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RESUMO

CALIL, lara Pinheiro, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco de 2013.
Caracterizacdo funcional da proteina AtWWP1, componente de uma
interconexdo de fatores da interagdo geminivirus-hospedeiro envolvido na
formacdo de corpos subnucleares. Orientadora: Elizabeth Pacheco Batista
Fontes. Coorientadores: Gustavo Costa Bressan e Humberto Josué de Oliveira

Ramos.

Estudos moleculares envolvendo o sistema imune de plantas e a
infeccdo por patégenos revelaram um panomara integrado de interagdes planta-
patbgeno em que as interagbes dos efetores de viruléncia convergem para
subconjuntos de proteinas do hospedeiro altamente interconectadas e
designadas hubs. Um hub funcional e bem definido do sistema imune de plantas
corresponde a interconexdes convergentes para a proteina CNS5A que constitui
a subunidade catalitica do complexo COP9 signalosome, um regulador chave de
diversos processos celulares béasicos. Consistente com a previsdo de que
efetores de diferentes patdgenos devem alvejar similares conexdes na rede de
interacbes planta-patdgeno, foi demonstrado, independentemente, que a
proteina C2 de geminivirus, um virus de DNA que infecta uma grande variedade
de culturas agronbmicas, interage com a proteina CNS5A. Além disso, foi
também demonstrado que tanto a proteina NIG, quanto o receptor imune NIK,
ambos alvos da proteina NSP de geminivirus, também interagem com CNS5A.
Baseado nestas informacdes, prevé-se que a interconexao (hub) representada
por CNS5A seja um elemento funcional na interacdo geminivirus-hospedeiro.
Recentemente, foi identificado que, além de interagir com CSN5A, a proteina
NIG também interage com uma proteina de funcdo desconhecida codificada
pelo locus AT2G41020, em leveduras . Como possivel componente da rede de
interagBes geminivirus-hospedeiro que converge em CNS5A, AT2G41020 pode
interagir direta ou indiretamente com fatores de viruléncia em resposta de
defesa ou de compatibilidade. Sendo assim, os objetivos principais dessa
investigacdo envolveram caracterizacdo bioquimica da proteina codificada pelo
locus AT2G41020 e identificagdo de possiveis interagées com proteinas virais e
fatores do hospedeiro. Andlise in silico da estrutura predita da proteina

codificada pelo l6cus At2G41020, designada AtWWP1, revelou a presenca de

viii



dois dominios WW e um dominio C-terminal altamente conservado entre
proteinas homologas de espécies vegetais e animais. Além disso, foi
demonstrado que a proteina AtWWP1 € uma proteina nuclear capaz de formar
corpos subnucleares via o dominio C-terminal conservado. Ensaios de co-
imunoprecipitacdo e BiFC demonstraram que AtWWP1 interage in vivo com a
proteina citoplasmatica NIG promovendo o0 seu redirecionamento para corpos
nucleares. Com a finalidade de explorar a atividade formadora de corpos
nucleares de AtWWP1, a interacdo entre AtWWP1 e uma segunda proteina
parceira AtMBD2 (proteina contendo um dominio de interacdo com CG metilado)
foi caracterizada in vivo. Tanto a capacidade de formar corpos nucleares quanto
a interacdo com AtMBD2 foram mapeadas em AtWWP1 e ocorrem via seu
domino C-terminal conservado, substanciando o argumento de que esta regido
de AtWWPL1 é responsavel pela formagéo de corpos subnucleares. Ensaios de
co-localizagdo demonstraram que o0s corpos nucleares contidos em AtWWP1
sdo distintos daqueles formados por proteinas envolvidas em splicing do RNA,;
porém co-localizam com corpos nucleares contendo CDKC2. Além disso, foi
demonstrado que AtWWP1 ndo liga a RNA, mas exibe uma atividade de ligacao
ao DNA. Estas caracteristicas implicam que AtWWP1 deve estar envolvida com
funcdes nucleares basicas. Como componente de um hub funcional na interagcéo
geminivirus-hospedeiro, torna-se relevante avaliar se a infec¢éo viral afetaria os

corpos nucleares formados por AtWWPL1.



ABSTRACT

CALIL, lara Pinheiro, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, March, 2013.
Funcional characterization of AtWWP1, a interconnected component from
geminivirus-host interactome, involved in nuclear bodies formation.
Adviser: Elizabeth Pacheco Batista Fontes. Co-adivisers: Gustavo Costa

Bressan and Humberto Josué de Oliveira Ramos.

Plants are engaged in a continuous co-evolutionary struggle for
dominance with their pathogens and the outcomes of these interactions are of
particular importance to human activities, as they can have dramatic effects on
agricultural systems (Dodds & Rathjen, 2010). Recently, the convergence of
molecular studies of plant immunity and pathogen infection strategies is
revealing an integrated picture of the plant—pathogen interaction (Mukhtar et al.,
2011) in which the pathogen effectors interaction converge onto highly
connected subgroups of proteins, named hubs. A well-defined hub form plant
immune system network corresponds to CSN5A protein, a catalytic subunit of
the COP9 signalosome acting as a key regulator in several basic cellular
processes. Consistent with the prediction that different effectors from different
pathogens target similar connections in plant-pathogen interaction network, it has
been shown, independently, that the protein C2 from geminivirus, a DNA virus
that infects a wide variety of agronomic crops, interacts to CNS5A (Lozano-
Duran et al, 2011). Additionally, it was shown that NIG and the immune receptor
NIK, both targets of geminivirus NSP, interact to CSN5A (Machado, 2011;
Mukhtar et al., 2011). Based on this information, it is expected that the hub
CNS5A is a functional element in the geminivirus-host interaction network.
Recently, it was reported that NIG, a cellular partner of CSN5A, also interacts
with a unknown function protein, encoded by the locus AT2G41020 in yeast
(Machado, 2011). As a possible component from geminivirus-host interaction
network converging to CSN5A, AT2G41020 may interact directly or indirectly
with virulence factors in defense response or compatibility. The objectives of this
research involved biochemical characterization of the protein encoded by the
locus AT2G4102, designated AtWWP1, and identification of its possible

interactions with viral proteins and host factors. In silico analysis of tWWP1



predicted structure revealed the presence of two WW domains, and a C-terminal
domain highly conserved between homologous in plant and animals.
Furthermore, it has been shown that AtWWP1 is a nuclear protein capable of
forming nuclear bodies via the conserved C-terminal domain.
Coimmunoprecipitation and BiFC assays demonstrated that AtWWPL1 interacts in
vivo with the cytoplasmic protein NIG, redirecting it to nuclear bodies. In order to
explore the formative activity of nuclear bodies AtWWP1, the interaction between
AtWWP1 and a second protein partner AtMBD2 (methyl CG binding domain-
containing protein) was characterized in vivo. The ability to form nuclear bodies
as interaction with AtMBD2 were mapped AtWWP1 occuring via its domain and
C-terminal conserved, substantiating the argument that this region of AtWWP1 is
responsible for the formation of nuclear bodies. Colocalization assays have
shown that nuclear bodies contained in AtWWP1 are distinct from those formed
by proteins involved in RNA splicing, but colocalized with nuclear bodies
containing CDKC2. Furthermore, it was demonstrated that AtWWP1 does not
bind to RNA, but exhibits a binding activity to DNA. These characteristics imply
that AtWWP1 should be involved with basic nuclear functions. As a component
of a functional hub in geminivirus-host interaction network, it is important to
assess whether the viral infection would affect the nuclear bodies formed by
AtWWP1

Xi



1.0 INTRODUCAO

A percepcdo do patdgeno pela planta é crucial para ativacdo de
mecanismos de defesa durante ataque de patégenos e, por outro lado, o
reconhecimento da planta hospedeira capacita o patdégeno a ativar
estratégias de viruléncia. As plantas reconhecem a maioria dos patégenos
através de duas classes funcionalmente distintas de receptores imunes
(Boller & He, 2009; Dodds & Rathejen, 2010). A primeira classe refere-se aos
receptores transmembranas que reconhecem padrdes moleculares
associados a patdogenos (PAMP) e sao designados PRRs (“Pattern
Recognition Receptors”). Este evento de reconhecimento ou interagao planta-
patdgeno ocorre na superficie celular e aciona o que se denomina PTI
(Pamp-Triggered Immunity), sendo suficiente para combater a maioria dos
patdgenos. Com a finalidade de superar este mecanismo de defesa basal,
alguns patoégenos desenvolveram evolutivamente mecanismos para injetar no
interior da célula hospedeira efetores de viruléncia que inativam PTI
(Chisholm et al.; 2006;Jones & Dangl, 2006). A célula hospedeira por sua vez
co-evoluiu e desenvolveu mecanismos de resisténcia adicionais com o
aparecimento de proteinas de resisténcia intracelulares do tipo NBS-LRR
(nucleotide binding site-leucine rich repeats) que correspondem a segunda
classe de receptores imunes. Estas proteinas de resisténcia reconhecem
direta ou indiretamente os efetores de viruléncia para acionar um tipo de
imunidade, designada ETI (“Effector-Triggered Immunity”) que &
frequentemente associada com a resposta hipersensitiva, um tipo de morte
celular programada (Lukasik & Takken, 2009; Dodds & Rathejen, 2010).
Recentemente, uma rede de interacbes planta-patégeno foi decifrada
mapeando interacdes entre os efetores da bactéria Pseudomonas syringae
(Psy) e do oomycete Hyaloperonospora arabidopsidis (Hpa) e trés classes de
proteinas do sistema imune (RLKs, proteinas de defesa e proteinas de
resisténcia) além de 8000 proteinas adicionais de Arabidopsis (Mukhtar et al.,
2011). Um tema principal que emergiu desses estudos de amplitude
gendmica foi que as interacGes dos efetores convergem para subconjuntos
de proteinas altamente interconectadas e designadas hubs. Estas conexdes
convergentes de interacGes proteina-proteina representam um conjunto de
funcdes associadas a maquinaria celular do hospedeiro, cujo disturbio deve

favorecer a melhor adaptagédo do patdégeno ao hospedeiro. Com a evolugéo,



pressdes seletivas promoveram a integracdo de respostas imunes a estas
conexfes convergentes, hubs para contrapor respostas adaptativas do
patdgeno, resultando em interacdes indiretas ou diretas entre efetores e os
receptores imunes de plantas.

No caso de interag¢Bes planta-virus, o silenciamento do RNA é um dos
mecanismos predominantes pelo qual a planta resistente reconhece e se
defende contra a infec¢éo viral (Voinnet, 2005). Em contrapartida, os virus de
plantas contribuem com fatores de viruléncia que agem como supressores de
components da maquinaria de silenciamento do RNA, inativando a resposta
de defesa e aumentando a patogenicidade do virus em plantas hospedeiras e
suscetiveis (Bisaro, 2006; Diaz-Pendon & Dig, 2008; Raja et al., 2010). Para
restringir a gama de hospedeiro desses virus, tem sido evidenciado que as
plantas também usam as proteinas de resisténcia que reconhecem efetores
virais seguindo o0 mesmo mecanismo ETI contra bactérias e fungos (Whitham
et al., 1994; Tameling & Takken, 2007). Mais recentemente, tem sido
demonstrado que o mecanismo de imunidade basal PTI também pode ser
utilizado pela planta para limitar infec¢des virais (Carvalho et al.,, 2008a).
Particularmente no caso de geminivirus, que, coletivamente como um grupo,
infectam uma ampla gama de hospedeiros, o sucesso da infec¢céo se deve a
proteinas virais supressoras de silenciamento (Bisaro, 2006; Diaz-Pendén &
Dig, 2008), bem como inibidoras de receptores imunes transmembranas,
como NIK (NSP-interacting kinase; Santos et al., 2010). Além disso, como
virus de DNA (genoma circular de DNA fita simples), os geminivirus usam
extensivamente a maquinaria de replicacdo do hospedeiro para replicar seu
genoma no nucleo de células infectadas e interagem dinamicamente com a
maquinaria de transcricdo e de transporte intra e intercelular de células
vegetais (Rojas et al., 2005, Raja et al., 2010). Sendo assim, evidéncias
compiladas da literatura tém demonstrado que as interacbes entre
geminivirus patogénicos e hospedeiros sdo complexas e dindmicas.

A familia Geminiviridae constitui um grande e diverso grupo de virus
de plantas, capazes de infectar uma ampla gama de espécies, incluindo
diversas culturas agronomicamente relevantes (Fauquet et al., 2008). Além
de sua importancia econbémica, 0s geminivirus tém sido utilizados como
modelo em estudos de replicacdo do DNA, controle do ciclo celular e
transporte intra e intercelular de proteinas (Hanley-Bowdoin et al., 2000;
Carvalho et al., 2008b). A familia Geminiviridae engloba quatro géneros que

se agrupam de acordo com o inseto vector, organizagdo gendmica e gama de



hospedeiros. Os Begomovirus constituem o maior género e inclui espécies
virais com genoma mono ou bissegmentado que s&o transmitidas para
plantas dicotileddneas pela mosca branca Bemisia tabaci (Fauquet et al.,
2008). Tipicamente, os begomovirus encontrados no territorio brasileiro
possuem dois componentes gendmicos, DNA-A e DNA-B. O DNA-A codifica
as proteinas que sdo requeridas para replicacdo (Rep e RER), ativacao
transcricional dos genes virais (TrAP), encapsidacdo (CP) e supressdo de
silenciamento do RNA (TrAP e AC4). Os genes codificados pelo DNA-B séo
requeridos para o movimento intracelular (NSP) e intercelular (MP) do DNA-A
e DNA-B, bem como modulacdo de sintomas (Hanley-Bowdoin et al., 2000;
Settlage et al., 2001; Rojas et al., 2005). NSP também funciona com fator de
viruléncia, suprimindo defesas inatas da planta (Fontes et al., 2004, Carvalho
et al., 2008a, Santos et al., 2009).

