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RESUMO

Estudos de localizacdo e interagdes proteina-proteina de uma putativa proteina quinase,
NtCDKG;2, de Nicotiana tabacum.

As flores séo as estruturas reprodutivas que permitiram o grupo das Angiospermas atingir a
diversidade que possuem hoje. A reproducéo desse grupo depende do desenvolvimento correto
dos 6rgéos reprodutivos que compdem as flores - o pistilo e os estames. O pistilo, em particular,
é responsavel pela producdo dos gametofitos femininos e protecdo do embrido apds a
fecundacdo, que sO ocorre apés interagdes compativeis entre esse 6rgao e os grdos-de-polen.
Para compreender o desenvolvimento do pistilo, é essencial estudar genes preferencialmente
ou exclusivamente expressos em seus tecidos. Utilizando a espécie Nicotiana tabacum como
modelo, nosso grupo de pesquisa caracterizou um desses genes, denominado SCI1 (Stigma/style
Cell-cycle Inhibitor 1). SCI1 controla a proliferacéo celular em tecidos do pistilo, regulando a
proliferacdo celular nesse 6rgdo, porém seu mecanismo de acdo ainda é desconhecido. Para
elucidar esse mecanismo, foram feitos em nosso laboratorio experimentos que identificaram
provaveis parceiros de interacdo proteina-proteina de SCI1. Dentre os parceiros confirmados,
foi identificada NtCDKG;2, uma quinase dependente de ciclina (CDK), que faz parte de uma
familia de proteinas conhecidas por controlar o ciclo celular, das quais alguns membros estéo
envolvidos na regulagéo da transcrigdo génica. Entretanto, pouco se sabe sobre a funcdo de
CDKG;2 e sua caracterizagdo é necessaria. Assim, a sequéncia de DNA codificadora dessa
proteina em N. tabacum foi clonada em nosso laboratério, e foi dado inicio a um screening de
duplo-hibrido em leveduras para buscar provaveis parceiros de interacdo da mesma. Esse
experimento revelou a interagdo de NtCDKG;2 com NtCDKF;1, uma CDK que esta envolvida
tanto na regulagéo do ciclo celular, através da ativacdo de outras CDKSs, quanto na regulacéo
da transcricdo, através de mecanismos desconhecidos que envolvem a fosforilagdo do dominio
C-terminal da RNA Polimerase 11 (CTD da RNAPII). O presente trabalho teve como objetivos:
confirmar a localizacéo subcelular dessa proteina, através da expresséo transiente da proteina
recombinante GFP-NtCDKG;2; clonar o CTD da RNAPII para realizar ensaios de interacao
com NtCDKG;2 por duplo-hibrido; realizar a expressdo heter6loga da proteina recombinante
GST-RNAPII CTD em E. coli, para uso em experimentos futuros; e dar continuidade ao
screening de NtCDKG;2. Os resultados obtidos mostram que, independentemente da fuséo N-
ou C-terminal de GFP em NtCDKG;2, esta proteina se localiza no ndcleo (nucleoplasma) das
células. Ensaios de interagdo por BiFC, entre essa proteina e SCI1, indicam que a interacdo
entre elas ocorre no nucléolo. Esse fato permite especular que SCI1, que tem localizacdo nos
nucléolos, aja sequestrando NtCDKG;2 do nucleoplasma, inibindo sua atividade. Os ensaios de
interacdo entre NtCDKG;2 e o CTD da RNAPII apresentaram resultado negativo, sugerindo
que ndo ha interacdo direta entre essas proteinas, ainda sendo possivel que elas interajam em
um complexo proteico, de forma indireta. A expressdo de GST-RNAPII CTD em E. coli foi
inconclusiva, tornando necesséria a otimizacao das condic¢@es de expressdo. Foram analisados
26 clones do screening de duplo-hibrido, dos quais 2 apresentaram funcdes interessantes e
potencial para contribuir nas vias de sinalizacdo e controle do ciclo celular e/ou regulagéo da
transcricao génica.

Palavras-chave: CDKG;2, CTD da RNA polimerase I, Desenvolvimento do pistilo, Interac6es
proteina-proteina, Localizacdo subcelular, Quinases dependentes de ciclinas.



ABSTRACT

Studies on the subcelular localization and protein-protein interactions of NtCDKG;2, a
putative protein quinase from Nicotiana tabacum.

