). Em seguida, as células foram
diluidas em tampao de agroinfiltracdo para O.D600 = 1 e infiltradas em folhas jovens de N.
benthamiana, utilizando-se seringas estéreis, gentilmente pressionadas sobre a face abaxial da
epiderme foliar.

Apds 72 horas, fragmentos das folhas foram analisados no microscopio confocal
Zeiss LSM510 META, sendo a fluorescéncia do YFP avaliada com excitacdo a 514nm. As

imagens foram processadas com auxilio do software LSM Image Browser.

3.3 Avaliacao do papel da proteina MBD2 no processo de Infec¢cio Viral em Arabidopsis
com CabLCV

3.3.1 Linhagens transgénicas

As quatro linhagens 35S::MBD2-6HA foram previamente obtidas, nocaute Salk
069448, CS 900672 e Columbia-0 (Wild type-WT) foram obtidos do Arabidopsis Biological
Resource Center , Ohio State University. As referidas linhagens foram crescidas em meio
Murashige e Skoog (MS-1962) '4 forga, contendo antibidtico de selegdao higromicina (20
mg/mL) para linhagens super expressando MBD2. As plantulas foram cultivadas a 21° C por
duas semanas e, em seguida, transferidas para o solo sob regime de luminosidade 8h luz/ 14h

€Scuro.
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3.3.2 Analise de expressao das linhagens nocautes

Foi coletado aproximadamente 100 mg de tecido de planta para extracdo de RNA
total. O RNA total foi obtido pelo protocolo de CTAB e 3 pg da amostra foi tratado com
DNAse I (ThermoFisher) a 36°C por 30 minutos e inativada com EDTA a 65°C por 15
minutos.

Para a sintese de cDNA, foram utilizados 8 ul RNA total (1275 ng) tratados com
DNAse I, 1 ul (500 pg/mL) do oligonucleotideos oligo dT, 1 ul de dNTPs 10 mM, 4 ul do
tampao da enzima transcriptase reversa 5X concentrado, 2 pl de 0,1M de DTT e 1 pl de
M-MLV RT Transcriptase Reversa (200 U/ul) em um volume final de 20 pl, de acordo com as
recomendacdes do protocolo M-MLV Reverse Transcriptase da Invitrogen.

Para analise de expressdo génica via RT-qPCR, foram utilizados oligonucleotideos
para AtMBD2 e Actina, como gene enddgeno para normalizacdo (Tabela 1). A reacdo foi
realizada no equipamento ABI7500 (Applied Biosystems) e utilizando SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems) nas condi¢des de amplificacdo 95°C por 10 minutos e 40
ciclos de 94°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. O método 24" foi utilizado para a

quantificagdo da expressdo génica relativa (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001).

3.3.3 Ensaio de Infec¢ao Viral

O ensaio de infeccdo foi realizado utilizando cabbage leaf curl virus (CabCLV).
Plantas de Arabidopsis em estagio de seis folhas foram inoculadas com 2 pg de DNA
plasmidial dos clones CaLCuVA (pUFV 3367) e CaLCuVB (pUFV 3368), precipitados em
microparticulas de tungsténio na presenca de espermidina 15 mM, e de CaCl, 1M, e lavados
com etanol absoluto. As membranas foram colocadas no acelerador de particulas, sendo
lancadas contra o meristema foliar por meio de biobalistica usando um bombardeador modelo
PDS-1000/He com acelerador a 900 psi. As plantas foram mantidas em camara de
crescimento, a 22 °C onde realizou-se a analise visual de sintomas, assim como extracao de
DNA total das plantas, a cada 7 dias, durante 35 dias apds o bombardeamento, com objetivo
de monitorar o progresso da infeccdo (FLORENTINO et al., 2006). Para o bombardeamento,
foram usadas 15 plantas de cada linhagem, sendo elas: plantas Col-0, 4 linhagens super

expressando AtMBD2-6HA, 2 linhagens nocautes Salk 069448 e CS 900672.
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3.3.4 Extraciao de DNA e PCR de confirmacio da infeccao viral

Para confirmar a infeccao viral de CabLCV, foram coletadas amostras foliares a cada 7
dias, durante 35 dias apods a inoculacao. O DNA foi extraido pelo método CTAB e a PCR foi
realizada com oligonucleotideos degenerados especificos para o componente B de
begomovirus PBL1v2040 ¢ PCRC1 (ROJAS et al, 1993). O produto de amplificagdo foi

analisado por gel de agarose 1% (p/v), corado com brometo de etideo 0,1 uL/mL.

3.3.5 RT-qPCR para quantificacio dos niimeros de copias virais

O acumulo do DNA viral em plantas infectadas foi quantificado por qPCR utilizando
100 ng do DNA total de plantas sistemicamente infectadas e adicionado a 10 puL de reacao
contendo Fast SYBER GreenMasterMix (Life Technologies), oligonucleotideo especifico de
CabCLV-B (Tabela 1) e as amostras foram amplificadas em um sistema de PCR em tempo
real 7500 (Applied Biosystems). As copias genomicas de CabCLV foram normalizadas contra
o gene de referéncia rRNAI18S. As curvas padrao de DNA viral e hospedeiro, foram
calculadas com base na andlise de regressdo dos respectivos valores de Ct e do controle de

referéncia (ZORZATTO et al., 2015)

3.4 Técnicas de Biologia Molecular
As técnicas de biologia molecular como, extracdo de DNA gendmico, DNA
plasmidial, extracdo de RNA, sintese de cDNA e transformacao genética, foram realizados de

acordo com os protocolos dos fabricantes e do livro de Sambrook (1989).