A proteina NSP facilita o transporte intracelular do DNA viral do
ndcleo para o citoplasma e age em concerto com MP na translocacdo do
virus para as células adjacentes nédo infectadas (Gafni & Epel, 2002,
Carvalho et al., 2008b). O modelo para o mecanismo do transporte
intracelular do genoma viral em células infectadas preconiza que NSP liga ao
DNA viral fita simples, recém replicado no ndcleo de células infectadas, e usa
a maquinaria de exportagdo nuclear e de transporte nucleocitoplasmético
para facilitar o transporte do DNA viral para o citoplasma através dos poros
nucleares (Noueiry et al., 1994;Pascal et al., 1994; Sanderfoot e Lazarowitz,
1995, 1996; Lazarowitz & Beachy, 1999; Hehnle et al., 2004). Do lado do
citoplasma, a proteina NIG (NSP-Interacting GTPase) interage com NSP para
facilitar a liberacdo do complexo DNA-proteina no citoplasma (Carvalho et al.,
2008b). Na periferia celular, NIG é substituida pela proteina viral MP que
interage com NSP e promove o transporte do complexo NSP-DNA viral para
as células adjacentes através do plasmosdesmata (Noueiry et al., 1994,
Sanderfoot e Lazarowitz, 1995). A proteina NIG possui atividade GTPase
intrinseca, uma caracteristica comum de proteinas regulatérias envolvidas no
trafego de proteinas (Carvalho et al., 2008b). A co-expresséo transiente de
NIG e NSP em folhas de tabaco resulta em um redirecionamento da proteina
viral do nucleo para o citoplasma e, plantas transgénicas superexpressando
NIG apresentam suscetibilidade aumentada a infec¢éo por geminivirus, como
esperado para um regulador positivo do ciclo de infeccdo (Carvalho et al.,
2008b). NSP também interage com o receptor imune NIK (NSP-Interacting

Kinase), com uma kinase PERK-like, NSAK (NSP- Associated Kinase) na



membrana plasmatica e com uma proteina nuclear, acetil transferase
(Mariano et al., 2004: Forentino et al., 2006; Carvalho & Lazarowitz, 2004).
Devido a sua funcdo no transporte intracelular do DNA viral, prevé-se que
NSP associe extensivamente com a maquinaria de transporte intracelular de
células hospedeiras com sitios de reconhecimento em todos o0s
compartimentos celulares. Além disso, como fator de viruléncia,
possivelmente as interacdes proteina-proteina baseadas em NSP convergem
para conexfes centralizadas (hubs) do sistema imune de plantas que sdo
conservadas para distintos efetores de diferentes patégenos.

Um hub funcional e bem definido do sistema imune da planta
corresponde a interconexfes convergentes para a proteina CNS5A que
constitui a subunidade catalitica do complexo COP9 signalosome, um
regulador chave de diversos processos celulares basicos. Consistente com a
previsdo de que efetores de diferentes patdgenos devem alvejar similares
conexdes na rede de interacdes planta-patégeno, foi demonstrado
independentemente que a proteina C2 de begomovirus interage com a
proteina CNS5A (Lozano-Duran & Bejanaro, 2011). Além disso, foi também
demonstrado que tanto a proteina NIG quanto o receptor imune NIK, ambos
alvos da proteina NSP de begomovirus, também interagem com CNS5A
(Machado, 2011; Mukhtar et al., 2011). Esta rede de interacfes altamente
interconectadas entre proteinas virais e proteinas do hospedeiro e que
convergem em um alvo comum sugere que a interconexdo (hub)
representada por CNS5A pode ser um elemento funcional na interacdo
geminivirus-hospedeiro. Assim sendo, a caracterizagdo dos componentes
dessa rede de interacfes convergentes que ocorrem entre geminivirus e
hospedeiro deve facilitar o nosso entendimento com relacdo a estratégia de
viruléncia de geminivirus bem como mecanismos de defesa da planta para
contrapor a infecc¢ao viral.

Recentemente, foi demonstrado que, além de interagir com CSN5A, a
proteina NIG também interage com uma proteina de funcdo desconhecida
codificada pelo locus AT2G41020, em leveduras (Machado, 2011). Como
possivel componente da rede de interacbes geminivirus-hospedeiro que
converge em CNS5A, AT2G41020 pode interagir direta ou indiretamente com
fatores de viruléncia em resposta de defesa ou de compatibilidade. Sendo
assim, o0s objetivos principais dessa investigacdo foram caracterizar
bioquimicamente a proteina codificada pelo l6cus AT2G41020, designada

AtWWP1 e identificar possiveis interagbes com proteinas virais e fatores do



hospedeiro. Os resultados dessa investigagdo associados a dados da
literatura permitiram uma avaliacdo sobre a possivel funcdo da proteina

AtWWP1 em processos celulares basicos e no processo de infec¢ao viral.



2.0 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencéo das construcdes de DNA

2.1.1 Clonagem de NIG e ATWWP1 em vetores de expressao em levedura e

planta

Os clones pDONR201-NIG, pDONR207-NIG (pUFV 1083),
pDONR201-AT2G41020-St (pUFV 1427), pDONR201- AT2G41020-Ns
(PUFV 1434) e pDONR207- AT2G41020-Ns (pUFV 1644), contendo a regido
codificadora de NIG ou AT2G41020, com (St) ou sem (Ns) codon de
terminacdo foram previamente descritos (Carvalho et al., 2008b; Machado,
2011). Para expressao in vitro de proteinas, as regides codificantes de NIG e
AT2G41020, designada AtWWP1, foram transferidas, por recombinacéo,
para os vetores pTNT-GSTGW e pIXHAGW o0s quais permitem a expressao
de proteinas fusionadas a GST (Glutationa-S-transferase) e HA
(Hemaglutinina), respectivamente, resultando nos clones pIXHA-NIG
(PUFV2178), PpIXHA-AtWWP1 (pUFV2174) e pTNT-GST- AtWWP1
(pUFV2175). Para expressdo transiente em plantas de Nicothiana
benthamiana, os cDNAs de NIG e AtWWP1 foram inseridos, pelo sistema
triplo Gateway (Invitrogen), no vetor de destino pK7M34GW juntamente com
0 promotor 2x35S e, com a cauda HA para experimentos de
coimunoprecipitagdo in vivo, ou com a cauda mCherry, para experimentos de
localizacdo subcelular, obtendo-se os clones 2x35-6HA-NIG (pUFV1946),
2x35-6HA- AtWWP1 (pUFV1948), 2x35-mCherry-NIG (pUFV2181) e 2x35-
mCherry- AIWWP1 (pUFV2179).

2.1.2 Isolamento e clonagem de AtMBD2 em diferentes vetores de expressao

A proteina de locus AT5G35330, conhecida com AtMBD2,
inicialmente identificada por sua possivel interacdo com AtWWP1
(http://signal.salk.edu/interactome/All.html), teve sua regido codificante
isolada a partir do cDNA de Arabdopsis thaliana, mediante amplificacdo por
PCR (reacdo em cadeia da polimerase), utilizando-se oligonucleotideos

especificos (Tabelal). O produto obtido foi submetido a uma segunda reagéo



de PCR com oligonucleotideos contendo extensfes de recombinacéo (Tabela
1) para clonagem via sistema Gateway. Os produtos das amplificacbes foram
purificados de gel de agarose 1% com kit Gel Extraction (Qiagen) e
inseridos nos vetores de entrada pDONR201 e pDONR207 (invitrogen), por
recombinacéo, utilizando a enzima BP clonase (Invitrogen). Os clones obtidos
foram: pDONR201-St-AtMBD2 (pUFV1987-1), contendo o codon de
terminacdo; pDONR201-Ns-AtMBD2 (pUFV1988.1) e pDONR207Ns-
AtMBD?2 (pUFV2054), ambos sem o codon de terminacdo. Posteriormente o
cDNA de AtMBD?2 foi transferido do vetor de entrada para diferentes vetores
de expressdo (pDEST22, pDEST32, pK7FWG2, pSPYCEGW, pSPYNEGW,
pPIXHAGW, pTNTGSTGW, pK7M34GW), por recombinacdo, utilizando a
enzima LR clonase, gerando-se os clones listados abaixo.

Para expressédo em leveduras, o cDNA de AtMBD2 foi transferido do vetor de
entrado para os vetores pDEST32 e pDEST22 os quais permitem a
expressao de proteinas fusionadas ao dominio de ligacdo ao DNA (BD) e ao
dominio de ativacdo (AD) do transfator GAL4, respectivamente, gerando os
clones pBD-AtMBD2 (pUFV2172) e pAD-AtMBD2 (pUFV2173). Para
transcricdo e traducéo in vitro, AtMBD?2 foi fusionado aos epitopos GST e HA
resultando nos clones pTNT-GST- AtMBD2 (pUFV2177) e pIXHA- AtMBD2
(PUFV2176), respectivamente. Para a realizacdo de ensaios de expressdo
transiente em Nicotiana benthamiana, a regido codificante de AtMBD2 foi
fusionada as caudas de green fluorescent protein (GFP) no vetor pK7FWG2
gerando o clone pK7F-AtMBD2 (pUFV1997). Alternativamente, AtMBD2 foi
fusionada a mCherry, e, neste caso, o cDNA de AtMBD?2 foi clonado no vetor
de destino pK7M34GW, juntamente com o promotor 2x35S e a cauda de
mCherry, via triplo gateway, gerando o clone 2x35-mCherry- AtMBD2
(PUFV2180). Para o ensaio de Complementacdo de Fluorescéncia
Bimolecular (BIFC), o cDNA de AtMBD2 foi transferido por recombinac¢do do
vetor de entrada para os vetores contendo as por¢des N-terminal (SPY-NE) e
C-terminal (SPY-CE) de yellow fluorescent protein (YFP), produzindo-se os
clones pSPYNE-AtMBD2 (pUFV2055) e pSPYCE- AtMBD2 (pUFV2056),

respectivamente.



Tabela 1: Oligonucleotideos utilizados em reagcao de PCR

Sequéncia

Alvo

NIG

AtMBD2

AtWWP1

AtWwP177192

Atwwp119%-27

Atwwp1360-463
attB1

attB2

pDONR201 e 207

pDEST32 e 22

358

GFP

Regiao

Amplificada

cDNA completo

cDNA completo

cDNA completo

Aa77-192

Aa193—271

360-463
Aa

Nome

4263 (Fwd)

4264 (Rvs-NS)

4265 (Rvs-ST)

AtMBD2-Fwd

AtMBD2-ST-Rvs

AtMBD2-NS-Rvs

At2G41020-Fwd

At2G41020-ST-Rvs

At2G41020-NS-Rvs

Nt-At2G41020-Fwd

Nt-At2G41020-ST-Rvs

Nt-At2G41020-NS-Rvs

WW- At2G41020-Fwd

WW- At2G41020-ST-Rvs

WW- At2G41020-NS-Rvs

Ct- At2G41020-Fwd

2942

2943

3397 (Fwd)

3398 (Rvs)

DEST32-Fwd

DEST22-Fwd

DEST22-Rvs

MC36 (Fwd)

4799 (Rvs)

Sequéncia (5'2>3’)

AAAAAGCAGGCTTCACAATGGCGGGTCGAGTTAA
AGAAAGCTGGGTCTTACCCAAATGGGTTTCCTCC
AGAAAGCTGGGTCCCCAAATGGGTTTCCTCCTGA
AAAAAGCAGGCTTCACAATGAGTATGTCGCAGTC
AGAAAGCTGGGTCTTATCTATCAGCAAGTTCGTC
AGAAAGCTGGGTCTCTATCAGCAAGTTCGTC
AAAAAGCAGGCTTCACAATGGGAGAAGAGCTGCA
AGAAAGCTGGGTCTCAATCTGCGTCTCCAAGACC
AGAAAGCTGGGTCATCTGCGTCTCCAAGACC
AAAAAGCAGGCTTCACAATGCGTGCTGACCCCAA
AGAAAGCTGGGTC TCAGCTTGCATTAGCCTGAAA
AGAAAGCTGGGTCGCTTGCATTAGCCTGAAAAGG
AAAAAGCAGGCTTCACAATGACCTTACCATTAGG
AGAAAGCTGGGTC TCAAGAAGCTGGAGGTTCCCA
AGAAAGCTGG GTCAGAAGCTGGAGGTTCCCACTG
AAAAAGCAGGCTTCACAATGAAACCTCCCATGAA
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCT
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGT
TCGCGTTAACGCTAGCATGGATC
TGTAACATCAGAGATTTTGAGACAC
AACCGAAGTGCGCCAAGTGTCTG
TATAACGCGTTTGGAATCACT
AGCCGACAACCTTGATTGGAGAC
TCCTTCGCAAGACCCTTCCTC

CGCCCTCGCCCTCGCCGGACAC



2.1.3 Obtencéo dos mutantes de delecdo de AtWWP1

A partir da sequéncia de aminoacidos de AtWWP1, foram construidas
trés formas truncadas da proteina, delimitadas com base nas regifes
conservadas de sua estrutura (Figura 1). A primeira forma truncada
corresponde a regido N-terminal da proteina, que foi delimitada do
aminoacido 77 ao aminoacido 192. A segunda forma delimita os dois
dominios WW de AtWWP1, situados na regido correspondente ao
aminoacido 193 até o aminoacido 271. A terceira forma truncada
corresponde a porgdo C-terminal de AtWWP1, a qual se estende do
aminoéacido 360 ao aminoacido 463.