Flowers are the reproductive structures of the plant group Angiosperms that allowed them to
reach the diversity seen nowadays. Reproduction of these plants depends on the correct
development of the flower reproductive organs, which are the stamens and the pistil. The
pistil, in particular, is responsible for the production of the female gametophytes and
protection of the embryo after fecundation, an event that happens only after compatible
interactions between this organ and the pollen grains. To understand pistil development, it is
essential to study genes that are preferentially or exclusively expressed in its tissues. Using
Nicotiana tabacum as a model species, our research group characterized one of these genes,
named SCI1 (Stigma/style Cell-cycle Inhibitor 1). SCI1 controls cell proliferation of pistil
tissues, regulating its development through a mechanism still unknown. To elucidate this
mechanism, experiments were performed in our laboratory and identified putative protein-
protein interaction partners of SCI1. Among the confirmed partners, it was identified
NtCDKG;2, a cyclin-dependent kinase (CDK) which belongs to the family of proteins known
to control the cell cycle, from which a few members are involved in transcriptional regulation.
However, little is known about CDKG;2 protein function and its characterization is necessary.
Therefore, the N. tabacum DNA coding sequence of this protein was cloned in our laboratory
and a yeast two-hybrid screening to search for putative NtCDKG;2 interaction partners was
initiated. This experiment revealed the interaction of NtCDKG;2 with another CDK,
NtCDKF;1, which is involved in cell cycle regulation through its activation of other CDKSs,
and also in transcription regulation, through an yet unknown mechanism involving
phosphorylation of the C-terminal domain of RNA Polymerase Il (RNAPII CTD). This work
aimed: to confirm the subcellular localization of NtCDKG;2, through transient expression of
the recombinant protein GFP-NtCDKG;2; to clone RNAPII CTD of N. tabacum in order to
test its interaction with NtCDKG;2 through two-hybrid assays; to express the recombinant
protein GST-RNAPII CTD in E. coli for future experiments; and to resume the two-hybrid
screening for NtCDKG;2 partners. The results show that, regardless of N- or C-terminal fusion
of GFP to NtCDKG;2, this protein is located in the cell nucleus (nucleoplasm). BiFC assays
between SCI1 and NtCDKG;2 indicate that this interaction occurs in the nucleolus. This
allows to speculate that SCI1, which is located in the nucleolus, acts by sequestering
NtCDKG;2 away from the nucleoplasm, inhibiting its activity. The two-hybrid assays between
NtCDKG;2 and RNAPII CTD were negative, suggesting that there is no direct interaction,
though it is still possible that they interact through a protein complex, in an indirect fashion.
The expression of GST-RNAPII CTD in E. coli was inconclusive and optimization of the
expression conditions is still necessary. During this work 26 clones from the NtCDKG;2 two-
hybrid screening were analyzed, from which 2 have interesting functions and potential to
contribute in signaling pathways and cell cycle control and/or transcription regulation.

Key-words: Cyclin-dependent kinases, CDKG;2, Pistil development, Protein-protein
interactions, RNA polymerase 1l CTD, Subcellular localization.



ABREVIATURAS E SIGLAS

atm — atmosferas, unidade de medida de pressao

cDNA — complementary DNA — fita dupla de DNA sintetizada a partir de uma fita simples de
RNA

CDS - Coding DNA Sequence, sequéncia de DNA codificadora
FMRP — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto

min — minutos

ODsoo — optical density, absorbancia (densidade optica) a 600 nm

ORF - Open Reading Frame, fase de leitura aberta — sequéncia continua entre um cédon de
inicio e um de terminacéo

p35S — Promotor 35S do virus do mosaico da couve-flor
pb — pares de bases

PCR - Polymerase Chain Reaction, reagdo em cadeia da polimerase
g.s.p. — quantidades suficientes para

rpm — rotagdes por minuto

s — segundos

T.A. — temperatura ambiente

TBE — Tris-Borato-EDTA

TE - Tris-EDTA

TES — Tris-EDTA-Sacarose

Tm — melting temperature, temperatura de anelamento
Tris - tris(hidroximetil)aminometano

USP - Universidade de S&o Paulo

w/v — weight/volume, relacdo peso/volume
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1. INTRODUCAO

1.1. As flores como estruturas exclusivas da reproducéo das Angiospermas

As Angiospermas sao o grupo de plantas que apresenta a maior diversidade de espécies,
com mais de 235.000 espécies descritas até hoje (Raven, 2007). A diversidade desse grupo se
deve a presenca de estruturas exclusivas de reproducéo, que séo as flores e os frutos. As flores
permitiram, de certo modo, a “mobilidade” das Angiospermas na procura de parceiros sexuais,
aumentando a frequéncia de poliniza¢fes cruzadas, enquanto os frutos permitiram a dispersédo
das sementes de maneiras variadas, aumentando a distancia entre uma planta e seus
descendentes (Raven, 2007). Esse fato se deve ao desenvolvimento de mecanismos de
polinizagédo diversos, principalmente aqueles envolvendo insetos e outros animais, quando
comparado com a polinizacdo das Gimnospermas, grupo onde a polinizagdo passiva é o
mecanismo mais comum (Raven, 2007). As interacfes flor-inseto, muitas vezes espécie-
especificas, permitiram a polinizagdo mais exata das flores, com menor gasto de quantidade de
polen, e o desenvolvimento de caracteristicas atrativas aos insetos nas flores sempre conferiu
maior vantagem seletiva a elas (Raven, 2007).