3.5 Método estatistico

Os dados obtidos foram submetidos a
analise de variancia e as médias foram agrupadas pelo teste de Scott-Knott, ao nivel de
5% de significancia, utilizando o programa R (R Development Core Team 2015), no

pacote ExpDes (FERREIRA et al., 2014).
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4. RESULTADOS

4.1 Selecio in silico de proteinas que possivelmente interagem com AtWWP1.

Uma primeira etapa para avaliar a natureza bioquimica dos corpos nucleares derivados
de AtWWPI1 seria identificar parceiros que interagem com a proteina. A natureza biologica
dos corpos nucleares de AtWWP1 foi previamente investigada por meio de ensaios de
colocalizagdo com marcadores de corpos nucleares cuja fungdo biologica tenha sido definida
(CALIL, 2013). Nestes experimentos prévios, foi demonstrado que AtWWP1 colocaliza com
a proteina CDKC2 (At5G64960), capaz de formar corpos nucleares designados Speckles e
envolvida no processamento do pré-mRNA e splicing, atuando no controle de transcrigdo e
traducdo. Sendo assim, a proteina CDKC?2 foi selecionada para confirmar a interagdo in vivo e
analisar o dominio de AtWWP1 que interage com CDKC2.

Uma segunda propriedade de AtWWPI1, previamente caracterizada, ¢ sua atividade
antiviral por sequestrar componentes da maquinaria de transporte citoplasmatico do DNA de
begomovirus em corpos nucleares (CALIL et al., 2018). De fato, AtWWP1 foi integrada em
um hub imune de intera¢des proteina-proteina derivado de CSN5SA para o qual convergem
proteinas de defesa e de suscetibilidade a varios patdgenos, incluindo begomovirus (Figura 2).
Neste interactoma imune, AtWWPI interage diretamente com NIG, como previamente
demonstrado e caracterizado (CALIL et al., 2018), e com AtMBD2. A proteina AtMBD2 ¢
dispersa no nucleoplasma, mas ¢ redirecionada para corpos nucleares quando co-expressa
com AtWWP1 em ensaios de expressdo transiente em folhas de N. benthamiana (CALIL et
al., 2013). Baseado nestas propriedades, a proteina AtMBD2 foi também selecionada para
avaliar dominios funcionais de interacdo proteina-proteina de AtWWPI1 e possivel

participagdo em infec¢do por begomovirus.
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Figura 2: Rede de interacdes derivados do Interactoma de Arabidopsis envolvendo o interactoma do
sistema imune e de transfatores. Em verde escuro AtWWP1; em vermelho, proteinas virais; em marrom e amarelo, alvos
diretos de AtWWP1; em azul, hub do sistema imune de plantas; em verde claro, repressores de transcri¢ao da via de
auxina; em laranja, fatores de transcri¢do; em roxo, receptores de quinase (CALIL, L., 2013).

4.2 AtWWP1 interage com CDKC?2 via 0 dominio WW formador de corpo nuclear

Nesta investigacdo foi inicialmente examinado se AtWWP1 interage com a proteina
CDKC2 pelo sistema duplo hibrido em leveduras. Nestes ensaios, a sequéncia codificadora
completa de AtWWP1 fusionada ao dominio de ativacdo (AD), quando co-expressa com a
construcdo de DNA, contendo a sequéncia codificadora de CDKC?2 fusionada ao dominio de
ligacdo (BD), foi capaz de promover a expressio do gene reporter HIS3 restaurando
prototrofia a histidina em leveduras crescidas nos meios com deficiéncia de leucina, triptofano
e 5 mM 3AT (Figura 3). Estes resultados indicam que CDKC?2 interage especificamente com
AtWWP1 em leveduras.

Em seguida, foi utilizado uma série de mutantes de AtWWP1, especificamente nos
dominios WW, a fim de verificar se a interagdo CDKC2 ¢ WWP1 era dependente dos dois
dominios WW formadores de corpos nucleares. As proteinas mutantes continham
substitui¢des gradativas de um a quatro residuos de triptofano (W) por alanina (A), sendo
designados pelas respectivas posigdes das mutagdes na sequéncia de aminoacidos da proteina
(Figura 3, Tabela 2, CALIL et al.,, 2018). As proteinas mutantes ndo interagiram com

CDKC2, pois as co-transformagdes de leveduras com as proteinas recombinantes AD-WWP1
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mutantes e BD-CDKC2 ndo apresentaram prototrofia a histidina em meio ausente de leucina,
triptofano e histidina e suplementado com 3AT (Figura 3).

Embora a interacao positiva entre BD-CDKC2 e mutante AA/WW possa indicar que o
segundo dominio WW tem um fung¢do importante na interagcdo entre AtWWP1 e CDKC2, o
resultado do mutante AW/WW contradiz esta interpretagdo, uma vez que, apesar de conter o
segundo dominio WW intacto, ndo foi capaz de interagir com CDKC2 em leveduras. Estes
resultados também podem ser confrontados porque ndo se certificou a expressao do mutante
AW/WW em leveduras, por western blot. Além disso, € possivel que o resultado de interagao
do mutante AA/WW com CDKC?2 seja resultado de contaminagdo no experimento, ja que o
mutante AA/WW fusionado a AD foi capaz de promover prototrofia a histidina quando
co-expresso com o vetor vazio BD.