As formas truncadas acima descritas foram isoladas utilizando-se
oligonucleotideos especificos (Tabelal) e clonadas em vetores de entrada de
acordo com a metodologia anteriormente descrita, obtendo-se 0s clones
pDONR201-St-AtWWP177%  (pUFV2058; Aa’"*®%),  pDONR201-St-
AIWWP1'32™ (pUFV2060, Aa'®*?") e pDONR201-St-AtWwp1360463
(PUFV2062, Aa®*%*%). Adicionalmente, foram gerados os clones pDONR201-
Ns-AtWWP1"1% (pUFV2057), pDONR201-NS-AtWWP1'**%"! (pUFV2059)
e pDONR201-Ns-AtWWP13%%%*  (pUFV2061), que contem as regides acima
definidas, respectivamente, sem o cédon de terminag&o. Posteriormente, 0s
cDNAs das porgbes isoladas de AtWWP1l foram transferidas, por
recombinagcdo, do vetor de entrada para os vetores de expressdao em
leveduras, pDEST32 e pDEST22, gerando-se os clones pBD-AtWWP1'"1%?
(PUFV2166), pBD-AtWWP1 AtWWP1'9%2™ (nUFV2168), pBD-AtWWP13¢0-463
(PUFV2170); pAD-AtWWP1'"*9 (PUFV2167),  pAD-Atwwp1'927
(PUFV2169) e pAD-AtWWP1%%4%%  (pUFV2171). Para expressdo em plantas,
as regides truncadas de AtWWP1 foram transferidas para pK7FWG2. Os
clones resultantes pK7F-AtWWP17% (pUFV2163), pK7F-Atwwp11927
(PUFV2164) e pK7F- AtWWP13%%4%  (pUFV2165) contém as respectivas
regides truncadas fusionadas a GFP, sob o controle do promotor 35S de
CaMV.

2.2 Ensaio de Duplo-Hibrido em leveduras

Células de levedura Saccharomyces cerevisae, estirpe AH109
(MATa, Trpl-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4A, LYS2::GALT1UAS-



GALL1TATAHIS3, MEL1 GAL2UAS-GALTATA::MELUAS-MEL1TATA-lacZ)
gue é deficiente na producéao de triptofano, leucina e uracila e que contem os
genes reporteres LacZ e HIS3, foram crescidas em 5mL de meio YPD-A por
16 horas (O.D.goonm= 0.5-1.0).

AT2G41020 c-terminal

193-226 138271 361-371

I . L

N, u': 46322

(A)

M-terminal . 77-152

(B) W W] 193271
WW Domains

(c) ¥ LS N G 0453
C-terminal

Figura 1 — Representacdo esquematica da construcdo dos mutantes de
delecao de AtWWPL1. Os fragmentos foram gerados por PCR e inseridos em
vetores de entrada. (A) Porcdo N-terminal, delimitada pelos aminoacidos
posivoes 77 a 192; (B) Dominio WW, situado entre o 193° e o 271°
aminoécido; (C) Porcédo C-terminal, a qual se estende do 360° amino&cido

ao 463° aminoacido.

As células foram entdo centrifugadas a 3000x g por 4 minutos e
lavadas com 1mL de agua deionizada e, em seguida, ressuspensas em 1mL
de Acetato de litio 100 mM. Ap6s nova centrifugacdo, procedeu-se "a
cotransformacdo das células com os DNAs plasmidiais utilizando-se o
método de transformagdo com acetato de litio/polietilenoglicol (PEG). Para
cada transformacéo, foram adicionados as células 240 uL de polietilenoglicol
50% (p/v; PEG, MW 3350), 36 L de acetato de litio 1 M, 25 pyL de ssDNA 2
Mg/l e 50 puL de solugdo contendo entre 2-5 pug de cada uma das
construcdes de interesse. Com a finalidade de verificar a interacdo entre
AtWWP1 e AtMBD?2, as leveduras repérteres foram cotransformadas com as
construgcbes pAD-AtWWP1 + pBD- AtMBD2 ou pBD-AtWWP1 + pAD-
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AtMBD2, além de seus devidos controles. Para a identificacdo da regiao da
proteina AtWWPL1 responsavel pela interagdo com AtMBD2, as leveduras
repérteres foram cotransformadas com as construcfes: pBD-AtMBD2 + pAD-
AtWWP1'%2 pbAD-AtMBD2 + pBD- AtWWP1'"'%2 pBD-AtMBD2 + pAD-
AtWWP1'9%2 pAD-AtMBD2 + pBD- AtWWP1'%*?"t  pBD-AtMBD2 + pAD-
AtWWP13%%%463 " pAD-AtMBD2 + pBD- AtWWP1%%%4% " além de seus
devidos controles. As células foram entdo homogeneizadas e incubadas,
inicialmente a 30°C por 30 minutos, e, em seguida, a 42°C por 25 minutos.
Apoés a centrifugagcdo a 6000 x g por 15 segundos, as células foram lavadas
com 1 mL de 4gua deionizada, plagueadas em meio seletivo e mantidas a
28°C por trés dias. Para a selecdo dos duplo-transformantes, as células
foram plagueadas em meio deficiente em leucina e triptofano (SD, Synthetic
Dropout, -Leu, -Trp). Para a deteccado da interacdo entre proteinas, as células
transformadas foram plagueadas em meio seletivo com deficiéncia em
leucina, triptofano e histidina (SD, Synthetic Dropout, -Leu, -Trp, -His) e em
meio com deficiéncia dos mesmos aminoacidos, porém suplementado com
10 mM de 3AT (3-Amino-1,2,4-triazole; Sigma).

2.3 Ensaio de detec¢ao da atividade da B-galactosidase

A capacidade destes duplos transformantes em transativar o gene da
B-galactosidase foi avaliada quantitativamente utilizando-se ONPG (o-
nitropheyl-B-D-galactopyranoside), como substrato. Células de levedura,
previamente transformadas com as constru¢cdes pAD- AtWWP1 + pBD-
AtMBD2 ou pBD-AtWWP1 + pAD- AtMBD2, foram crescidas e coletadas a
uma O.Dggo= 0.8 a 1.0. A cultura foi entdo centrifugada a 375 x g por 5
minutos e ressuspensa em 1mL do tampdo Z (Na,HPO47H,O 60 mM,;
NaH,PO4-H,O 40 mM ; KCI 10 mM ;MgS0O4:-7H,O 1 mM). Posteriormente,
foram adicionadas as amostras 3 gotas de cloroformio e 2 gotas de SDS
0,1%, seguido por um periodo de incubacdo de 5 minutos a 28°C. Em
seguida, foram adicionados 200 puL do substrato ONPG 4 mg/mL. Apds 65
minutos de incubacao, a reacao foi interrompida pela adicdo de 0.5 mL de
Na,COj3 (1M). Os restos celulares foram removidos apds centrifugacédo a 375
X g por 10 minutos. A leitura das amostras foi realizada em ODyy € 0s
resultados foram expressos em unidades de B-galactosidase, conforme
descrito por Amberg (2005).
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2.4 Expressdo transiente em folhas de Nicotiana benthamiana por

agroinfiltragdo

Culturas de Agrobacterium tumefaciens, estirpe GV3101, carreando
as construcdes de interesse foram crescidas em meio Rhizo, contendo os
antibidticos adequados, a 28°C por 16 horas. Posteriormente, as células
foram centrifugadas a 2500 x g por 5 minutos e lavadas duas vezes com
tampdo de agroinfitracdo (MgCl, 10 mM, MES 10mM pH 56 e
acetoseringona 100 uM). Em seguida, as células foram diluidas em tampéo
de agroinfiltracdo para 0.Dgy=0.3 e infiltradas em folhas jovens de N.
benthamiana, utilizando-se seringas estéreis, gentilmente pressionadas sobre

a face abaxial da epiderme foliar.

2.5 Localizacéo subcelular e Microscopia confocal

Folhas de N. benthamiana agroinfiltradas com as constru¢cdes pGFP-
AtWWP1, pGFP-AtMBD2, pmCherry-NIG, pmCherry-AtMBD2, pGFP-Nt-
AtWWWP1, pGFP-WW-AtWWP1 e pGFP-Ct-AtWWP1, bem como suas
combinacdes, foram submetidas a analise por microscopia confocal, 72 horas
apos a agroinfiltracdo. Para o ensaio de colocalizacdo subnuclear, cDNAs de
proteinas potencialmente formadoras de corpos nucleares fusionadas ao
epitopo mCherry foram cedidos pelo Laboratério de Biologia de Plantas,
pertencente ao Instituto SALK, Califérnia/EUA. As proteinas utilizadas como
marcadores de corpos nucleares neste trabalho foram: Fibrilarina
(AT4G25630), Coilina (AT1G63780), CCR2 (AT2G21660), CypRS64
(AT3G63400), CDKC2 (AT5G64960) ,SCL33 (AT1G55310) e SR34
(AT1G02840). Pequenos fragmentos de folhas agroinfiltradas com as
construcdes de interesse foram montados em |aminas com agua e analisados
no microscopio confocal Leica SP2. O GFP foi excitado com comprimento de
onda de 488 nm do laser de argbnio, e sua emissdo coletada utilizando filtro
de passagem de 500-530 nm. O YFP foi excitado com comprimento de onda
514 nm do laser de argbdnio, e sua emissdo coletada utilizando filtro de

passagem de 560-615 nm. O mCherry foi excitado com comprimento de onda
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de 554 nm do laser de Hélio-Neonio e sua emissdo foi coletada com
utilizando o filtro de passagem de 560-615 nm. O pinhole foi usualmente
fixado, fornecendo uma faixa o6ptica de 1-1,5 pm. As imagens foram

processadas com auxilio do software ImajeJ.

2.6 Ensaio de ligagéo a RNA in vitro

O RNA total de folhas de Arabdopsis thaliana Colombia-0 foi extraido
e posteriormente marcado com biotina utilizando-se os kits Spctrum™ Plant
Total RNA e BrightStar ®Psoralen-Biotin (Ambion), respectivamente, de
acordo com as instrugcdes dos fabricantes. As construcdes pTNT-GST-
AtWWP1, pTNT-GST-AtMBD2, pTNT-GST-CCR2 (utilizada como controle
positivo do experimento; Heintzen et al., 1997), bem como o vetor vazio
foram transcritas e traduzidas in vitro, utilizando-se o sistema TNT® SP6
High-Yield Wheat Germ Protein Expression (Promega). Para isso,
adicionaram-se 2 pug do DNA plasmidial de cada construcdo juntamente com
15 yL de Wheat Germ Master Mix, para um volume final de 25 pL. As
amostras foram entdo mantidas a 25°C por 2 horas. Uma aliquota de 15 pL
foi utilizada para o ensaio de ligacédo e outra de 5 pL foi utilizada como input.

O ensaio de ligacdo a RNA foi realizado, conforme descrito por Vert &
Chory (2006). Para o pull down RNA-proteina, o RNA biotinilado foi
incialmente incubado com beads magnéticos de streptavidina (Invitrogen) em
tampao IP [Glutamato de Potassio 100 mM , Tris-HCI 50 mM pH7.6, MgCl, 2
mM, Nonidet NP40 0.05% (v/v] por 2 horas a 4°C, sob agitacdo, e entdo
lavado 3 vezes com 0 mesmo tampao. As proteinas foram entao adicionadas
ao complexo RNA-Beads juntamente com o tampado IP e a mistura foi
incubada a 4°C por duas horas, sob agitacdo. Apds lavagem das beads
peletizadas por 3 vezes com o tampdao IP, as proteinas foram eluidas com
2XSDS tampao de amostra [Tris-Cl 100 mM (pH 6.8), SDS 4%, Glicerol 20%
(v/v), B-mercaptoetanol 200 mM, EDTA 25 mM, azul de bromofenol 0,2%),
aguecidas a 100°C por 5 minutos. Posteriormente as amostras foram
analisadas por meio de eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢bes
desnaturantes, contendo dodecil sulfato de sédio (Sodium Dodecyl Sulfate-
PolyAcrilamide Gel Electrophoresis - SDS-PAGE) e detectadas por Western
blotting, utilizando anticorpos anti-GST (MACS/ Miltenyi Biotec). A ligagdo do

anticorpo foi detectada utilizando o anticorpo secundério anti-lgG de coelho
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conjugado a HRP, em associacdo com o0 sistema de deteccéo

SuperSignal®West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific).

2.7 Ensaio de ligagdo a DNA in vitro

O ensaio de ligagdo a DNA in vitro foi realizado conforme descrito por
Li et al. (2001). Para isso, foram utilizados beads de celulose conjugados a
DNA de timo de bezerro, fita simples (ssDNA) e fita dupla (dsDNA) (Sigma).
As construgdes pIXHA-AIWWP1, pIXHA-ATMBD2, pIXHA-NIG e pIXHA-PIF4
(utilizado como controle positivo; Sun et al., 2012), bem como o vetor vazio
foram transcritas e traduzidas in vitro utilizando-se o sistema TNT® SP6
High-Yield Wheat Germ Protein Expression (Promega) conforme descrito
acima.