As flores sdo compostas por estruturas originadas de folhas modificadas, formando os
verticilos florais internos e externos. Os verticilos externos sdo formados por conjuntos de
sépalas e pétalas, calice e corola, respectivamente, os quais sdo estéreis. Os verticilos internos
constituem as porcdes férteis da flor, sendo eles o androceu (conjunto de estames) e o gineceu
(um ou mais pistilos simples ou um pistilo composto), 6rgdos reprodutivos masculinos e
femininos, respectivamente. Os estames sdo compostos de filetes e anteras, as ultimas
responsaveis por produzir os grdos de-pdlen, gametdfito masculino. O pistilo pode ser
composto de um ou mais carpelos, unidade fundamental desse 6rgdo e que é formado por um
ovario (onde sdo produzidos e abrigados os gametofitos femininos), pelo estilete e pelo estigma.
O pistilo com somente um carpelo é chamado de pistilo simples; quando existem dois ou mais
carpelos ndo fusionados, é dito que a flor possui pistilos simples. Um pistilo com carpelos
fusionados € chamado de composto (Esau, 1997). A Figura 1.1 apresenta o desenho
esquematico da flor de Nicotiana tabacum e suas estruturas, aqui usado como exemplo da flor

das Angiospermas.
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Figura 1.1 — Desenho esquematico de uma flor de Angiosperma (Nicotiana tabacum).

A eficiéncia da reproducdo das Angiospermas depende do desenvolvimento correto dos
orgdos reprodutivos e da interacdo entre pélen e pistilo compativeis (DePaoli et al., 2011). O
gametofito masculino, ao atingir a superficie de um estigma compativel, se adere, se reidrata e
germina, dando inicio a formacéo do tubo polinico, que atravessa o estilete em direcao ao ovario,
onde ocorre a fecundacdo (Taiz; Zeiger, 2010). A importancia do gineceu, para 0 SUCesso
reprodutivo das Angiospermas, reside no fato de que ele age na selecéo de graos-de-polen (na
compatibilidade de espécies) (Lersten, 2004), no processo de penetracdo do grao-de-polen, no
direcionamento do crescimento do tubo polinico (Goldman, MHS. et al., 1994), na formacéo e
protecdo dos gametofitos femininos, e na protecdo do embrido a partir do momento da

fecundacgéo (Taiz; Zeiger, 2010).

1.1.1. Nicotiana tabacum como modelo de estudo da reproducéo vegetal

A espécie N. tabacum € uma das Angiospermas mais estudadas, sendo utilizada como
modelo para investigacGes de respostas a patégenos, do funcionamento do ciclo celular, de
biossintese de alcaloides, de estresse oxidativo, da reproducéo vegetal e de desenvolvimento do

tubo polinico (Bombarely et al., 2011). Sua utilizacao € justificada por essa espécie possuir um
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ciclo de vida relativamente curto (em torno de seis meses), seu facil cultivo in vitro e, também,
por ser transformada geneticamente de maneira relativamente facil, tendo sido a primeira planta
a ser transformada com sucesso (Herrera-Estrella et al., 1983). Uma dificuldade de se utilizar
N. tabacum como modelo reside no fato dessa ser uma espécie alotetrapldide (2n = 4x = 48),
resultante do cruzamento @ Nicotiana sylvestris X d'Nicotiana tomentosiformis (Murad et al.,
2002; Yukawa et al., 2006). Adicionalmente, esta espécie possui um genoma grande, de
aproximadamente 4,5 bilhes de pares de bases (Opperman et al., 2006), e que, até o presente
momento, ainda ndo foi totalmente sequenciado.

Em estudos de reproducéo de plantas, o uso de N. tabacum apresenta algumas outras
vantagens, como a producdo elevada de sementes (possui aproximadamente 1000 évulos em
cada um dos dois léculos de cada ovario - Huang; Russel, 1992), e a presenca de flores grandes
e de facil manuseio. Adicionalmente, esta espécie cresce bem em climas quentes, como o da
regido de Ribeirdo Preto, SP. Assim, nosso grupo de pesquisa utiliza esta espécie como modelo
para estudar o desenvolvimento e funcionamento do pistilo, identificando e caracterizando os
genes expressos neste orgdo reprodutivo.