Coletivamente, os resultados do duplo hibrido indicam que os dominios WW de
AtWWP1 que sdo formadores de corpos nucleares também sdo essenciais para interagdo com
CDKC2. Sendo CDKC2 também uma proteina formadora de corpos nucleares, estando
dispersa no nucleoplasma, seria interessante avaliar se CDKC2 requer AtWWP1 para formar

0s corpos nucleares ou vice-versa.
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Figura 3: A proteina AtWWP1 interage com CDKC2 via dominio formadora de corpos nucleares.
Leveduras co-transformadas com intera¢des indicadas na legenda, foram avaliadas quanto a prototrofia a histidina em meios
de cultura com deficiéncia de leucina, triptofano e histidina, suplementado com 3 AT a SmM. O controle positivo
AD-AtWWP1+ BD-PRNIG e AD-AtWWP1+ BD-CDKC?2 apresentou crescimento.

Tabela 2: Dominios de AtWWP1 e interacées positivas e negativas com a proteina CDKC2 em
leveduras. Mutantes da proteina AtWWP1 e representacdo esquematica da substitui¢do dos residuos de
triptofano (W) por residuos de alanina (A) e suas interagdes com a proteina CDKC2.

Proteina Mutacdo CDKC2
AtWWPI1 n/a +
AtWWP1WVI%A AW + WW -
AtWWP1W24A WW + AW -
AtWWP]WIOBAW2AIAW266A AW + AA -
AtWWP]WH3AW66A WW + AA -
AtWWP1W198AW221AW243AW266A AA + AA _
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4.3 AtWWP1 interage com MBD?2 in vitro e in planta via carboxi- terminal

Também foi avaliado nesta investigagdo a interagdo de AtWWPL, in vitro e in vivo,
com AtMBD2, uma proteina que nao forma corpos nucleares, mas ao invés € recrutada por
AtWWP1 em corpos nucleares (CALIL, 2013). Foi confirmado a interagdo entre AtWWP1 e
AtMBD?2 in vitro pelo ensaio de duplo hibrido, utilizando as construgdes de DNA contendo
AtWWP1 e AtMBD?2 fusionadas aos dominios AD e BD, respectivamente (Figura 4, Tabela
3).
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Figura 4: A proteina AtWWP1 interage com MBD2 independente dominio formadora de corpos
nucleares. Leveduras co-transformadas com interagcdes indicadas na legenda, foram avaliadas quanto a
prototrofia a histidina em meios de cultura com deficiéncia de leucina, triptofano e histidina, suplementado com
3 AT a SmM. O controle positivo AD-AtWWP1+ BD-PRNIG e todas as construgdes citados na legenda
apresentaram crescimento.
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Tabela 3: Dominios de AtWWP1 e interacdes positivas e negativas com a proteina AtMBD2 em
leveduras. Mutantes da proteina AtWWP1 e representagdo esquematica da substituigdo dos residuos de
triptofano (W) por residuos de alanina (A) e suas interagdes com a proteina MBD2.

Proteina Mutacdo AtMBD2
AtWWPI1 n/a +
AtWWP1W!%A AW + WW +
AtWWP1 W34 WW + AW +
AtW WP WIoBAW2A3AW266A AW + AA +
AtW WP ] W243AW266A WW + AA +
AtW WP ] WI9BAW2ZIAW243AW266A AA + AA +

A interacdo entre AtWWP1 e AtMBD?2 foi examinada in planta por meio de ensaios
de complementacao de fluorescéncia bimolecular (BiFC). Folhas de N. benthamiana foram
co-infiltradas com agrobactéria transformadas com constru¢cdes de DNA contendo AtWWPI e
AtMBD?2 fusionada na por¢do N-terminal e C-terminal da proteina fluorescente YFP (Yellow
Fluorescent Protein) ¢ analisadas por microscopia confocal (Figura 5). A fluorescéncia foi
reconstituida no nucleo de células co-expressando AtWWP1-nYFP e AtMBD2-cYFP (Figura
5B) e em folhas co-expressando AtWWPI1-cYFP ¢ AtMBD2-nYFP (Figura 5C), nao
importando, portanto, a orientacdo da etiqueta. No foi detectado sinal de fluorescéncia
reconstituida nos controles, ou seja, nas combinacdes das proteinas AtWWP1 e AtMBD2
fusionadas aos vetores vazios SPYNE e SPYCE (Figura 5D, 5SE, S5F e 5G). Estes resultados
indicam que AtWWP1 e AtMBD?2 interagem especificamente no nucleo de células
transfectadas.

Interessantemente, em leveduras, as interagdes entre AtMBD?2 ¢ as versdes mutadas de
AtWWPI nos dominios WW foram aparentemente mais fortes do que com a proteina
AtWWPI intacta. De fato, a substituicdo dos quatro residuos conservados de triptofano por
alaninas ndo aboliu a interagdo com AtMBD2, uma vez que as leveduras co-transformadas,
mesmo na diluicdo 0,01, apresentaram prototrofia a histidina em meios com deficiéncia de
leucina, triptofano e histidina e suplementados com SmM 3AT (Figura 4).