Inicialmente os beads de ssDNA e dsDNA foram lavados 3 vezes com
o tampéo de ligacao (Tris-HCI 20mM pH7.4, MgCl, 2.5mM, NaCl 125mM e de
TritonX-100 0.5%) e ressuspensas a uma concentracao final de 10mg/mL.
Em seguida, uma aliquota de 15 pL de cada proteina foi incubada com 20 L
dos beads (ssDNA e dsDNA) e 100 pL do tampéo de ligagéo por 2 horas a
4°C, sob agitacdo. Apo6s lavagem dos beads peletizados por 3 vezes com o
tampdo de ligacao, as proteinas ligadas ao DNA foram eluidas com 2XSDS
tampdo de amostra e aquecimento a 100°C por 5 minutos, analisadas por
meio de SDS-PAGE) e detectadas por Western blotting, utilizando anticorpos
anti-HA (MACS/ Miltenyi Biotec). A ligagdo do anticorpo foi detectada
utilizando o anticorpo secundério anti-lgG de rato conjugado a HRP, em
associacdo com o0 sistema de deteccdo SuperSignal®West Pico

Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific).

2.8 Coimunoprecipitcéo in vivo

A fim de verificar a interacdo in vivo entre NIG e AtWWP1; e entre
AtWWP1 e AtMBD?2, foi realizado o ensaio de coimunoprecipitacdo utilizando-
se o kit p(MACS™ Epitope tag Protein Isolation (MACS/ Miltenyi Biotec).
Folhas de plantas jovens foram agroinfiltradas com as construcdes AtWWP1-
GFP e NIG-6HA + AtWWP1-GFP; AtMBD2-GFP e AtMBD2-GFP +
AtWWP1-6HA. Apés 72 horas, as folhas foram maceradas em 1mL do
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tampédo de lise [Tris-HClI 50 mM pH 8.0, Nonidet P-40 1% (v/v)] para
obtencdo do extrato proteico, o qual foi normalizado para 1.5 mg/mL
(Bradford_BIO-RAD) e incubado por 2 horas com beads anti-GFP (MACS/
Miltenyi Biotec) a 4°C, sob agitacdo. As beads foram recolhidas em coluna
magnética, conforme instru¢des do fabricante. Apos a lavagem da coluna, as
proteinas foram eluidas com 50 pL do tampdo de eluicdo previamente
aguecido a 95°C, analisadas por SDS-page e detectadas por Western
blotting, utilizando anticorpos anti-HA e anti-GFP. A ligagdo do anticorpo foi
detectada utilizando-se o anticorpo secundario anti-lgG de rato conjugado a
HRP, em associacdo com o sistema de deteccdo SuperSignal®West Pico

Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific).

2.9 Ensaio de Complementacédo de Fluorescéncia Bimolecular (BiFC)

Com a finalidade de verificar a interacdo entre AAWWP1 e NIG, folhas
de N. benthamiana foram agroinfiltradas com as combinac¢des do plasmideos:
pSPYNE-AtWWP1 + pSPYCE-NIG; pSPYCE-AtWWP1 + pSPYNE-NIG;
pSPYCE-AtWWP1 + pSPYNE, pSPYNE-AtWWPL1 + pSPYCE, pSPYCE-NIG
+ pSPYNE, PpSPYNE-NIG + pSPYCE. Para verificar a interagcdo entre
ATWWP1 e ATMBD?2, as construcdes agroinfiltradas foram: SPYNE-AtWWP1
+ pSPYCE-AtMBD2; pSPYCE-AtWWP1 + pSPYNE-AtMBD2; pSPYCE-
AtWWP1 + pSPYNE, pSPYNE-AtWWP1 + pSPYCE, pSPYCE-AtMBD2 +
pSPYNE, pSPYNE-AtMBD2 + pSPYCE. Ap6s 72 horas, fragmentos das
folhas foram analisados em microscopia confocal, sendo a fluorescéncia do
YFP avaliada com excitagdo a 514nm, utilizando laser de argdonio com

emissao a 560-615nm.

2.10 Técnicas de Biologia Molecular

Todas as técnicas de Biologia Molecular, incluindo preparagdo de
plasmideos, extracdo de RNA, DNA genbmico, DNA plasmidial,
transformacao de bactérias, digestdo de DNA por enzimas de restricao,
sintese de cDNA, dentre outras, foram conduzidas segundo protocolos

fornecidos pelos fabricantes ou contidos em Sambrook et al .(1989).
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3.0 RESULTADOS

3.1 A proteina At2G41020 (AtWWP1), que interage com NIG, é membro
de uma familia de proteinas de Arabidopsis contendo dois dominios
WW.

Como componente de uma rede de interagdes proteina-proteina que
converge para o hub CNS5A do sistema imune de plantas e como alvo da
proteina NSP de geminivirus, € provavel que NIG participe de processos
celulares basicos influenciados pela infeccao viral (Carvalho et al., 2008b,
Machado, 2011). De fato, expressdo ectopica de NIG em Arabidopsis
aumenta a suscetibilidade a geminivirus (Carvalho et al., 2008b). Com a
finalidade de identificar alvos celulares para a proteina NIG, foi realizada uma
triagem de proteinas candidatas, utilizando uma biblioteca de cDNA de A.
thaliana, por meio do sistema de duplo hibrido em leveduras (Machado,
2011). Dentre as possiveis interagdes, foi identificada a proteina codificada
pelo locus At2G41020, cuja interacdo com NIG foi confirmada
posteriormente, pelo ensaio de duplo hibrido em levedura e deteccdo de
atividade da enzima (3-galactosidase (Machado, 2011).

O locus At2G41020 codifica uma proteina de funcao desconhecida, de
463 residuos de aminoéacidos, com massa molecular de 49814.4 Da. Este
gene apresenta também uma forma variante de splicing, originando uma
proteina de 382 aminoacidos, de massa molecular de 41525.4 Da. A proteina
At2G41020 apresenta em sua sequéncia dois dominios WW / Rsp5 / WWP
(residuos de 193 a 226 e de 238 a 271; banco de dados InterPro
IPR001202), sendo designada AtWWP1 (WW domain-containing protein 1 de
Arabidopsis thaliana). O dominio WW é um modulo de interac@o proteina-
proteina encontrado em uma grande variedade de proteinas de sinalizagao.
Ele interage com ligantes através de sequéncias ricas em prolina que
frequentemente contém um residuo de tirosina (Sudol et al., 2001).

Com objetivo de entender a relacdo evolutiva de AtWWP1 com outras
proteinas contendo o dominio WW em plantas, foi realizada uma andlise
filogenética de AtWWP1 com as sequéncias mais préximas de plantas

selecionadas no banco de dados Uniprot (http://www.uniprot.org), de modo a

reunir informagcBes que facilitem a predicdo de sua funcdo. Conforme
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observado na Figura 2, a analise filogenética de AtWWP1 (Q67ZZ1) revelou
a presenca de proteinas homélogas com dominios WW conservados em 24
espécies no reino vegetal. AtWWP1 é mais proxima evolutivamente de
D7LG15, uma proteina de funcdo desconhecida de Arabdopsis lyrata,
seguida pelas proteinas das espécies Glycine Max (IJFQ4) Lotus corniculatus
var. japonicus (I13T943), Populus trichocarpa (B9HDT9), Ricinus communis
(BO9SEY2) e Vitis vinifera (D7TQ37), todas codificando proteinas preditas
ainda ndo caracterizadas. Considerando a espécie Arabdopsis thaliana,
foram identificados 10 homodlogos de AtWWP1, sendo Q9SVQ1
(AT3G06480), QILYJI9 (AT5G14610) e Q8H136 (AT3G01540), membros da
familia de helicases de RNA dependentes de ATP cujo papel biolégico ainda
nao foi completamente elucidado; Q6AWWG6 (AT2G47310) e 004425
(AT4G16280) sdo proteinas cujas funcdes estdo relacionadas ao controle do
tempo de floracdo (FCA) em Arabdopisis e silenciamento génico (Baurle et
a.l, 2007); Q9LHLO (AT3G13225) e QOWUS3 (AT3G59770) codificam
proteinas funcionalmente desconhecidas, sendo que a Ultima pode ter seu
papel relacionado ao metabolismo do fosfatidilinositol (Vollmer et al., 2011);
QILT25 (AT3G19840), B6EUA9 (AT1G44910) e F4JCC1l (AT3G19670)
representam trés membros da familia ATPRP40 (Arabdopsis thaliana pre-
MRNA processing protein 40) capazes de interagir com o dominio C-terminal
da subunidade maior da RNA polymerase Il, e cuja funcdo provavel envolve o
processamento do pre-mRNA durante o splicing (Kang et al.,2009). Dentre
os homologos em Arabdopsis, AtWWP1 é mais relacionada filogeneticamente
com a proteina Q6AWWG (36,04% de identidade de sequéncia), seguida por
004425 (24% de identidade de sequéncia) e mais distante em filogenia da
proteina F4JCC1. Ao Incluir na analise sequéncia de proteinas contendo
dominio WW de espécies animais, verificou-se que AtWWP1 compartilha
com a proteina PQPB1 (Npw38) de humanos 17,02% de identidade de
sequéncia (Figura S1). Entretanto, a identidade de sequéncia entre as duas
proteinas se eleva para 50% quando apenas o carboxi-terminal (70
aminoacidos) é usado como base de comparacado, delimitando um dominio
conservado nas proteinas de diferentes reinos. Em PQPB1, este dominio
carboxi-terminal é responsavel por interacdo com a proteina U5 do
spliceossomo, enquanto que o dominio WW interage com o carboxi-terminal
da subunidade maior da RNA polimerase Il (Komuro et al., 1999; Waragai et
al.,2000; Takahashi et al., 2010).
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3.2 AtWWP1 é uma proteina nuclear com a capacidade de formar corpos

nucleares, via seu dominio conservado no carboxi terminal.

A presenca de dominios similares a PQPB1 (dominio WW e carboxi-terminal
conservado) na estrutura predita de AtWWP1 € um possivel indicativo de que
estas proteinas também compartilhem fung¢des similares. Se este for o caso,
espera-se que AtWWP1 se localize no nucleo e forme corpos intranucleares
de incluséo (Okazawa et. al.; 2001).

A fim de determinar a localizagdo subcelular de AtWWP1, foi realizado o
ensaio de expressdo transiente, mediado por A. tumefaciens, em células
epidérmicas de folha de tabaco. A proteina AtWWP1 foi fusionada as caudas
GFP e mCherry, e sua localizacdo subcelular foi analisada por microscopia
confocal (Figura 3). Uma intensa fluorescéncia, emitida tanto por GFP ou
mCherry, foi observada na regido nuclear, concentrando-se em agregados
subnucleares, também conhecidos como corpos nucleares. A presenca de
corpos nucleares foi observada em 100% das células analisadas, quando
AtWWP1 foi expressa com a epitopo GFP, sendo que o tamanho e nlimero
de corpos nucleares variaram nos nudcleos analisados (Figura 3A e 3B). A
Figura 3C representa a expressdo de AtWWP1 fusionada a etiqueta mCherry
gue também exibiu a capacidade de formar corpos nucleares, embora em
menor frequéncia. Analise de comparacdo de sequéncias entre AtWWP1 e
PQBP1 revela uma regido altamente conservada de 56 aminoéacidos
(posicdes 405 a 461 em AtWWP1) no dominio C terminal das proteinas (50%
identidade de sequéncia, Figure S1). Com a finalidade de identificar se este
dominio conservado poderia conter um sinal de localizagdo subnuclear,
responsavel pela formagéo dos corpos nucleares, trés versdes truncadas de
AtWW1 foram geradas (Figura 1) e independentemente fusionadas a GFP.
Baseado nos experimentos de duplo hibrido em leveduras (Machado, 2011),
os residuos de aminoacidos posi¢cbes 1-76 ndo participam na formacédo do
complexo NIG-AtWWP1 e, portanto, ndo foram considerados no desenho das

versdes truncadas.
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Figura 2: Arvore filogenética dos homdlogos de AtWWP-1(Q672Z1) em
plantas. As sequéncias mais proximas de AtWWP-1 foram selecionadas no
banco de dados Uniprot (http://www.uniprot.org) e alinhadas no programa

Mega, utilizando o algoritmo muscle. A arvore filogenética foi gerada pelo

programa Mrbayes (http://mrbayes.sourceforge.net/). A analise filogenética de

AtWWP1 (retangulo vermelho) revelou a presenca de homélogos em 24
espécies no reino vegetal. Considerando a espécie Arabdopsis thaliana,
foram identificadas 10 homoldgos, sendo eles: Q9SVQ1, Q9LYJ9 Q8H136,
Q6AWWSG6, 004425, QILHLO, QOWUS3, Q9LT25, BEUA9 e F4JCC1.
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Além do carboxi-terminal conservado, uma versao truncada contendo
o0 dominio WW (posicdes 193-271) de interacdo proteina-proteina foi incluida
na analise. Todas as versoes truncadas de AtWWP1 fusionadas a GFP, ou
seja WWP1'%2  wwp1'%¥?t o WwP1%*%4%  quando ectopicamente
expressas em folhas de tabaco, dirigiram intensa fluorescéncia para o nucleo
de células transfectadas (Figuras 4B, 4C e 4D) , embora um sinal de
localizacdo nuclear predito € encontrado apenas na versdo carboxi-terminal
(posicbes 362-371). A concentracdo de fluorescéncia no nucleo foi
direcionada pelas sequéncias de AtWWP1, porque o sinal de fluorescéncia,
guando GFP é expressa sozinho em células transfectadas, € particionado
entre o nlcleo e o citoplasma (Figura 4A). Embora, as trés versdes truncadas
de AtWWP1 sejam localizadas no nucleo, apenas o carboxi terminal
conservado (WWP1%°%%) foj capaz de formar agregados subnucleares, na
forma de corpos nucleares (Figura 4C). Estes resultados mapeam a regido
formadora de corpos nucleares em AtWWP1 para o dominio carboxi-terminal.
Provavelmente, a regido altamente conservada no dominio C terminal seja a
responsavel pela formagéo de corpos nucleares por ambas as proteinas de
planta (At WWP1) e humano (PQBP1).