O pistilo de N. tabacum (Figura 1.2) é do tipo composto, sendo formado pela fusdo de
dois carpelos (Bell; Hicks, 1976) e podendo ser dividido em trés partes: o estigma, o estilete e
0 ovario. O estigma é bilobado e sua superficie é formada por uma epiderme com células
papilares distribuidas de maneira espacada (Bell; Hicks, 1976; Kandasamy; Kristen, 1987).
Abaixo destas células se encontra uma zona secretéria e um tecido parenquimatoso de suporte
(Kandasamy; Kristen, 1987). A zona secretoria do estigma converge no estilete, de tipo solido,
como uma regido central de tecido transmissor, envolto pelo cortex parenquimatoso e pela
epiderme (Kandasamy; Kristen, 1987; Kandasamy et al., 1990). As interacdes entre graos-de-
polen e pistilo compativeis ocorre principalmente na zona secretéria e no tecido transmissor
(DePaoli et al., 2011). Em N. tabacum, cada carpelo possui um unico feixe vascular, que se

localiza paralelamente ao tecido transmissor (Bell; Hicks, 1976).

1.2. SCI1: um regulador do desenvolvimento do pistilo de N. tabacum

Com o intuito de estudar genes importantes para o desenvolvimento do pistilo, sdo
identificados genes preferencialmente ou exclusivamente expressos nesse 6rgdo. Um desses
genes, recentemente descrito por nosso grupo de pesquisa, foi denominado SCI1 — Stigma/style

Cell-cycle Inhibitor 1. Esse nome foi dado devido aos fendtipos das plantas transgénicas nas
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quais este gene foi silenciado e superexpresso, com 0 aumento e diminuicao, respectivamente,
do numero de células da zona secretdria do estigma e do tecido transmissor estigmatico
(DePaoli et al., 2011). Foi proposto que esse gene faca parte de uma nova familia de inibidores
do ciclo celular, com expresséao tecido-especifica, controlando a proliferacdo celular dos seus
tecidos-alvo (DePaoli et al., 2012). A hipdtese é que SCI1 seja um inibidor do complexo ciclina-

CDK. Entretanto, 0 mecanismo de acéo e a fase do ciclo celular nos quais SCI1 atua ainda nao
estdo definidos.
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Figura 1.2 — Esquema de corte longitudinal do pistilo de Nicotiana tabacum. Modificado de
Kandasamy et al., 1990.

Para desvendar como a proteina SCI1 regula a proliferacdo celular, € necessario
identificar e estudar as proteinas com as quais ela interage. Para esta finalidade, foi realizado,
em nosso laboratério, um ensaio de pull down utilizando um extrato de proteinas de estigma e
estilete de N. tabacum. Dentre os candidatos a interagdo, identificados através de espectrometria
de massa (MALDI TOF/TOF) e anélise com o software MASCOT, foi encontrada uma proteina
similar a proteina CDK10/11 de Ricinus communis (no. acesso no NCBI: XM _002511178.1)

(Strini, dados ndo publicados). A sequéncia de aminoacidos da CDK10/11 de R. communis foi,
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entdo, utilizada para buscar similaridades no banco de dados de A. thaliana, o TAIR (The
Arabidopsis Information Resource). Esta busca resultou na identificacdo da proteina
AtCDKG;2, com 62% de similaridade e 50% de identidade de aminoacidos a CDK10/11
(Lubini, 2012). As CDKs (Cyclin-Dependent Kinases) sdo uma classe de proteinas quinases
envolvidas na regulacdo do ciclo celular (Morgan, 2007), e o estudo delas pode revelar
mecanismos de controle do ciclo celular que podem influenciar o desenvolvimento dos 6rgéos

das plantas.

1.3. Ciclo celular e CDKs

Diferente dos animais, as plantas se desenvolvem em grande parte no periodo pos-
embrionario, o que destaca a importancia das divisdes celulares para a formacéo do individuo
adulto (Inzé; De Veylder, 2006). O ciclo celular é o processo subjacente a divisao celular, e é
um dos processos bioldgicos mais bem estudados em diversos organismos - de unicelulares a
pluricelulares, de protozodrios e leveduras a plantas e animais. Trata-se de um processo
fundamental para o crescimento e desenvolvimento dos seres vivos (Inzé, 2007).

Desse modo, o estudo desse processo nas plantas é importante para entender os
mecanismos atraves dos quais ocorre a regulacdo do desenvolvimento das mesmas, com
possiveis implica¢Ges praticas no aumento da producdo de biomassa e produgdo em plantacGes
comerciais (Inzé, 2003). Inzé (2003) acredita que entender como a coordenacdo das divisdes
ocorre e como elas se integram ao desenvolvimento das plantas pode ajudar também a responder
questdes similares em outros organismos, visto que alguns genes de controle do ciclo podem

ser funcionalmente expressos em organismos distintos.