Para verificar se a proteina AtMBD2 depende dos dominios WW para interagir com
AtWWP1 in vivo, as combina¢des dos mutantes AtWWP1244A. nYFP e AtWWP1AVAA
cYFP com AtMBD2-cYFP e AtMBD2-nYFP foram -co-inflitradas em folhas de M.
benthamiana ¢ examinadas por microscopia confocal (Figura 6A, 6B). A fluorescéncia foi

reconstituida no nucleo de células transfectadas independentemente da orientagdo das fusdes
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de proteinas (N-terminal ou C-terminal de YFP). Nao foi detectado fluorescéncia dos
mutantes de AtWWP1 ou AtMBD?2 com vetores vazios (Figura 6C, 6D, 6E e 6F). Esse ensaio
complementa o resultado da interacao in vitro entre AtWWP1 e AtMBD2, indicando que a
interagdo ocorre no nucleo, sem, contudo, depender dos dois dominios conservados de

triptofano da proteina AtWWP1.
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Figura 5: A proteina AtWWPI1 interage in planta com MBD2. Ensaio de complementacido de
fluorescéncia bimolecular (BiFC). A) Controle positivo: AtWWP1-nYFP + NIG-cYFP. B, C) Ensaio de BiFC
da proteina inteira de AtWWP1 e MBD?2 fusionadas na por¢ao N e C- terminal da proteina amarela fluorescente
(YFP). D, E) Proteina AtWWP1 fusionada na por¢do N e C terminal de YFP com vetor vazio. F, G) Proteina
MBD?2 fusionada na por¢do N ¢ C- terminal de YFP com vetor vazio. As construgdes foram agroinfiltradas em

Nicotiana benthamiana e imagens obtidas em confocal 72 h apos inoculag¢do. Barras = 20um.
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Figura 6: Proteina AtWWP1*~*4 interage com MBD2 irn planta. A, B) Ensaio de BiFC da proteina
AtWWP1**A _nYFP ¢ cYFP com fusionadas na porgdo N e C- terminal da proteina amarela fluorescente
(YFP). C, D) Proteina AtWWP1*¥*4 fusionada a por¢do N e C - terminal de YFP com vetor vazio. E, F)
Proteina MBD2 na por¢do N e C -terminal de YFP com vetor vazio. As constru¢des foram agroinfiltradas em
Nicotiana benthamiana e imagens obtidas em confocal 72 h ap6s inoculacdo. Barras = 20pm.

Para delimitar o dominio de interacdo de AtWWP1 com AtMBD2, trés versoes
truncadas de AtWWP1 foram avaliadas in vitro pelo sistema de duplo hibrido (Figura 7).
Leveduras co-transformadas com as construgdes de DNA pAD-AtWWP1'"" pAD-
AtWWP1'?"? combinadas com pBD-AtMBD2 ndo cresceram em meios com auséncia de
leucina, triptofano, histidina e contendo 3 AT (Figura 7). Ja as leveduras co-transformadas
com a versdo truncada pAD-AtWWP1?74% ¢ AtMBD2 apresentaram prototrofia a histidina,

crescendo no meio de cultura com auséncia de leucina, triptofano e histidina e suplementado



36

com 5SmM de 3AT (Figura 7B). O acumulo das versdes truncadas de AtWWP1 fusionadas a
AD e de BD-AtMBD2 em leveduras foi confirmado por western blot utilizando anticorpos
especificos contra os dominios AD e BD de Gal 4 (Figura 8). Estes controles confirmaram
que AtMBD?2 interagiu especificamente com o C-terminal de AtWWP1 enquanto as delecdes
N-terminal acumularam estavelmente em leveduras, mas ndo interagiram com AtMBD2 que

também acumulou estavelmente em leveduras (Figura 8).
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Figura 7: A) Representacio das proteinas truncadas. Representagdo esquemadtica e predicdo
estrutural tridimensional das proteinas truncadas de AtWWP1. B) A proteina AtWWP1 interage com MBD2
via carboxi-terminal in vitro. Leveduras co-transformadas com interagdes da proteina truncada de AtWWP1
como indicadas na legenda, foram avaliadas quanto a prototrofia a histidina em meios de cultura com deficiéncia
de leucina, triptofano e histidina, suplementado com 3 AT a 5mM. O controle positivo AD-AtWWPI1+

BD-PRNIG e a AD- AtWWP1%?73-46* + BD-MBD2 apresentaram crescimento.
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Figura 8: Proteinas truncadas de AtWWP1 e AtMBD?2 sio expressas estavelmente em levedura.
Os extratos proteicos foram obtidos a partir de leveduras co-transformadas com as constru¢des indicadas, as
quais foram utilizadas no ensaio de duplo hibrido. As membranas foram sondadas com anticorpos anti-BD
GAL4 e anti-AD GAL4, conforme indicado na figura.

A interacao entre AtMBD2 e C-terminal de AtWWP1 também foi confirmado in
planta por BiFC. As versdes truncadas da proteina AtWWP1 contendo duas extensdes do
N-terminal fusionado a nYFP (AtWWP1""'"-nYFP e AtWWP1'*">-nYFP) néo foram capazes
de reconstituir a fluorescéncia com AtMBD2-cYFP (Figura 9B, 9D) e com os vetores vazios
(Figura 9C, 9E) em células transfectadas, confirmando o resultado do duplo hibrido. Em