3.3 AtWWP1 redireciona a proteina citoplasmatica NIG para os corpos

nucleares

Uma vez que AtWWP1 foi identificada pela sua capacidade de
interagir com NIG em leveduras e que NIG exibe propriedades de proteinas
de transporte nucleocitoplasmético (Carvalho et al., 2008b, Machado 2011),
foi de interesse examinar se NIG pudesse ser um alvo de AtWWP1 na
compartimentalizacdo de corpos nucleares. A proteina NIG é uma proteina
citoplasmética, que se acumula ao redor do envelope nuclear de células
vegetais (Carvalho et al., 2008b; Figura 5A). Entretanto, co-expressao
ectépica da proteina NIG-mCherry com AtWWP1-GFP resulta no
redirecionamento de NIG do citoplasma para o ndcleo, onde NIG
aparentemente passa a fazer parte dos corpos nucleares formados por
AtWWP1 (Figura 5B e 5C). Estes resultados indicam que AtWWP1 tem a
capacidade de relocar proteinas para corpos nucleares. Trata-se de uma
propriedade inerente de AtWWP1 porque NIG interage in vitro e in vivo com a

proteina NSP de begomovirus, e ndo é redirecionada para o nucleo.

20



(A) AtWWP1-GFP CONTRASTE

(B)
AtWWP1-GFP CONTRASTE

(€)
AtWWP1-mCherry CONTRASTE

Figura 3: Localizagdo subcelular de AtWWP1. Folhas de N. benthamiana
foram infiltradas com A. tumefaciens carreando as constru¢fes de AtWWP1-
GFP (A e B) e AtWWP1-mCherry (C). As imagens foram obtidas por
microscopia confocal, 72 horas apds a agroinfiltracdo. As barras equivalem a

10pm.
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3.4 AtWWP1 interage com NIG in vivo e no nucleo de células

transfectadas.

Embora AtWWP1 tenha sido identificada pela sua capacidade de
interagir com NIG em leveduras, a formacédo do complexo AtWWP1-NIG in
vivo ndo foi demonstrada. Com o objetivo de substanciar o argumento de
gque AtWWP1 intermedia a localizagdo de NIG para os corpos nucleares,
ensaios de coimunoprecipitacdo foram inicialmente conduzidos para
confirmar se NIG interage com AtWWP1 in planta. Para isto, foram utilizados
extratos proteicos de folhas de N. benthamiana expressando transientemente
NIG-6HA e AtWWP1-GFP (Figura 6). O extrato proteico de folhas
expressando apenas AtWWP1-GFP foi imunoprecipitado utilizando beads
anti-GFP, e o immunoprecipitado detectado por western blotting com o
anticorpo anti-HA (canaleta 1) ou anti-GFP (canaleta 4). A auséncia de
bandas na canaleta 1 comprova que o anticorpo anti-HA ndo reconhece a
proteina AtWWP1-GFP, sendo, portanto, especifico para o0 epitopo HA.
Expresséao transiente da proteina AtWWP1-GFP em folhas de tabaco resultou
em duas bandas de mobilidade eletroforética correspondente a ~75kDa,
massa molecular predita para a proteina recombinante, e ~80 KDA,
provavelmente uma forma pés-traducionalmente modificada de AtWWP1
(canaleta 4).

A interacdo entre NIG e ATWWPL1 foi avaliada na canaleta 2 em que o
extrato protéico de folhas expressando transientemente AtWWP1-GFP +
NIG-6HA foi imunoprecipitado utilizando beads anti-GFP, e detectada por
western blotting com o anticorpo anti-HA, sendo que a banda Unica de
aproximadamente 70 kDa representa a proteina NIG. Immunoblotting de uma
fracdo do extrato protéico de folhas coinfiltradas com AtWWP1-GFP + NIG-
6HA com o anticorpo anti-HA revelou o nivel de expresséo de NIG no extrato
gue foi utilizado para a co-imunoprecipitacdo com anti-GFP (canaleta 3). A
canaleta 5 (input) representa uma aliquota correspondente a 12,5% do total
aplicado na canaleta 2, revelada com o anticorpo anti-GFP, indicando o nivel

de expressao da proteina AAWWP1-GFP, no ensaio de co-imunoprecipitacao.
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A) ___eGFP CONTRASTE

B) AWWP T TGP CONTRASTE

(C) AtWWP1'9%2"L.GFP CONTRASTE
(D) AtWWP13°%49S_.GFp CONTRASTE

Figura 4: A capacidade de formacdo de corpos nucleares e atribuida a
por¢cdo C-terminal de AtWWP1. Folhas de N. benthamiana expressando
transientemente as construgdes AtWWP ™ 92.GFP (A), AtWWP1'%?"L.GFp
(B) e AtWWP1%*%*%3.GFP (C) foram analisadas por microscopia confocal. As
barras correspondem a 10um.
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(A) NIG-mCherry CONTRASTE

NIG-mCherry SOBREPOSICAO CONTRASTE
AtWWP1-GFP

NGmCherr| SOBREPOS|AO CONTRASTE

Figura 5: NIG é redirecionada para o ntcleo quando co-expressa com AtWWP1. Folhas de N. benthamina foram agroinfiltradas com NIG-
mCherry (A) e AtIWWP1-GFP + NIG-mcherry (B e C), as imagens de microscopia confocal foram obtidas apos 72 horas apos a agroinfiltragéo.
As barras correspondem a 10um

(B) AtWWP1-GFP
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A interacdo in vivo entre NIG e AtWWP1 foi também avaliada pelo ensaio de
complementacédo de fluorescéncia bimolecular, BiFC (Figura 7). Além de detectar a
interacdo in vivo entre proteinas candidatas, esta técnica permite identificar a
localizacdo subcelular da interacdo. Inicialmente, as proteinas NIG e AtWWP1 foram
fusionadas as porcdes N-terminal e C-terminal nao-fluorescentes, da proteina
amarela fluorescente (YFP). Culturas de Agrobacterium tumefaciens, estirpe
GV3101, carreando as combinagBes das construgdes foram agroinoculadas em
folhas de N. benthamina. Apds 72hs, fragmentos das folhas infiltradas foram
analisados em microscopia confocal. A fluorescéncia emitida por YFP foi
reconstituida no nucleo de células coexpressando AtWWP1-SPYNE e NIG-SPYCE
(Figura 7A), bem como em folhas coexpressando AtWWP1-SPYCE e NIG-SPYNE
(Figura 7B). Nenhuma fluorescéncia foi detectada quando AtWWP1 e NIG foram
coinfiltradas com o vetor complementar vazio (Figuras 7C e 7D). Estes resultados
demonstram que a interacao detectada entre NIG e AtWWPL1 pelo sistema de duplo
hibrido em leveduras (MACHADO,2012) ocorre também in vivo. Além disso, foi
possivel verificar que a interacdo entre NIG e AtWWP1 ocorre no ndcleo com a
formacédo de corpusculos nucleares (Figuras 7A e 7B), reforcando o argumento de

que AtWWP1 direciona NIG para os corpos nucleares.

3.5 A proteina AtWWP1 também interage com AtMBD2, proteina que contém

um dominio de ligacdo a CG metilado

Com a finalidade de confirmar a propriedade inerente de AtWWP1 de
compartimentalizacdo de proteinas ligantes em corpos nucleares, inicialmente foi
identificado, atraveés do interactoma de Arabdopsis thaliana
(http://signal.salk.edu/interactome/All.html), a proteina AtMBD2, como uma possivel

parceira adicional de AtWWPL1.
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Figura 6: NIG e AtWWPL1 interagem in vivo. Extrato proteico de folhas de N.
benthaminana agroinoculadas com AtWWP1-GFP (canaleta 1) e AtWWP1-
GFP+ NIG-6HA (canaleta 2), foram imunoprecipitados com beads anti-GFP e
detectadas com anticorpo anti-HA. O nivel de expressdo da proteina
recombinante NIG-HA (input) foi monitorado através de immunoblot de uma
fracdo do extrato proteico de folhas coinfiltradas com AtWWWP1-GFP + NIG-6HA
sondado com anti-HA (canaleta 3). As canaletas 4 e 5 (inputs), representam
12,5% dos totais aplicados nas canaletas 1 e 2, respectivamente, reveladas com
o anticorpo anti-GFP, indicando que a proteina AtWWP1-GFP foi expressa em
ambas as condicoes.

. YFP CONTRASTE CLOROFILA SOBREPOSICAO
(A)
AWWP1-SPYNE +
NIG-SPYCE
(B)
AWWP1-SPYCE+
NIG-SPYNE
(©) (D) YEP CONTRASTE
AWWP1-SPYNE+ NIG-SPYNE +
SPYCE SPYCE
AWWP1-SPYCE+ NIG-SPYCE +
SPYNE SPYNE

Figura 7: A interacdo entre NIG e At2G41020 ocorre no nucleo. Fragmentos
ndo-fluorescentes da proteina amarela fluorescente (YFP), NE e CE, foram
fusionados a NIG e AtWWP-1. Diferentes combinacdes das construcdes,
conforme indicado, foram agroinfiltradas em folhas de N. benthamiana e
analisadas por microscopia confocal, 72 h apos agroinfiltracao.
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AtMBD2 (AT5G35330) pertence a familia de proteinas de Arabidopsis,
caracterizada estruturalmente pela presenca de um dominio MBD (methyl-CpG-
binding domain) e, de acordo com o interactoma de Arabidopsis, interage com
uma série de fatores de transcri¢cdo. A interacdo entre AtWWP1 e AtMBD2 foi
confirmada por meio do ensaio de duplo hibrido em leveduras (Figura 8).
Leveduras expressando as proteinas quiméricas BD-AtWWP1 + AD-AtMBD2,
bem como as construgbes inversas pAD-AtWWP1 + pBD-AtMBD?2,
apresentaram crescimento tanto em meio deficiente dos aminoéacidos leucina,
triptofano e histidina quanto no mesmo meio, acrescido de 10 mM de 3AT
(Figura 8A). Os controles negativos pBD + pAD-AtWWP1; pBD-AtMBD2+ pAD,
pBD + pAD-AtMBD2 e pBD + pAD apresentaram crescimento apenas em meio
deficiente de leucina e triptofano, que seleciona os duplos transformantes.
Entretanto, foi observado o crescimento do controle negativo pBD-ATWWP1+
pAD tanto em meio deficiente dos aminoacidos leucina, triptofano e histidina
guanto no mesmo meio seletivo, acrescido de 10 mM de 3AT. Este resultado
indica que a proteina AtWWP1 exibe atividade de ativagdo transcricional em
leveduras.

Além de promover prototrofia a histidina, a coexpressao de AIWWPL1 e
AtMBD2 fusionados aos dominios de GAL4 resultou na transativacdo do gene
reporter LacZ, (Figura 8B) Leveduras co-transformadas com pBD-AtWWP1 +
pAD-AtMBD?2 (3.77+0,38), bem como as constru¢des inversas pAD-AtWWP1 +
pBD-AtMBD2 (2,95 + 0,34), apresentaram atividade da enzima -galactosidase
significativamente superior (ao nivel de 5% de significancia pelo teste t) aquela
apresentada pelos controles negativos, que corresponderam pBD + pAD-
AtWWP1 (0.67 + 0.07); pBD-AtMBD2+ pAD (0.58 + 0.04), pBD + pAD-AtMBD2
(0.63 + 0.06), pBD-AtWWP1+ pAD (1.21 + 0.34) e pBD + pAD (0.58 + 0.04).
Leveduras coexpressando pBD-AtWWP1 + pAD apresentaram atividade da
enzima (-galactosidase superior aos demais controles negativos, embora os
valores nao tenham sido estatisticamente diferentes. Coletivamente, estes
resultados confirmam que a proteina AtMBD2 interage com AtWWP1 em
leveduras e sugerem que AtWWP1 possa ter uma atividade transativadora fraca

em leveduras.

3.6 A proteina AtWWP1 interage in vivo com AtMBD2

Com o objetivo de verificar se a interagdo entre AtWWP1 e AtMBD2

ocorre in planta foi realizado o ensaio de coimunoprecipitacdo (Figura 9),
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utilizando o extrato proteico de folhas de N. benthamiana expressando
transientemente AtWWP1-6HA e AtMBD2-GFP.