1.3.1. As fases do ciclo celular

De modo geral, o ciclo celular em células eucari6ticas compreende quatro fases: G, S,
G2 e M, porém diferentes tipos celulares possuem organizacdes diferentes dessas fases em
relacdo ao seu tempo de duracdo (Morgan, 2007). As fases G1 e G2 sdo chamadas de fases gap,
ou fases de parada, onde a célula duplica seus componentes e, principalmente, quando o
mecanismo molecular de controle do ciclo celular mais atua (Alberts et al., 2008). A fase G1 é
particularmente importante porque ela pode se estender em resposta a sinais externos e, até

mesmo, fazer com que a célula entre em uma fase de estagnacdo, chamada Go, onde pode
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permanecer por periodos indeterminados (Morgan, 2007). Ao final de Gi, a célula atinge o
primeiro ponto de checagem (checkpoint), onde um mecanismo molecular verifica a integridade
da célula atua e, caso ndo haja problemas, a célula fica comprometida a replicacdo do DNA,
que ocorre na fase S (Alberts et al., 2008).

A fase S corresponde a fase de duplicagdo das moléculas de DNA e das proteinas
associadas que determinam algumas funcBes dos cromossomos (Alberts et al., 2008). Em
alguns organismos, como Drosophila e em algumas plantas, pode ocorrer um tipo especializado
de ciclo celular chamado endorreduplicacdo, que consiste em repeti¢cbes da fase S antes de
progredir para as fases seguintes, produzindo um nimero maior de copias cromossémicas (Inzé,
2007; Morgan, 2007). Acredita-se que esse processo possa aumentar a quantidade de alguns
produtos génicos nessas células (Morgan, 2007).

Na fase G2, posterior a S, ocorre sintese de proteinas e crescimento celular que preparam
a celula para a entrada na mitose e, no final de G2, ha outro checkpoint para checagem de danos
ao material genético (Alberts et al., 2008). Caso sejam encontrados defeitos nas moléculas de
DNA, por erros ocorridos na replicacdo ou pela acdo de agentes danosos, as proteinas de reparo
ao DNA sdo ativadas, e o ciclo s6 progride apds o reparo. Gi1, S e G2 sdo coletivamente
chamadas de Interfase, precedendo a fase M, que compreende a mitose e citocinese.

A mitose pode ser dividida em cinco outras fases: profase, prometafase, metéfase,
anafase e telofase. Na transicdo entre metafase e anafase existe outro checkpoint, onde o
complexo APC (Anaphase Promoting Complex) pode, ou ndo, ser ativado para promover a
separagdo das crométides-irmas durante a anafase (Morgan, 2007). Ao final da tel6fase ocorre
a citocinese, onde o citoplasma da célula e dividido em dois, formando duas novas células, cada
uma com suas préprias organelas e proteinas e seu préprio nicleo, com seus cromossomos

contendo a mesma informacao genética (Alberts et al., 2008).

1.3.2. Regulagéo do ciclo celular

O ciclo celular é finamente regulado através de mecanismos moleculares de resposta a
sinais intracelulares, resultantes do monitoramento das fases do ciclo, e extracelulares, como
disponibilidade nutricional, hormonios, estagio de desenvolvimento e sinais ambientais. As
respostas a esses sinais ocorrem através de interacdo e a degradacdo especifica de algumas
proteinas (Inzé, 2007). O mecanismo de controle é independente dos eventos do ciclo, agindo

como um reldgio bioquimico que regula esses eventos de modo que ocorram no tempo correto



18

e em intervalos especificos (Morgan, 2007). Esse controle age mesmo quando 0s eventos
falham (Morgan, 2007).

A regulacdo do ciclo celular ocorre através de mecanismos moleculares que envolvem
a fosforilacdo reversivel de proteinas (Inzé, 2007), uma vez que 0s componentes principais
desses mecanismos de controle sdo as CDKs (Morgan, 2007). As proteinas quinases, em geral,
sdo responsaveis pela adicao de grupos fosfato a cadeia lateral de residuos de aminoacidos de
outras proteinas e, desse modo, podem alterar a atividade das mesmas, marca-las para
degradacdo, mudar sua localizacdo subcelular e modificar a dindmica do complexo onde se
encontram (Inzé, 2007).