17749_nYFP, que abrange a regido de

contraste, a co-expressdo da versdo truncada AtWWP
carboxi-terminal da proteina AtWWP1 sem os dominios conservados WW, e AtMBD2- cYFP
reconstituiu a fluorescéncia no nucleo de células de N. benthamiana co-transfectadas com as
duas construgdes (Figura 9F), o que ndo foi visivel em células transfectadas com
AtWWP1?74_nYFP e os vetores vazios SPYNE e SPYCE (Figura 9G, 9H). Coletivamente,
estes resultados in vitro e in planta indicam que a proteina AtWWP1 interage com AtMBD2
via por¢do carboxi-terminal, ndo sendo dependente dos dominios conservados de triptofano
da proteina AtWWPI1. Estes resultados estdo consistentes com resultados prévios que

demonstram que AtMBD?2 ¢ dispersa no nucleoplasma (ITO et al., 2003) mas ¢ redirecionada

para corpos nucleares quando co-expressa com AtWWP1 (CALIL et al., 2018).
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Figura 9: A proteina AtWWP1 interage com MBD2 via carboxi-terminal in planta. Ensaio de
complementagdo de fluorescéncia bimolecular (BiFC). A) Controle positivo: AtWWP1-nYFP + NIG-cYFP. B)
Proteina AtWWP1Y "' fusionada na por¢do N- terminal da proteina YFP e proteina MBD2 fusionada na porg¢io
C-terminal. C) Proteina AtWWPI1Y !* fusionada na por¢do N- terminal da proteina YFP e proteina MBD2
fusionada com vetor vazio. D) Proteina AtWWP1"Y '*” fusionada na porgdo N- terminal da proteina YFP e
proteina MBD2 fusionada na por¢do C-terminal. E) Proteina AtWWP1Y '*”? fusionada na por¢do N- terminal da
proteina YFP e proteina MBD2 fusionada com o vetor vazio. F) Proteina AtWWP1 Y 27>*6 fysionada na porgdo
N- terminal da proteina YFP e proteina MBD2 fusionada na por¢do C-terminal. G) Proteina AtWWP1 W 272463
fusionada na por¢ao N- terminal da proteina YFP e proteina MBD2 fusionada com o vetor vazio. H) Vetor vazio
e proteina MBD2 fusionada na por¢do C terminal de YFP. As constru¢des foram agroinfiltradas em Nicotiana
benthamiana e imagens obtidas em confocal 72 h ap6s inoculagdo. Barras =20um.
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4.4 AtMBD2 provavelmente exerce uma atividade pro-viral

AtMBD2 foi inicialmente detectada em um interactoma imune, interagindo
diretamente com AtWWPI, uma propriedade também demonstrada para a proteina de
suscetibilidade a begomovirus, NIG (Figura 1). Além disso, foi demonstrado que, assim como
AtMBD2, NIG ¢ recrutada nos corpos nucleares derivados de AtWWPI1, como um
mecanismo proposto de defesa da planta contra o virus (CALIL et al., 2018). Sabe-se ainda
que AtWWP1 ¢ induzida em resposta a infeccao por begomovirus (CALIL et al., 2018). Estes
resultados prévios, analisados conjuntamente, levantaram a hipotese de que AtMBD?2 pudesse
estar envolvida no ciclo de infeccdo viral. Para testar esta hipotese foi usada diferentes
abordagens.

Inicialmente, foi analisada a expressao de AtMBD2 em resposta a infec¢ao viral
(Figura 10). RNA total preparado de plantas infectadas com cabbage leaf curl virus
(CabLCV) e plantas ndo infectadas foi utilizado para quantificacdo da expressdo génica.
Assim como AtWWP1 e NIG, a expressao de AtMBD2 foi induzida pela infec¢do viral
(Figura 10). Em seguida, foram preparadas linhagens transgénicas independentes acumulando
niveis superiores de mRNA de AtMBD2 comparado com Col-0 (Figura 11C). A qualidade do
RNA total utilizado na sintese do ¢cDNA foi avaliada por eletroforese (Figura 11A) e a
integridade do cDNA por meio de PCR utilizando oligonucleotideos especificos para MBD2 ¢
actina (Figura 11 B). Finalmente, foram obtidas do Arabidopsis Biological Resource Center
(ABRC) linhagens mutagenizadas (Salk 069448 e CS900672) por inser¢ao de TDNA no locus
AtMBD2 (Figura 12A) que foram caracterizadas quanto a expressao do AtMBD2 (Figura
12C) para acessar diretamente uma possivel fungdo de AtMBD2 no processo de infec¢ao

viral.



40

r w
8] n w n

mRNA [ Actin

WT-Mock

AtWWP1 (At2G41020) AtNIG (At4G13350) AtMBD2 (At5G 35330)

¢

Figura 10: Acimulo de AtWWP1, AtNIG e AtMBD2 em linhagem selvagem Col-0 pés infec¢io.
Linhagens selvagens de Arabidopsis thaliana Col-0, foram expostas com RNA total de plantas infectadas com
CabCLV. O nivel de expressdo dos genes AtWWP1, AtNIG ¢ AtMBD2 foram induzidos ap6s infecgdo. O gene
actina foi utilizado como controle endogeno e os niveis do transcrito foram determinados pelo método de 2-ACt.
As barras representam desvio padrdo da média com base em 3 replicatas distintas para cada tratamento.
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Figura 11: Aciimulo de AtMBD2 nas novas linhagens transgénicas superexpressando MBD2 (A)
RNA total extraido de plantas transformadas com o transgene MBD2-HA (B) PCR para verificacdo da qualidade
do ¢cDNA (C) RT-gPCR para analise da expressdo génica a partir do cDNA mostrado em (B). O gene 18SrRNA
foi utilizado como controle endogeno e os niveis do transcrito foram determinados pelo método de 2-ACt. As
barras representam desvio padrido da média com base em 3 replicatas distintas para cada linhagem transgénica.
Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (a = 0.05).
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Figura 12: Acumulo de AtMBD2 nas linhagens nocautes. (A) ABRC linhagens mutagenizadas (Salk
069448 ¢ CS900672) por inser¢do de TDNA no locus AtMBD2. B) PCR convencional das plantas nocautes de
atmbd?2 Salk 069448 para confirmar homozigose. (C) Expressdo do gene AtMBD2 em Col-0, Salk 069448 ¢
CS900672. O gene actina foi utilizado como controle endégeno e os niveis do transcrito foram determinados
pelo método de 2-ACt. As barras representam desvio padrdo da média com base em 3 replicatas distintas para
cada linhagem nocaute. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (a
=0.05).