A especificidade do anticorpo anti-HA foi avaliada através de
immunoblots de imunoprecipitados de extrato proteico de folhas expressando
transientemente AtMBD2-GFP preparados com beads anti-GFP mas sondados
com o anticorpo anti-HA (canaleta 1). A auséncia de bandas comprova que o
anticorpo anti-HA n&o reconhece a proteina AtMBD2-GFP, sendo portanto,
especifico para o epitopo HA. A interacdo entre AtWWP1 e AtMBD2 foi
avaliada na canaleta 2 em que o extrato proteico de folhas expressando
transientemente AtIWWP1-6HA + AtMBD2-GFP foi imunoprecipitado utilizando
beads anti-GFP, e detectada por western blotting com o anticorpo anti-HA,
revelando a presenca de duas bandas, ambas correspondentes a proteina
AtWWP1-6HA (~55kDa e ~75kDa). O nivel de expressdo de AtWWP1-6HA no
extrato proteico de folhas coinfiltradas com ATWWP1-6HA + AtMBD2-GFP foi
monitorado através de immunoblot de uma fracdo desses extratos sondado com
anti-HA (canaleta 3). Estes resultados confirmam os resultados anteriores de
expressdo de AtWWP1-GFP em plantas, nos quais duas bandas de AtWWP1
sdo detectadas e que, provavelmente, representam diferentes formas
modificadas postraducionalmente. As canaletas 4 e 5 (inputs), representam uma
aliquota correspondente a 12,5% dos totais aplicados nas canaletas 1 e 2,
respectivamente, reveladas com o anticorpo anti-GFP, indicando o nivel de
expressao da proteina AtMBD2-GFP em ambas as condi¢des.

A interacdo in vivo entre AtMBD2 e AtWWP1 foi também avaliada pelo
ensaio de complementagdo de fluorescéncia bimolecular BiFC (Figura 10). As
proteinas AtMBD2 e AtWWP1 foram fusionadas as por¢des N-terminal e C-
terminal, ndo-fluorescentes, da proteina amarela fluorescente (YFP). Culturas de
Agrobacterium tumefaciens, estirpe GV3101, carreando as combinac¢des das
constru¢des foram agroinoculadas em folhas de N. benthamina e, apés 72 h,
fragmentos das folhas infiltradas foram analisados por microscopia confocal. A
fluorescéncia emitida por YFP foi reconstituida no nlcleo de células
coexpressando AtWWP1-SPYNE e AtMBD2-SPYCE (Figura 10A), bem como
em folhas coexpressando AtWWP1-SPYCE e AtMBD2-SPYNE (Figura 10B).
Nenhuma fluorescéncia foi detectada quando as fusdes de AtWWP1 e AtMBD2
foram coinfiltradas com o vetor complementar vazio (Figura 10C e 10D). Estes
resultados confirmam que AtWWP1 e AtMBD2 interagem in vivo e que a
formag&o do complexo AtMBD2-AtWWP1 ocorre no nucleo, mais precisamente,

em corpos nucleares.
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Figura 8: AtWWP1 interage com AtMBD2 em leveduras. (A) Leveduras
cotransformadas com as construcdes indicadas foram avaliadas quanto a
sua prototrofia a histidina, sendo plaquedas em meio seletivo deficiente
dos aminoécidos leucina, triptofano e histidina, suplementado com 10 mM
de 3AT. (B) A gquantificacdo da atividade da enzima p-galactosidase
(representada em mL™.min™) foi utilizada para confirmar as interacées.
Os pares foram comparados pelo teste t e valores de p<0,05 foram
considerados significativos.

29



ColP: aGFP INPUT IP : aGFP
AtMBD2-GFP + o+ + + o+
AtWWP1-6HA MR -~ + i B
100600
20kD% 10000
SSKDS e TOKDY e
aHA aHA e oaGFP
35kDs
35k ——
1) (2
(1) (2) (3) (a) (s)

Figura 9: AtWWP1 e AtMBD2 interagem in vivo. Extrato proteico de
folhas de N. benthaminana agroinoculadas com AtMBD2-GFP (canaleta
1) e AtMBD2-GFP+ AtWWP1-6HA (canaleta 2), foram imunoprecipitados
com beads anti-GFP e detectadas com anticorpo anti-HA. O nivel de
expressdo da proteina recombinante HA-AtWWP1 foi monitorado por
immunoblots de uma fracdo do extrato proteico de folhas coinfiltradas
com AtMBD20-GFP+ AtWWP1-6HA sondado com anti-HA. As canaletas
4 e 5 (inputs), representam 12,5% dos totais aplicados nas canaletas 1 e
2, respectivamente, reveladas com o anticorpo anti-GFP, indicando que a
proteina AtMBD2-GFP foi expressa em ambas as condicées.
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Figura 10: A interacdo entre AtWWP1 e AtMBD2 ocorre no nucleo. Ensaio
de complementacdo de fluorescéncia bimolecular (BiFC). Fragmentos néo-
fluorescentes da proteina amarela fluorescente (YFP), NE e CE, foram
fusionados a AtMBD2 e AtWWP1. Diferentes combina¢Bes das construcdes
foram agroinfiltradas em folhas de N. benthamiana e examinadas por
microscopia confocal. As barras correspondem a 10um.
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3.7 Co-localizagdo de AtWWP1l com a proteina AtMBD2 em corpos

nucleares

Previamente, foi demonstrado que a proteina AtMBD2 é uma proteina
nuclear, dispersa no nucleoplasma e néo encontrada em corpos nucleares
(Zemach et al., 2005; Figura 11A). Entretanto, a co-expressao transiente da
proteina AtMBD2-mCherry com AtWWP1-GFP resultou na sua realocagéo para
corpos nucleares formados por AtWWP1 (Figura 11B), o que € condizente com
0s resultados obtidos no ensaio de complementacdo de fluorescéncia
bimolecular que mostrou a interacdo entre as proteinas ocorrendo em corpos
nucleares (Figura 10). Uma vez que NIG é parceiro celular de AtWWP1, a co-
localizacdo entre NIG e AtMBD2 também foi analisada (Figura 11C).
Diferentemente do observado quando coexpressa com AtWWP1 (Figura 4B),
NIG permaneceu no citoplasma quando expressa com AtMBD2. Estes
resultados acomodam diversas interpretacdes. Primeiramente, eles indicam que
a localizacdo de ambas as proteinas NIG e AtMBD2 para os corpos nucleares &
dependente de interagcdo com AtWWP1. Segundo, provavelmente a interagéo
entre NIG e AtMDB2 nao ocorre in vivo. Finalmente, um possivel homdlogo de
AtWWP1 de N, bethammiana nao € capaz de intermediar a interacdo entre as
proteinas heterdlogas de Arabidopsis ou é expresso em concentracfes abaixo

do nivel de deteccao.

3.8 Interacdo de AtWWP1 com AtMBD2 ocorre via seu domino C-terminal
conservado

Com a finalidade de mapear em AtWWP1 os dominios de interagdo com
seu parceiros celulares NIG e AtMBD2, as 3 formas truncadas de ATWWP1,
WWP1'71%2 WwP11%2"t ¢ WWP1%%® foram fusionadas a dominios de GAL4
e as possiveis interacdes avaliadas pelo sistema duplo hibrido em leveduras
(Figural). A porcao C-terminal de AtWWP1 foi responsavel pela interagdo com
AtMBD2 (Figural?). Leveduras expressando as proteinas quiméricas BD-
AtWWP1792 + AD-AtMBD2, AD-AtWWP1'"'%? + BD-AtMBD2, AD-AtWWP1™*
21 + BD-AtMBD2, apresentaram crescimento apenas em meio deficiente de
leucina e triptofano, que seleciona os duplos transformantes (Figura 12A e 12B).
Embora expressdo o das proteinas quiméricas BD-AtWWP1¥?+ pAD-
AtMBD?2 tenha promovido prototrofia a histidina, o crescimento das leveduras
co-transformadas foi interrompido na presenca de 10 mM de 3AT (Figura 12B).

Além disso, expressdo das proteinas quiméricas AD- AtWWP1'%?t + BD-
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AtMBD2 ndo resultou em prototrofia a histidina e, tampouco, promoveu
crescimento no meio seletivo acrescido de 3AT. Em contraste, leveduras
expressando BD-AtWWP1*%%43+ AD-AtMBD2, bem como a construgéo inversa
PpAD-AtWWP13%94%31+  pBD-AtMBD2 apresentaram crescimento em meio
deficiente dos aminoacidos leucina, triptofano e histidina tanto na auséncia
guanto na presenca de 10 mM de 3AT (Figura 12C), enquanto que os controles
negativos correspondentes apresentaram crescimento apenas em meio
deficiente de leucina e triptofano, que seleciona os duplos transformantes. Estes
resultados delimitam o dominio de ligacdo a AtMBD2 na regido C-terminal,
posicdes 360 a 463, de AtWWP1 que corresponde ao dominio altamente
conservado entre homadlogos de espécies vegetais e animais, responsavel por

relocar AtWWP1 para os corpos nucleares.

3.9 A porgao C-terminal de AtWWP1 é suficiente para relocar AtMBD2 para

0S corpos nucleares

Uma vez que o dominio C-terminal conservado de AtWWP1 retém a
habilidade de formar corpos nucleares e de ligar a AtMBD2, foi de interesse
verificar se este dominio por si s6 seria suficiente para relocar AtMBD2 para os
corpos nucleares. Folhas de N. benthamiana coexpressando transientemente as
construgbes AtWWP1'"*2.GFP+AtMBD2-mCherry (Figura 13A), AtWWP119327%
GFP+AtMBD2-mCherry (Figura 13B) e AtWWP1%*%‘®.GFP+AtMBD2-mCherry
(Figura 13C) foram analisadas em microscopio confocal, 72 horas apds a
agroinfiltracdo. Conforme apresentado na Figura 13C, a proteina AtMBD2 é
relocada para 0s corpos nucleares quando colocalizada com a por¢do C-
terminal de AtWWPL1. Esses resultados reforcam o argumento de que a regido
C-terminal conservada de AtWWP1 possui a capacidade de formar agregados

subnucleares e de direcionar proteinas ligantes para estes corpos nucleares.
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Figura 11: Localizagdo subcelular de AtWWP1 com AtMBD2 e NIG. Folhas de N. benthamiana expressando transientemente as
construgbes AtMBD2-mCherry (A), AtMBD2-mCherry + AtWWP1-GFP (B) e AtMBD2-GFP + NIG-mCherry (C) foram analisadas em
microscépio confocal, 72 horas ap0s a agroinfiltracdo. (B). As barras correspondem a 10um
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3.10 Natureza dos corpos nucleares formados por AtWWP1

Com o objetivo de caracterizar os corpos nucleares formados por
ATWWP1, foi realizado a colocalizacdo de AtWWP1l com 7 proteinas
formadoras de corpos nucleares, envolvidas em processos bioldgicos
conhecidos. Os marcadores utilizados foram: Fibrillarina (AT4G25630), Coilina
(AT1G13030), CCR2 (AT2G21660), CypRS64 (AT3G63400), CDKC2
(AT5G64960) ,SCL33 (AT1G55310) e SR34 (AT1G02840), todos fusionados a
etiqueta mCherry. Folhas de N. benthamiana foram infiltradas com ATWWP1-
GFP juntamente com cada um dos marcadores acima. Apés 72hs, fragmentos
das folhas infiltradas foram analisados em microscopia confocal (Figura 14).

Corpos nucleares conhecidos como speckles sdo caracteristicos por
funcionarem como subcompartimentos para diversos fatores envolvidos no
splicing do pré-mRNA, incluindo snRNPs e proteinas ricas em repetices
Serina/Arginina (familia SR) (Mao et al.,2011). A proteina CypRS64, uma
cicloflina membro da familia RS, tem seu papel associado a regulagdo da
maquinaria de splicing em Arabdopsis. Foi demonstrado que CypRS64 se
associa ao fator SR34, importante no reconhecimento da regido 5 durante o
processo de splicing (Lorcovick et al,2004a; 2004b). Outro fator de splicing,
membro da familia SR em Arabdopsis, € a proteina SCL33, homdloga a
proteina SR35 em mamiferos, capaz de se ligar a Ul-70kDa, uma snRNP
envolvida em multiplos papéis durante o processamento do pre-mRNA (Ali et al.,
2003). A proteina CCR2 desempenha papel na regulacao do ciclo cicardiano em
Arabdopsis (Heintzen et al., 1997), além de, ter sua funcdo associada ao
fenbmeno de splicing alternativo (Staiger et al., 2003). A coexpressao de
AtWWP1 com os fatores de splicing CypRS64, SR34, SCL33 e CCR2 indicou
diferentes perfis de localizacdo em todos os casos analisados (Figuras 14A,
14B, 14C e 14D), sendo que o padrao de speckles dos fatores de splicing ndo
foi alterado, conforme pode ser verificado comparando-se a expressao de cada

fator individualmente, com a coexpressao com AtWWP1.
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Figura 12: A porcédo C-terminal de AtWWP1 é suficente para a interacdo com
a proteina AtMBD2. Leveduras cotransformadas com as construcdes indicadas
foram avaliadas quanto a sua prototrofia a histidina, sendo plaguedas em meio
seletivo deficiente dos aminodacidos leucina, triptofano e histidina, suplementado

com 10 mM de 3AT.
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Figura 13: A proteina AtMBD2 ¢é relocada para os corpos nucleares quando expressa com a por¢cdo C-terminal de AtWWP1.
Folhas de N. benthamiana coexpressando transientemente as construcdes AtWWP1'"%.GFP +AtMBD2-mCherry (A), AtWwP1193-127L.
GFP +AtMBD2-mCherry (B) e AtWWP1%%®3.GFP AtMBD2-mCherry (C) foram analisadas em microscépio confocal, 72 horas apds a

agroinfiltracdo.As barras correspondem a 10um.
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Portanto, os corpos nucleares contendo AtWWP1 foram claramente
distintos daqueles formados pelos fatores de splicing analisados, nestes
estudos de co-localizacdo. O mesmo foi observado quando AtWWP1 foi
coexpresso com a proteina nucleolar fibrilarina. Diferentes perfis de
colocalizacdo foram observados (Figura 14E), indicando a auséncia de
AtWWP1 no nucléolo. A proteina AtWWP1 também n&o compde o
complexo formador dos corpos de cajal (Figura 14F), indicado pelo
diferente perfil de localizacdo quando coexpressa com a proteina Coilina,
principal componente dos corpos de Cajal (Ogg & lamond, 2002). Muitas
kinases e fosfatases capazes de fosforilar e desfosforilar componentes da
maquinaria de splicing, respectivamente, tem sido encontrados em
speckles, o que condiz com o papel dessas proteina na regulacado das
modificacbes pbs-traducionais de componentes da maquinaria de
splicing. (Mao et al.2011). A proteina CDK (cyclin-dependent kinase)
desempenha um papel regulatério chave em diversas funcBes celulares,
incluindo progresséo do ciclo celular, transcricdo e traducdo. Em plantas,
foi reportada a co-localizacdo da proteina CDKC2 com componentes do
spliceossomo (Kitsios et al., 2008). A coexpressdo de AtWWP1-GFP e
CDKC2-mCherry revelou que ambas co-localizam no ndcleo somado de
um discreto aumento dos speckles de CDKC2 (Figura 14D). Embora
CDKC2 nao tenha sido claramente relocada para os corpos nucleares de
AtWWP1, e areas sem sobreposicdo do GFP e RFP sejam observadas
no nucleo mesmo que em menor frequencia, nota-se um padrédo similar
de localizagcdo subnuclear entre as duas proteinas o que sugere que
AtWWP1 e CDKC2 devem estar envolvidas em um mesmo fenbmeno

bioldgico.