As CDKs (Cyclin-Dependent Kinases) tém esse nome, pois somente possuem atividade
de quinase quando associadas as ciclinas (Morgan, 2007). As ciclinas sdo proteinas que tém um
ciclo de sintese e degradacédo durante as fases do ciclo celular (Morgan, 2007). Os complexos
ciclina-CDK podem fosforilar uma grande quantidade de substratos nas diferentes fases do ciclo
celular, inclusive durante checkpoints G1/S e G2/M, desencadeando a replicagédo do DNA e a
mitose, respectivamente (Alberts et al., 2008). A subunidade catalitica das CDKs atua sobre um
motivo-alvo de serina (Ser) ou treonina (Thr), seguido de prolina (Pro), nas proteinas-substrato,
enquanto que as ciclinas reconhecem os diferentes substratos sobre os quais as CDKs deverdo
agir, direcionando as mesmas para eles (Inzé; De Veylder, 2006; Morgan, 2007). A Figura 1.3

contém um esquema da ciclagem das ciclinas durante as diferentes fases do ciclo celular.
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Figura 1.3 — Esquema simplificado do mecanismo de controle do ciclo celular. Em cima, o
gréfico retrata os ciclos de sintese e degradacéo das principais ciclinas que agem no ciclo celular.
Abaixo estdo os eventos do ciclo regulados pelos complexos ciclina-CDK, que tém seu pico de
atividade coincidente com os picos de producao de ciclinas. Retirado de Morgan, 2007.
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1.3.3. Diferentes CDKs de plantas e suas fungdes

As plantas possuem um ndmero de proteinas quinases significativamente maior que
outros eucariotos, contendo de 600 a 2500 membros no seu repertdrio contra, por exemplo, 239,
285, 353 e 518 encontrados em Drosophila, Dictyostellium discoideum, ourigo-do-mar e Homo
sapiens, respectivamente (Bradham et al. 2006; Goldberg et al. 2006; Lehti-Shiu; Shiu, 2012).
Em Arabidopsis thaliana e Oryza sativa, aproximadamente 4% e 5% das sequéncias
codificadoras, respectivamente, correspondem a proteinas quinases (Champion et al., 2004;
Dardick et al., 2007). Atualmente, esta disponivel uma lista de 152 CDKs em 41 espécies de
plantas, sendo que 14 diferentes CDKs sdo encontradas em Arabidopsis thaliana, espécie-
modelo que possui 0 genoma sequenciado (Inzé, 2007). As sequéncias-motivo de ligacdo a
ciclinas sdo utilizadas como um dos critérios para a divisdo das CDKs em oito classes, de
CDKA a CDKG, e em proteinas similares as CDKs, as CKLs (CDK-like kinases) (Inzé, 2007).

A classe CDKA é ortdloga a cdc28 de leveduras e é a classe com o maior numero de
representantes conhecidos em plantas (Inzé; De Veylder, 2006), possuindo papel em ambos os
checkpoints do ciclo celular (Mews et al., 2000). As CDKBs sao especificas de plantas e
compdem a segunda maior classe, dividida em CDKB1 e CDKB2 (Inzé, 2007). As CDKBs
possuem fungdes celulares diversas, como um exemplo, a CDKB1;1 de A. thaliana é essencial
para o desenvolvimento dos estdmatos (Boudolf et al., 2004) e para a manutencao da identidade
do meristema apical caulinar (Andersen et al., 2008), além de ser crucial para a entrada do ciclo
celular na mitose (Porceddu et al., 2001).

A classe CDKC contém as homologas mais proximas das CDK9 de metazoarios (Inzé,
2007). Em complexo com a ciclina T, a CDKC fosforila o dominio C-terminal (CTD) da RNA
Polimerase Il (RNAPII), atuando na extensdo da transcri¢do (Fulop et al., 2005). Kitsios et al.
(2008) observaram que AtCDKC;2 parece ter envolvimento no processamento de pré-mRNAs
em A. thaliana, pois ela se co-localiza com os componentes do spliceossomo, modula sua
distribuicdo, e é co-expressa com outros genes envolvidos nesse processamento. Uma hipdtese
que surge a partir desses dados é que as CDKCs possam fazer uma ligagdo entre a transcrigdo
e o0 processamento de mMRNAs em plantas (Kitsios et al., 2008). As CDKEs também séo
especificas de plantas (Inzé, 2007) e, quando em complexo com ciclinas C, as CDKEs
fosforilam o CTD da RNAPII, tendo efeito negativo na transcri¢do (Tank; Thaker, 2011).

As CDKDs de plantas pertencem a uma classe chamada de CAKs (Cyclin-dependent
kinase Activating Kinases). Essas CDKs sdo homdlogas as CDK7 de animais e leveduras (Inzé,

2007), que sdo CAKs ditas heteroméricas, pois formam um complexo constituido, em
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vertebrados, por uma subunidade quinase catalitica CDK7/p40MO%, uma subunidade
regulatoria ciclina H, e um fator de montagem MAT1 (Shimotohno et al., 2003). Esses
complexos heteroméricos fosforilam preferencialmente complexos CDK-ciclina maximizando
sua atividade (Jia et al., 2011). Esse tipo de CAKs também tem papel na regulacdo da
transcricdo através da fosforilagdo de residuos de aminoacidos do CTD da RNAPII
(Shimotohno et al., 2003). Em A. thaliana foram identificadas trés CDKDs: AtCDKD;1,
AtCDKD;2 e AtCDKD;3 (Shimotohno et al., 2004).