Para investigar se AtMBD?2 esta envolvida no processo de infec¢do viral, plantas de
Arabidopsis expressando diferentes niveis de mRNA de AtMBD2 (L2, L3 e L4), linhagens
nocautes (atmbd2 e CS900672) e planta selvagem (Col-0) foram inoculadas com clones
infecciosos de CabLCV DNA-A e DNA-B (Figura 13). O processo de infeccdo foi
acompanhado por PCR do DNA viral em diferentes dias apds a inoculagdo e aparecimento
dos sintomas causados por begomovirus, como encarquilhamento das folhas, clorose e atrofia,
sendo que o processo de monitoramento foi feito por 35 dias. Amostragens representativas
dos sintomas estdo mostrados na Figura 13 aos 14 dias ap6s inoculagdo (DPI). A Figura 14
mostra o resultado de sintomas aos 28 dpi. Aos 14 dpi, sintomas atenuados foram observados
nas linhagens superexpressando AtMBD2. Aos 28 dpi os sintomas observados foram

intensificados em todas as linhagens analisadas, ndo sendo observado uma maior

suscetibilidade entre linhagens superexpressando, nocautes e selvagem.
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Figura 13: Sintomas associados a infec¢io por CabCLV nas linhagens WT, nocautes e AtMBD2
superexpressando com 14 dpi. As plantas foram infectadas com CabCLV por biobalistica, ¢ o curso da infecgdo
foi monitorado por amplificagdo do DNA viral por PCR. Sdo mostradas imagens representativas de cada
linhagem.
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Figura 14: Sintomas associados a infec¢do por CabCLV nas linhagens WT, nocautes e AtMBD2
superexpressando com 28 dpi. As plantas foram infectadas com CabCLV por biobalistica, ¢ o curso da infecgdo
foi monitorado por amplificagdo do DNA viral por PCR. Sdo mostradas imagens representativas de cada
linhagem.
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Entretanto o numero de copias do DNA viral via RT-gPCR em linhagens
superexpressando AtMBD2 foi significativamente superior do que a linhagem controle,
Col-0, observando uma correlacdo direta entre acumulo de DNA viral e expressao do
transgene, sugerindo que AtMBD?2 exibe uma fungao pro-viral (Figura 15). Em contraste, na
linhagem nocaute mbd2, o DNA viral acumulou em niveis significativamente inferiores do
que em Col-0. Porém, esta tendéncia ndo foi mantida para a linhagem nocaute CS900672,
cujo teor de DNA viral foi similar a Col-0. Estes resultados sugerem que o fendtipo de
tolerdncia aumentada de mbd2 pode ser resultado de inser¢do do T-DNA em outros loci e ndo
da inativacdo do gene AtMBD2. Estudos de complementacdo de fungdo das linhagens

nocaute mbd2 poderao certificar se AtMBD?2 exerce atividade pro-viral.



(A)

AtMBD2-6HA L1

AtMBD2-6HA L2

AtMBD2-6HA L3

kb 78 9 104 6811141618192021222324 + -

Kb356 7 8 9101112131612 34 56 +
- -
4 =
s00pb —»| SRS o == Lol kel L T T ——
= - - - - -
AMBD2-6HA L4 KO 069448
Kb25262728 2 5 6 © 1012 141517 192025 26 + - Kb27382923 4 5 6810 1121618192123+ -
- =]
500 o - ——— — - = .:.—l“ —— -
B = - - "
€S 900672 Col-0
Kb24252812 35 6 89151718102122242528291 + - kp 3 4 7 10 18 19 21 22 23 24 25 262930 + -
T s
®) _
10000,0 Actumulo de DNA viral
A
9000,0
8000,0
7000,0
AB
6000,0
A
5000,0
4000,0
3000,0
2000,0
BC
1000,0 Be
c C C C [
0o
O S S < T - RN
AV, v v ™ N N ) a9 a9 9
I S T S A R O KL
¢ o ¢ ¢! F o Q@ Q Q
& P " & @ 8
6’“ o N2 A Qo w N v
&8

45

Figura 15: Diagnéstico da infeccio viral e acimulo de DNA viral em plantas infectadas com
CabCLV. A) Linhagens transgénicas, nocautes ¢ WT tiveram seus DNA extraidos e a confirmagao de infeccdo
foi feita utilizando-se oligonucleotideos degenerados. + Controle positivo; - Controle negativo. (B) Numero de
cOpias virais de linhagens de Arabidopsis thaliana selvagem Col-0, nocaute Salk 069448, CS900672 e
superexpressando AtMBD?2 infectadas com o begomovirus Cabbage leaf curl virus (CabCLV). A quantificagdo
absoluta de unidades gendmicas de CabCLV foi estimada em plantas infectadas aos 14 dias pés-inoculagio (dpi).
As barras representam desvio padrdo da média com base em 2 pools para cada linhagem. Médias seguidas de
mesma letra ndo diferem entre si, de acordo com o teste de Tukey (a = 0.05).
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5. DISCUSSAO
5.1 O dominio WW formador de corpo nuclear de WWP1 interage com CDKC2, cujos
corpos nucleares siao transcricionalmente ativos