3.11 Avaliagao da capacidade de AtWWP1 de ligac&o a acidos nucléicos in

vitro

A capacidade de formar corpos nucleares compartimentalizados com

CDKC2 sugere que AtWWP exibe atividades bioguimicas condizentes com

funcdes nucleares, tais como atividade de ligacdo a RNA e atividade de ligagéo

a DNA. A capacidade de ligagdo de AtWWP1, e também da proteina parceira
AtMBD2a, ao RNA foi avaliada in vitro, utiizando RNA total de Arabdopsis

thaliana ligado a biotina e conjugado a beads de streptavidina. As proteinas

AtWWP1 e AtMBD?2 fusionadas ao epitopo GST foram transcritas e traduzidas in

vitro e incubadas com complexo RNA-beads. Estes ensaios demonstraram que
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AtWWP1 e AtMBD2 n&o possuem a capacidade de ligagcdo a RNA (Figura 15A,
canaletas 3 e 4 respectivamente). Como controle positivo, na canaleta 2, foi
utilizada a proteina CCR2, dotada de um dominio caracteristico de ligacdo a
RNA e cuja capacidade de ligagcao foi previamente reportada (Heintzen et al.,
1997). A canaleta 1 representa a expressdo de GST,vno vetor vazio pTNT-GST,
indicando que ndo ha ligagéo inespecifica entre GST e 0 RNA. As canaletas (5),
(6), (7) e (8) representam os inputs CCR2, GST, AtWWP1l e AtMBDZ2,
respectivamente, demonstrando que todas as proteinas foram corretamente
expressas in vitro.

A capacidade de ligacdo de AtWWP1, AtMBD2 e NIG a DNA fita simples
(ssDNA) e/ou fita dupla (dsDNA) foi avaliada pelo ensaio de ligacdo in vitro
utilizando beads de celulose conjugados a ssDNA ou dsDNA (Sigma; Figura 16).
As proteinas AtWWpl e AtMBD2 exibiram a capacidade de ligacdo a ssDNA
(canaletas 4 e 5, respectivamente) e dsDNA (canaletas 9 e 10), enquanto que
NIG ndo apresentou capacidade de ligagcdo a nenhuma das duas formas de
DNA (canaletas 3 e 8). Como controle positivo, foi utilizado o fator de transcricdo
PIF4 (AT2G41010, canaletas 2 e 7) cuja ligacdo a DNA foi previamente
reportada (Sun et al., 2012). As canaletas 1 e 6 representam vetor vazio pIXHA
incubado com os beads conjugados a ssDNA e dsDNA, respectivamente. As
canaletas 11, 12, 13 e 14 representam os inputs de PIF4, NIG, AtWWP1 e
AtMBD2, respectivamente, demonstrando que todas as proteinas foram
corretamente expressas in vitro. Experimentos futuros seréo necessarios para
avaliar se a atividade de ligacdo ao DNA de AtWWP1 confere seletividade para
formagéo de corpos nucleares em regides discretas da cromatina ou se seria

uma propriedade inerente de AtWWP1 como possivel fator de transcrigéo.
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Figura 14: Localizagcdo subnuclear de AtWWP1 com proteinas formadoras de corpos nucleares. A proteina AtIWWP1-GFP foi coexpressa em
N. benthamina juntamente com as proteinas CypRS64-mCherry (A), SR34-mCherry (B), SCL33-mCherry (C), CCR2 -mCherry (D), Fibrilarina-
mCherry (E), Coilina-mCherry (F) e CDKC2-mCherry (G). Cada uma das proteinas avaliadas também foram expressas separadamente. As barras

correspondem a 10um.
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Figura 15: Ensaio de ligacdo de AtWPP1 e AtMBD2 a RNA in vitro. O
RNA total de Arabdopsis thaliana foi marcado com biotina e
posteriormente conjugado a beads magnéticos de streptavidina. As
proteinas AtWWP1 e AtMBD2 fusionadas a GST foram transcritas e
traduzidas in vitro e incubadas com complexo RNA-beads. Os controles
negativo e positivo estdo representados nas canaletas (1) e (2)
respectivamente. As canaletas (5), (6), (7) e (8) representam o0s inputs
de CCR2, GST, AtWWP1 e AtMBD2, respectivamente, demonstrando
gue todas as proteinas foram corretamente expressas in vitro.
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Figura 16: Ensaio de ligagcdo de AtWWP1, AtMBD2 e NIG a DNA in
vitro. As proteinas AtWWP1, AtMBD2 e NIG, fusionadas a HA, foram
transcritas/traduzidas in vitro e posteriormente incubadas com DNA fita
simples (ssDNA) e fita dupla (dsDNA), ambos conjugados a beads de
celulose. O controle positivo PIF4 fusionado a HA o vetor vazio pIXHA
também foram incubados com beads de ssDNA e dsDNA. As canaletas
(11), (12), (13) e (14) representam os inputs de HA-PIF4, HA-NIG, HA-
AtWWP1 e HA-AtMBD2, respectivamente, demonstrando que todas as
proteinas foram corretamente expressas in vitro.
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4.0 DISCUSSAO

4.1 Papel biol6gico de AtWWP1 como proteina formadora de corpos

nucleares

O locus AT2G41020 codifica uma proteina de funcdo desconhecida,
designada AtWWP1, devido & presenca de dois dominios WW em sua
sequéncia. Dentre seus homoélogos mais bem caracterizados, destaca-se a
proteina PQBP1 (polyglutamine binding protein 1)/Npw38 de humanos
(Komuro et al., 1999; Waragai et al.,1999), cujo papel esta associado ao
processamento do mRNA e a transcricdo dirigida pela RNA polimerase Il (
Sudol et al., 2012; Takahashi et al., 2010). Os resultados dessa investigacao
forneceram diversas linhas de evidéncia demonstrando que AtWWP1 deve
compartilhar com PQBP1 um certo grau de analogia funcional. Inicialmente, foi
demonstrado que, similarmente a PQPB1, a proteina AtWWP1, localiza-se no
ndcleo, sendo capaz de formar corpos subnucleares que variam em nimero e
tamanho (Okazawa et. al.; 2001, Figura 3). Em segundo lugar, as duas
proteinas estdo estruturalmente organizadas em maddulos conservados em
funcdo e posicdo, quais sejam: o dominio WW, localizado na por¢ao interna
das proteinas, além de um dominio C-terminal englobando 58 aminoacidos
altamente conservado. Enquanto que o dominio WW corresponde a um
dominio bem caracterizado de interacdo proteina-proteina (Sudol & Hunter,
2000), o dominio C-terminal conservado foi caracterizado, nesta investigacao,
como sendo essencial para o enderecamento da proteina AtWWP1 para os
corpos nucleares (Figura 4). Provavelmente, o dominio C-terminal de PQBP1
também exibe similar fungdo, uma vez que a remocao da por¢do C-terminal de
PQBP1, acarreta em perda da sua capacidade de formacdo de estruturas
subnucleares, resultando em difuséo da forma truncada no nucleoplasma e no
citoplasma (Okazawa et. al.; 2001). Finalmente, foi demonstrada que,
similarmente a PQBP1, a por¢do C-terminal de AtWWP1 também exibe uma
funcdo de interacdo proteina-proteina e retém a capacidade de relocar as
proteinas ligantes para os corpos nucleares. De fato, foi demonstrado que a
interacdo de AtWWP1 com seu parceiro AtMBD2 ocorre via regido C-terminal,
sendo essencial e suficiente para co-localizacdo de AtMBD2 em corpos
subnucleares (Figuras 12 e 13). Similar funcBes de interacao proteina-proteina
e relocacdo de proteinas parceiras para estruturas subnucleares também
foram designadas para o dominio C-terminal de PBQ1. Zhang e colaboradores

(2000) demonstraram que PQBP1 se associa a U5-15kDa/ Dim1, componente
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do complexo de splicing U5 (Waragai et al.,2000), e o complexo se co-localiza
em estruturas subnucleares. Essa co-localizacdo em corpos nucleares também
€ observada quando Diml é coexpressa com a porcdo C-terminal de PBQ1,
mas ndo ocorre quando apenas o domino WW de PQBP1 é coexpresso com
Diml. Coletivamente, esses resultados indicam que a por¢cdo C-terminal de
AtWWP1, conservada nas proteinas homoélogas de espécies vegetais e
animais, possui propriedades inerentes a um sinal de localizagdo ou de
biogénese de corpos nucleares. A capacidade de formacdo de corpos
nucleares ainda ndo foi reportada em nenhuma das dez proteinas de
Arabdopsis thaliana identificadas por sua homologia com AtWWP1 (Figura 2).

O recente sequenciamento do genoma de espécies vegetais revelou
gue em torno de 80% da regido codificante de genes nucleares sédo
interrompidas por sequéncias intrénicas (Redy 2007). A geracdo de RNAs
funcionais (MRNAS) envolve a excisdo precisa dessas sequéncias intrdnicas
com posterior ligacdo de exons. Esse fenbmeno conhecido como splicng do
pré-mRNA ocorre no spliceossomo, cuja montagem envolve uma serie de
interacbes RNA-RNA, RNA-proteina e proteina-proteina. Tem sido proposto
gue a proteina PQBP1, homodloga de AtWWP1, acopla os processos de
transcricdo com o processamento do mRNA, através de interacdes diretas com
RNA pol Il (Zhang et al, 2000; Waragai et al.,2000) , via dominio WW, e
com U5-15kDa/Dim1, via dominio C-terminal conservado. Embora, ndo tenha
sido ensaiado uma possivel interagdo de AtWWP1 com componentes da
magquinaria de splicing, duas linhas de evidéncias indicam que provavelmente
AtWWP1 nao seja sequestrada para o spliciossomo. Em ensaios de interacdo
RNA-proteina in vitro, foi demonstrado que AtWWP1 nao exibe a atividade de
ligagdo a RNA. Além disso, os corpos nucleares de AtWWP1 foram claramente
distintos daqueles formados pelos fatores de splicing CypRS64, SR34, SCL33
e CCR2 (Figura 14). Entretanto foi observado um padrdo de co-localzacdo
entres 0s corpos nucleares de AtWWP1 e da proteina CDKC2. Kitisos e
colaboradores (2008) demonstraram que CDKC2 se associa dinamicamente
aos componentes do spliceossomo, tendo seu padréo de speckles modificados
guando co-localizado com a ciclofilina CypRS64 e com SR34.