Com excecgédo da AtCDKD;2, as CDKDs possuem uma regido C-terminal estendida,
apresentando sinal de localizagdo nuclear (Fabian-Marwedel et al., 2002; Shimotohno et al.,
2004). A maioria das CDKDs possui a ciclina H (CycH) como subunidade regulatéria (Inze,
2007) e todas apresentam atividade de quinase nas trés posicdes de serina das sequéncias
consenso do CTD — S2, Ss e S7 — da RNAPII. AtCDKD;2, no entanto, demonstrou maior
atividade no CTD da RNAPII em comparacdo com AtCDKD;3, que possui maior atividade
sobre CDKs, em especifico CDKAs (Shimotohno et al., 2004; Hajheidari et al., 2012). A
marcacdo de fosfoserina em SsP em leveduras e mamiferos foi descrita como necessaria para o
recrutamento e ativacdo de enzimas de capeamento, que colocam uma cap de metilguanosina
nas extremidades 5’ dos transcritos emergentes, enquanto a marcacgédo Sr facilita a ligacdo da
RNAPII ao complexo Integrator, mediando o processamento 3’-especifico dos ShRNAs U1/2,
que fazem parte do spliceossomo (Matera et al.., 2007; Goldman, S. et al., 2009; Hajheidari et
al., 2012).

A CAK CDKF é monomérica, cuja similaridade com CAKs de vertebrados € restrita
somente a sequéncia de aminoacidos dos dominios quinase conservados. Uma caracteristica
Unica da CDKF;1 de A. thaliana (AtCDKF;1) € a insercdo de 111 aminodacidos (posicao 178-
288) entre o sitio ativo da quinase e o sitio de fosforregulagdo correspondente ao T-loop das
CDKs. A delecdo dessa sequéncia de inser¢do provou que a mesma ndo € essencial para a
atividade da CDKF (Inzé, 2007). Ela, no entanto, € encontrada em quinases relacionadas a
CDKEF de diferentes espécies, com alta similaridade de aminoacidos, indicando que essa
sequéncia pode estar envolvida na interacdo com proteinas regulatdrias especificas ou
substratos em vias de sinalizac¢do planta-especificas (Inzé, 2007).

Algumas atividades conhecidas da AtCDKF;1 estdo descritas a seguir. Ela atua como
CAK, juntamente das CDKDs, sobre CDKAs (Shimotohno et al., 2006), porém essa ativacdo
direta ndo é essencial, podendo ser suprida pela atividade das CDKDs (Takatsuka et al., 2009).
A CDKF também age como CAKAK (CDK-activating kinase-activating kinase), fosforilando
os residuos Ser/Thr das trés CDKDs de A. thaliana (Shimotohno et al., 2006). Foi observado
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também que AtCDKF;1 e a CDKF;1 de Euphorbia esula (EeCDKF;1) séo capazes de realizar
auto-fosforilacdo, confirmando um mecanismo de auto-ativagdo independente da interagdo com
ciclinas (Hajheidari et al., 2012; Jia et al., 2011). Ela também realiza fosforilacdo sitio-
especifica de residuos S7 das repeti¢fes consenso do CTD da RNAPII (Hajheidari et al., 2012).
Além disso, Hajheidari et al. (2012) sugerem que ha sinergia entre a fosforilacdo dos residuos
Ser das repeti¢cdes do CTD, uma vez que as fosforilagdes das posicbes SzP e SsP pelas CDKDs

facilitaram a fosforilacdo da posicao Sv, e vice-versa.

1.3.3.1. Estudos envolvendo CDKG;2

Devido ao envolvimento das CDKs com o ciclo celular e ao fato de uma proteina com
similaridade a CDKG;2 ter sido encontrada no experimento de pull down com SCI1, a
sequéncia de DNA correspondente a CDKG;2 de N. tabacum, NtCDKG;2, foi amplificada a
partir de cDNAs do pistilo, clonada e caracterizada por nosso grupo de pesquisa (Lubini, 2012).
As quinases da classe CDKG foram identificadas em A. thaliana, sendo os genes AtCDKG;1 e
AtCDKG;2 relacionados com os genes CDK10 e CDK11 em humanos, 0s quais estdo
relacionados com o processamento de mRNA, realizado em parte pela RNAPII (Trembley et
al., 2004). Além disso, a CDK11 esta envolvida na regulacdo da maquinaria do splicing e sua
interacdo com a ciclina L parece ser essencial para essa funcédo (Trembley et al., 2004; Loyer et
al., 2008).