Proteinas com dominio WW sdo mais bem caracterizadas em mamiferos, estando
envolvidas em uma série de processos celulares incluindo transcricdo e processamento do
RNA, transporte e estabilidade de proteinas, controle de apoptose, ubiquitinagdo e em redes
de sinalizacdo celular (SALAH et al, 2012). De uma maneira geral, as fungdes destas
proteinas estdo associadas ao dominio WW que sdo modulos que intermedeiam a associa¢do
entre proteinas por meio de motivos ricos em prolina (PRM) e sitios fosforilados de
serina/treonina-prolinas. Em plantas, foi demonstrado que a proteina AtWWP1 forma corpos
nucleares e exibe atividade antiviral contra begomovirus; linhagens superexpressando
AtWWP1 sdo mais resistentes e linhagens nocautes mais suscetiveis ao virus. Acredita-se
que o mecanismo de defesa da planta baseado em AtWWP1 esteja relacionado a sua atividade
formadora de corpos nucleares, uma vez que AtWWP1 sequestra NIG, uma proteina
facilitadora da infecc¢ao viral, nos corpos nucleares prevenindo a fungao proviral de NIG que
esta associada a localizacao no citoplasma (CALIL et al., 2018). Entretanto, a funcao celular
dos corpos nucleares derivados de WWP1 nao ¢ conhecida.

Para entender a dinamica da formagao dos corpos nucleares, proteinas formadoras de
speckles e que estdo relacionados a splicing e formagao de corpos de cajal, foram previamente
utilizada como marcadores de corpos nucleares tendo sido observado a co-localizagdo dos
corpos nucleares derivados de AtWWP1 com aqueles derivados da a proteina CDKC2
(CALIL, 2013), que no processo transcricional, regula a fosforilacdo e desfosforilacdo da
porcao maior da regido carboxi-terminal (CTD) da RNA polimerase II por meio de interagao
com uma ciclinaT (CUI et al., 2007; ZHENG, 2022). Nesta investigacdo, foi inicialmente
delimitado em AtWWP1 o dominio de interagdo com CDKC2. Foi demonstrado que CDKC2
interage com AtWWP1 em leveduras via o dominio WW. Considerando que o dominio WW ¢
responsavel pela montagem de redes de multiproteinas envolvidas em processos celulares
basicos, a interagdo AtWWP1-CDKC2 em corpos nucleares compartilhados deve indicar que
as duas proteinas estdo envolvidas em fungdes comuns. CDKC2 ¢ uma proteina importante da
familia das quinases, formadora de corpos nucleares que exerce uma fun¢do de organizar a
maquinaria de transcri¢do como fatores de splicing (REDDY et al., 2012), regulagdo da via de
fosforilagdo dos componentes do spliceossomo e proteinas com componentes SR (serina e
arginina) (CORKERY et al., 2015). Seria interessante examinar se 0s corpos nucleares de

AtWWP1 sdo dependentes da formagdo dos corpos nucleares derivados de CDKC2 e
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vice-versa. A existéncias de linhagens nocautes de AtWWP1 e o silenciamento de CDKC2

podem resolver esta questao.

5.2 A interacio de AtWWP1 com MBD2 pode estar relacionada a sua atividade antiviral

A proteina AtMBD2 foi identificada numa rede de interactoma de Arabidopsis
thaliana junto a proteina NIG, como possivel parceira da proteina AtWWPI
(http://signal.salk.edu/interactome/All.html). MBD2 e uma proteina de nucleoplasma, nao
formadora de corpos nucleares e possui o dominio MBD capaz de interagir em ilhas CpG
metiladas (ZEMACH & GRAFI, 2007).

Calil (2013; 2017) confirmou a interacdo da proteina inteira e versdes truncadas de
AtWWPI1 com MBD?2 in vitro pelo método de duplo hibrido. Essa interacdo também foi
confirmada in vivo por co-imunoprecipitacdo. Perda de funcdo na formagdo de corpos
nucleares pelo mutante AA/AA de AtWWPI1 (CALIL et al., 2018), foi demonstrado nesta
investigacdo que a interagdo in vitro, por duplo hibrido em leveduras, e in vivo, por BiFC de
AtWWPI com a proteina AtMBD2 nao depende dos dominios conservados de triptofano, mas
sim da por¢do conservada da regido C-terminal da proteina AtWWP1. Esta interpretagdo foi
derivada de ensaios com mutantes no dominio WW e versdes truncadas de AtWWPI.
Dele¢do da regido C-terminal de WWP1, mas ndo mutagdes no dominio WW, preveniram a
interacdo de AtWWP1 com AtMBD2. Precedentes na literatura indicam preferéncia de
ligacdo de proteinas MBD2 com C-terminal de proteinas parceiras. Por exemplo, Zemach et
al. (2005), mostraram que a interagdo de proteinas AtMBDs de Arabidopsis com a Defficient
in DNA metylation 1 (DDM1), uma proteina de DNA helicase dependente de ATP, ocorre via
C-terminal da proteina DDMI, ndo indicando sua interagdo com a por¢do N-terminal por
ensaio suspenso de GST. Assim também, a proteina a proteina FBP11, um fator de splicing
em mamiferos, pertencente ao grupo Il de dominios WW, interage com o C-terminal, rico em
prolinas, de methyl-CpG-binding protein 2 (MeCP2) de humanos, que também se associa a
regides de cromatina pelo N-terminal que reconhece as regides CpGs (BUSHDORF &
STRATLING, 2004). Versdes truncadas na regido C-terminal de MeCP2 que ndo sdo capazes
de interagir com FBP11 contendo WW, prevalecem em doencas neurais como sindrome de
Rett, demonstrando a relevancia de interagdes com MBD2 pelo dominio C-terminal de
MeCP2.