O fenbmeno de splicing, bem como outras atividades -cataliticas
incluindo o capeamento, poliadenilacdo e clivagem ocorrem co-
transcricionalmente de modo a garantir a maturacdo do pre-mRNA em mRNA.
Todos esses processos sao controlados por um grande nimero de proteinas
capazes de formar complexos dindmicos, os quais envolvem interagbes com
DNA, pré-mRNA e proteinas, de modo a coordenar tais atividades. Dessa
forma, evidéncias vem apontando um abundante “cross-talk” entre

mecanismos regulatorios envolvendo a sintese do RNA e seu processamento
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(Redy 2007). O ciclo de transcricdo envolvendo a RNA polymerase Il (RNAP II)
envolve a fosforilagdo do dominio C-terminal de sua subunidade maior (CTD)
(Pinheiro et al., 2004). Desse modo, a fosforilacdo da CTD regula a transicao
da enzima RNAP Il desde o complexo de iniciacdo ao de elongac¢éo, além de
sua eficiéncia de elongacdo e processamento do pré-mRNA (capeamento,
splicing e polyadenilagdo) (Barroco et al.,, 2003;Pinheiro et al., 2004). Em
Arabdopsis, foi demonstrado que a proteina CDKC2 é capaz de fosforilar a
porcdo C-terminnal de RNAP IlI, por meio da interagdo com uma ciclina T (Cui
et al.,, 2007). Esses resultados demonstram o papel dindmico de CDKC2,
associada a eventos transcricionais e de splicing. A associagdo de AtWW1
com CDKC2, mas ndo componentes de splicing e corpos de Cajal (Figura 14)
pode indicar o envolvimento dessa proteina primordialmente no processo de
transcricdo. De fato, estudos envolvendo PQBP-1 apontam sua associacao a
porcdo C-terminal da RNAP II, via seu dominio WW (Sudol et al.,, 2012;
Takahashi et al., 2010). Em Arabdopsis foi demonstrado por Kang e
colaboradores (2009), que 3 homélogos de AtWWP1 (Figura 2) ,membros da
familia ATPRP40 séo capazes de interagir in vitro com o dominio C-terminal da
subunidade maior da RNA polymerase Il, via dominio WW. Além disso, foi
demostrado que a proteina AtWWP1 interage in vivo (Figuras 9 e 10) com
AtMBD2, pertencente a familia de proteinas dotadas de um dominio de ligagédo
a CG metilado, cujo papel € associado a repressao da transcricao (Bird, 2002).
Consistente com um papel no processo de transcricdo, andlise in silico do
Interactoma de Arabidopsis (http://signal.salk.edu/interactome/index2.html)
revela que AtMBD2 conecta AtWWP1 a uma rede de interagdes de
repressores de transcricdo envolvidos na resposta de sinalizagdo do horménio
auxina (Figura 18). Seria interessante avaliar se aplicagdo de auxina afetaria a
dindmica ou a biogénese de corpos nucleares formados por AAIWWP1.

Corpos nucleares compartimentalizam espacialmente o ambiente
nuclear, criando sitios distintos dentro de um confinado volume, promovendo a
concentracao de substratos e enzimas de modo a aumentar a especificidade e
eficiéncia de processos biolégicos especificos (Kaiser et al., 2008). Entre as
estruturas nucleares mais bem caraterizadas estéo: corpos de Cajal, estrutura
nucelolar, clastomas, paraspckles e speclkes (Dunr & Misteli, 2010; Mao et al.,
2011). Os dados obtidos pelos os ensaios de co-localizagdo somados as
caracteristicas estruturais e bioquimicas apresentadas por AtWWP1, ndo
permitiram posicionar AtWWP1 como componente em nenhuma dessas
estruturas. Entretanto, recentemente, um novo tipo de agregado subnuclear
vem sido proposto, denominados transcription factories ou transciption sites
(Martin & Pombo 2003; Sutherland & Bickmore, 2009; Cook, 2010). De acordo

com esse modelo, a RNAPII encontra-se concentrada e aconcorada em

44



estruturas subnucleares. Uma vez que a RNAP | se concentra na regido
nucleoloar e que, vem sendo demonstrado que a RNAPIII também se encontra
agrupada espacialmente, acredita-se que a transcricdo pela RNAPII também
ocorra em subestruturas nucleares (Sutherland & Bickmore, 2009). De acordo
com Lorvic & Barta (2004a), os sitios de transcricdo sao estruturas
subnucleares em que a RNA polimerase Il, bem como seus componentes se
encontram co-localizados e, embora o splicing do pré-mRNA ocorra co-
transcicionalmente, fatores de splicing ndo se encontram acumulados nesses
sitios. Essas informagdes corroboram com os dados obtidos de que AtWWP1
nao apresentou co-localizacdo com nenhum fator de splicing, embora tenha co-
localizado com CDKC2, cujo papel estd associado também a transcricdo. Além
disso, segundo uma das vertentes desse modelo, em uma “fabrica”
trascricionalmente ativa, uma série de componentes, tais como fatores de
transcricdo, sdo recrutados para esses sitios. Foi demonstrado que NIG e
AtMBD2, cujas funcBes podem estar relacionados "a transcricdo, sao
incapazes de formar corpos nucleares sozinhos, mas sao realocados para
corpos nucleares de AtWWP1. Desse modo, o papel de AtWWP1 pode estar
associado a maquinaria de transcricdo celular, atravées da formacdo de
estruturas subnucleares. (Figura 17). Embora a ideia de concentracdo da
maquinaria de transcricdo em subestruturas seja importante uma vez que pode
aumentar a eficiéncia desse processo bioldgico, a origem e funcao dessas
estruturas permanecem incertas. Além da RNAP I, ndo séo conhecidos quais
componentes estdo presentes nesses sitos ou quais componentes sao
requeridos para a formacdo dessas estruturas. Além disso, ndo se sabe ao
certo se essas estruturas representam sitios pré-montados de transcricdo para
0S quais genes se movem oOu representam apenas zonas de transcricao
formadas em um loci génico ativo durante o processo de expressao génica.
Alternativamente, no caso especifico de AtWWP1, em que as interacdes
proteina-proteina convergem para uma rede de intera¢des de repressores de
transcricao, envolvidos na via de sinalizacao de

auxina(http://signal.salk.edu/interactome/index2.html), estas estruturas

nucleares podem representar sitios de estocagem de repressores ou loci de
silenciamento génico.

Corpos nucleares sao estruturas proeminentes no nucleo as quais
concentram e contribuem para a eficiéncia de processos nucleares. Embora
importante, a biogénese dessas estruturas sao pouco conhecidas. A proteina
AtWWP1, parece se comportar como um hub, capaz de conectar multiplas
proteinas envolvidas em processos biologicos basicos. A identificacdo de

outros parceiros de AtWWP1, bem como estudos envolvendo alteragdes nas
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taxas de transcricdo celular irdo auxiliar na elucidacdo da funcdo dessa

proteina, bem como sua capacidade de se aglomerar em corpos nucleares.
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Figura 17: Modelo esquemético da compartimentalizagdo subnuclear de
AtWWP1 em sitios de transcricdo. AtWWRP1 co-localiza com a proteina CDKC2 e é
capaz de rectrutar NIG e AtMB2 para 0s corpos nucleares.

4.2 Integracdo de AtWWP1 no hub que converge para CNS5A do sistema

imune de plantas

Estudos envolvendo virus patogénicos em animais revelaram que
esses patdgenos tendem a alvejar proteinas centrais e altamente
interconectadas (hubs; De Chassey et al, 2008; Dyer et al.,2008). Em plantas,
foi demonstrado que bactérias e fungos patogénicos também interagem com
hubs do sistema imune do hospedeiro (Mukhtar et al., 2011). Dessa forma,
espera-se que esse padrao também seja observado considerando virus de
plantas. De fato, Lozano-Duran e colaboradores (2011) descreveram a
interacdo da proteina C2 de geminivirus com o hub CSN5A. Essa prtoeina
constitui um componente do COP9 signalossomo (CSN); o qual consiste em
um complexo protéico evolutivamente conservado, identificado inicialmente em
Arabidopsis como um repressor do desenvolvimento regulado pela luz (Wei, et
al.,1994; Deng et al., 2000). A interagdo de C2 com CSN5A promove um
redirecionamento dos processos de ubiquitinacéo e interfere na atividade de
derrubilagdo do complexo COP9, cuja funcdo envolve o controle da

degradacao de proteinas na célula (Lozano-Duran et. al., 2011).
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Virus tipicamente codificam proteinas multifuncionais capazes de
redirecionar a maquinaria de replicacéo e transcricdo, reprogramando assim a
célula hospedeira, de modo a promover um ambiente favoravel a infecgéo viral.
Como componente de uma rede de interagcbes convergentes para o hub
CNS5A e como alvo da proteina NSP de geminivirus, € provavel que NIG
participe de processos celulares basicos influenciados pela infeccdo viral
(Carvalho et al., 2008b, Machado, 2011). De fato, expressédo ectopica de NIG
em Arabidopsis aumenta a suscetibilidade a geminivirus (Carvalho et al.,
2008b). Além disso, NIG tem seu papel relacionado ao processo de transcricdo
celular, uma vez que se associa a quatro fatores de transcricdo (The NAPPA
Network; http://signal.salk.edu/interactome/index2.html) e também a proteina
AtWWP1, cujo possivel papel estd acoplado a maquinaria de transcricdo e
silenciamento. Dessa forma, a perturbacdo dessa rede de interacdes por NSP,
resultaria na alteracdo da homeostase celular, por meio da interferéncia nos
processos celulares de transcricdo e silenciamento génico do hospedeiro, se
propagando até o hub central CSN5A (Figura 18), o qual também atua como
um regulador transcricional (Chamovitz, 2009).

Alvejando, em varios niveis, a organiza¢do celular, embora né&o
necessariamente no mesmo ponto, os virus podem levar a rompimentos
multiplos no funcionamento da célula hospedeira, certamente porque essas
redes sdo resistentes a perturbacdes aleatérias, porém sao extremamente
frhgeis a ataques nos hubs centrais (Barabasi & Oltvai, 2004). Além disso,
plantas possuem vias de sinalizacdo altamente interligadas, permitindo ao
virus que se beneficie simultaneamente de varios processos celulares
(sinalizacdo hormonal, controle do ciclo celular, transporte e modificacdo de
proteinas; Culver, 2007). Nesse sentido, a proteina AtMBD2, também conecta
AtWWP1 a uma rede de interacbes de repressores de transcricdo envolvidos
na resposta de sinalizacdo do hormoénio auxina a qual se interliga ao hub
CSNB5A (Figura 18).

Ensaios futuros de infeccdo viral, somados a avaliacdo de sua
interacdo com proteinas virais e do hospedeiro, permitirdo o posicionamento de
AtWWP1 na complexa rede de interacbes convergentes que ocorrem entre
geminivirus e hospedeiro. Adicionalmente, essas informacfes poderao auxiliar
no entendimento da estratégia de viruléncia de geminivirus bem como

mecanismos de defesa da planta para contrapor a infeccédo viral.
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Figura 17: Modelo esquematico da rede de interacdo envolvendo
AtWWP1. Rede de interacdes derivadas do Interactoma de Arabidopsis , do
Interactoma do sistema imune e do interactoma de transfatores. Em verde
escuro, AtWWP1; em amarelo e marrom, alvos diretos de AtWWP1; em azul,
hub do sistema imune de plantas; em vermelho, proteinas virais; em verde
claro, repressores de transcricdo da via de sinalizacdo de auxina; em laranja,
fatores de transcricdo; em roxo, receptores-like kinase

48



5.0 CONCLUSAO

A proteina AtWWP1, identificada inicialmente por sua interacdo com
NIG, € membro de uma familia de proteinas de Arabidopsis contendo dois
dominios WW, além de uma regiao carboxi terminal conservada em espécies
vegetais e animais. AtWWP1 é uma proteina nuclear capaz de formar corpos
subnucleares via o0 dominio C-terminal conservado. Ensaios de co-
imunoprecipitacdo e BiFC demonstraram que AtWWP1 interage in vivo com a
proteina citoplasmatica NIG promovendo o0 seu redirecionamento para corpos
nucleares. AtWWP1 também interage in vivo com a proteina nuclear AtMBD2,
promovendo sua realoca¢do do nucleoplasma para 0s corpos nucleares. Estes
ensaios de localizacdo subnuclear de proteinas parceiras permitiram delimitar
o carboxi terminal conservado de AtWWP1 como responsavel pela formacao
de corpos nucleares. Ensaios de co-localizagdo demonstraram que 0Ss corpos
nucleares contidos em AtWWP1 sao distintos daqueles formados por proteinas
envolvidas em splicing do RNA; porém co-localizam com corpos nucleares
contendo CDKC2. Além disso, foi demonstrado que AtWWP1 néo liga a RNA,
mas exibe uma atividade de ligagdo ao DNA e se insere em uma rede de
interagbes composta por diversos repressores e transfatores transcricionais.
Coletivamente, esses resultados sugerem o envolvimento de AtWWP1 em
processos celulares basico, como transcricdo e silenciamento génico.

Alem disso, AtWWP1 foi posicionada na rede de interacdes que
converge para o hub funcional CS5NA do sistema imune de plantas, via
interacdo direta com NIG, alvo da proteina de geminivirus NSP. Assim sendo, a
perturbacdo dessa rede pela proteina viral NSP pode resultar na alteracdo da
taxas de transcricdo mediadas por NIG e AtWWP1.

A identificacdo de outros parceiros de AtWWP1, bem como estudos
envolvendo alteragdes nas taxas de transcricdo celular irdo auxiliar na
elucidacdo da funcdo dessa proteina, bem como sua capacidade de se
aglomerar em corpos nucleares. Além disso, como componente de um hub
funcional na interacdo geminivirus-hospedeiro, torna-se relevante avaliar a
interacdo de AtWWP1 com proteinas virais e, se a infeccao viral é capaz de

afetar a biogénese de corpos nucleares formados por essa proteina.
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Figura Suplementar - S1
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Figura S1. Alinhamento multiplo de AtWWP1 com homdlogos de
espécies vegetais e animais. As proteinas homologas foram obtidas
utilizando o programa BLASTp e utilizadas para realizacdo de um
alinhamento mudltiplo utilizando o programa DNAMAN. As proteinas
utilizadas possuem os seguintes numeros de acesso: XP_002278437.1
(Vitis vinifera); EEC72028.1 (Oryza sativa); ACG25308.1 (Zea mays);

CAJ00538.1 (Homo sapiens);

XP_538029.2 (Canis familiaris) e

XP_003365832.1 (Equus caballus). Em preto, sdo demarcados os
residuos de aminoacidos identicos em todas as proteinas, em cinza

escuro aqueles com frequencia > 75% e em cinza claro > 50%.
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