A familia MBD ¢ uma importante classe de proteina cromossdmica que associa a
proteinas que desempenham um papel de repressdo transcricional e formacdo de

heterocromatina (FATEMI & WADE, 2006). Tanto em plantas € em animais, proteinas com


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Str%C3%A4tling+WH&cauthor_id=14618241
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dominio MBD sao capazes de reconhecer sitios metilados em regides CpG do DNA, mas essa
interacdo ndo ¢ sitio especifica, podendo exercer outras fungdes (CLOUAIRE &
STANCHEVA, 2008; COELHO et al., 2022). A fun¢ao dessa proteina ainda ¢ desconhecida,
mas estudos em mamifero, reportaram que MBD2 é uma enzima demetilase (dMTase) capaz
de desmetilar o DNA in vitro em experimento utilizando cDNAs expressos em célula
humanas embriondrias de rins (HEK-293) (BHATTACHARYA ef al., 1999). Essas proteinas
formam complexos com regides de heterocromatina como a enzima desacetilase HDAC
agindo como uma funcdo de DNA demetilase removendo residuos de metil e ativando a
transcri¢do génica (WANG et al., 2013).

Nesta investigacao, foram fornecidas linhas de evidéncia que indicam que a proteina
AtMBD?2 exibe uma fun¢ao proviral em infec¢des de begomovirus. De fato, a proteina
AtMBD?2 esta integrada em um Aub imune j& caracterizado no qual interacdes entre proteinas
virais, como NSP e TrAP, proteinas antivirais, como NIK1 e AtWWP1, e proteinas pro-virais
como NIG convergem para a proteina CSN5SA, funcionalmente ativa contra patdogenos
divergentes (LOZANO-DURAN et al, 2011, MUKHTAR et al.. 2011, CALIL, 2017).
Consistente com esta observacdo, foi demonstrado nesta investigagdo que AtMBD2 ¢
induzida por begomovirus, similarmente a AtWWPI1 e NIG. Além disso, como NIG,
AtMBD?2 interage com AtWWPI1 in vivo e in vitro. Finalmente, foi demonstrado que as
linhagens superexpressando MBD2 apresentaram um maior actmulo de carga viral
comparado as linhagens nocautes ¢ WT, indicando que AtMBD?2 contribui positivamente para
a infeccdo por begomovirus. Consistente com esta interpretagdo, inativacdo de MBD2 no
nocaute atmbd? aumentou a resisténcia a begomovirus. Entretanto, estes resultados foram
confrontados uma vez que um segundo alelo nulo de atmbd? (CS) ndo interferiu com a
infeccdo viral, ja que acumulou teor de DNA viral similar a linhagem Col-0 (controle).
Estudos prévios demonstraram que mutantes diferentes por inser¢do de T-DNA em diferentes
posicdes no mesmo locus podem apresentar variacdes fenotipicas relacionadas a varios
caracteres (VALENTINE et al., 2012). Estes resultados conflitantes entre atmbd2-1 e CS
somente poderao ser reconciliados com ensaios de complementagao do alelo nulo atmbd2-1 e
caracterizagdo molecular do mutante CS.

Como mecanismo de defesa da planta apoés infeccao por virus de DNA, ha uma
producao de pequenos RNAs de interferéncia (siRNAs) que potencializam a metilacdo do
DNA e silenciamento transcricional (CHELLAPPAN et al., 2004). Ao infectar a planta, o

vDNA acumula no nicleo formando mini cromossomos virais capazes de serem transcritos
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pela  RNA polimerase II do hospedeiro, gerando modificagdes poOs transcricionais
(POOGGIN, 2013).

Uma vez que AtWWPI tem a capacidade de modificar a localizacdo subcelular da
proteina proviral NIG, tem sido proposto que o mecanismo de defesa da planta mediado por
AtWWP1 esteja relacionado a sua capacidade de sequestrar NIG em corpos nucleares
(CARVALHO et al., 2008). De fato, NIG se localiza no citoplasma, concentrando em volta do
envelope nuclear, uma localizacdo estratégica para facilitar a liberacdo do complexo
NSP-vDNA do nucleo para o citoplasma. O processo de infecgdo viral induz o acimulo de
AtWWP1 que redireciona NIG para os corpos nucleares, impedindo sua interacdo com NSP e
com o complexo NSP-vDNA e prevenindo assim o transporte nucleocitoplasmatico de vDNA
(CALIL et al, 2018). A capacidade de AtWWP1 de interagir com AtMBD2, redirecionar a
proteina para corpos nucleares de forma semelhante a NIG e a demonstracao de que AtMBD2
pode contribuir positivamente para a infeccdo viral invoca modelo de defesa similar,
reforcando o argumento de que a formagdao de corpos nucleares derivados de AtWWPI
constituem um mecanismo de defesa da planta contra begomovirus. Consistente com esta
observac¢ao, previamente foi demonstrado que vDNA age em contra ataques a este mecanismo
de defesa, interage com AtWWPI1 e rompe os corpos nucleares de defesa (CALIL et al.,
2018). A confirmagdo de que inativacao do gene AtWWPI confere resisténcia a begomovirus

poderé substanciar este argumento.
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