AAtCDKG;1 apresenta um papel importante na regulacdo do splicing do pré-mRNA do
gene CalS5, envolvido na producdo de calose, que é importante para a formacédo da parede dos
grdos-de-pdlen em A. thaliana (Huang et al., 2013). Ela também interage com o fator de
splicing RSZ33, entrando para o grupo de CDKs que participam no processamento de pré-
MRNAs, como a AtCKDC;2 e as CDKs 11, 12 e 13 de humanos (Huang et al., 2013). Duas
caracteristicas em comum entre essas proteinas sdo (1) a interacdo ou co-localizacdo com
fatores de splicing, como proteinas Serine-Rich (SR)e (2) a presenca de um ou mais motivos
RS (Arginine/Serine) na regido amino-terminal (N-terminal) (Huang et al., 2013). AtCDKG;1
possui 4 desses motivos, enquanto que AtCDKG;2 possui 6 (Huang et al., 2013). Analises in
silico da sequéncia de NtCDKG;2, feitas em nosso laboratdrio, mostraram a presenca de 5
motivos RS, o que pode indicar sua possivel participacdo no processamento de mRNAS.

Estudos de knockout do gene AtCDKG;2 em A. thaliana mostraram atraso na
organogénese nos mutantes, a ndo formacao de raizes em meio indutor, a malformacéo do caule

das plantas sem raiz, e o desenvolvimento de inflorescéncias, porem sem sementes, devido a
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malformacio dos orgios reprodutivos (Zabicki et al., 2013). Os autores sugeriram que a fungéo
da AtCDKG;2 néo esta limitada ao controle do ciclo celular, podendo estar envolvida em outras
funcBes durante o desenvolvimento inicial da planta - provavelmente na formacao do meristema
da raiz -, e no desencadeamento da organogénese (Zabicki et al., 2013).

Através de ensaios de BiFC (Bimolecular Fluorescent Complementation) em células
BY2 de N. tabacum e TAP (Tandem Affinity Purification) em A. thaliana, foram identificadas
interacdes de AtCDKG;2 com 6 ciclinas (CycA3;4/CycD4;1/CycD4;2/CycF1/CycH1/CyclL1l),
duas CDKs (CDKB;1 e CDKF;1), e um inibidor de CDK (KRP4) (Van Leene et al., 2007,
Boruc et al., 2010a; Van Leene et al., 2010). Em nosso laboratério, experimentos de BiFC
confirmaram a interacdo entre SCI1 e NtCDKG;2 identificada por pull down (Strini, dados ndo
publicados), a qual ocorre no nacleo das células vegetais, mais precisamente no nucléolo.

Em um screening de uma biblioteca de cDNAs de estigma e estilete de N. tabacum, no
sistema de duplo-hibrido de levedura (Y2H), usando NtCDKG;2 como isca, nosso grupo de
pesquisa identificou NtCDKF;1 (Lubini, dados ndo publicados). Este resultado corrobora a
interacdo entre CDKG;2 e CDKF;1 ja observada em A. thaliana. O fato de que varias CDKs,
inclusive a CDKF;1, atuam sobre a CTD da RNAPII, levanta a hipétese de que NtCDKG;2
também possa ter esse papel. Adicionalmente, o fato de que a AtCDKG;1, da mesma classe que
AtCDKG;2, atua na regulacéo do splicing de pré-mRNAs, e que NtCDKG;2 possui 5 motivos
RS, sugerem que CDKG;2 possa participar no controle do processamento de mRNAS. Portanto,
estabelecer a localizagdo subcelular de NtCDKG;2 e sua possivel co-localizagdo com fatores
de splicing sdo importantes tarefas no sentido de elucidar a fun¢do molecular e biol6gica desta
proteina.

Com os dados observados tanto na literatura quanto em experimentos do nosso grupo
de pesquisa, surgiram algumas hipéteses, das quais algumas (representadas na Figura 1.4)
foram abordadas por esse trabalho.
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Figura 1.4 — Hipdteses sobre o funcionamento de NtCDKG;2 enderecadas pelo presente

trabalho. Setas indicam inducdo ou promocdo; barras com circulos indicam inducdo ou
repressdo. Em cinza claro — provaveis parceiras de interacdo de NtCDKG;2; P — fosforilagdo.

SCi1
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

O presente trabalho pretende contribuir para responder as seguintes perguntas:

1) Como SCI1 regula a proliferacédo celular?

2) A regulacdo da proliferacdo celular por SCI1 ocorre por meio de sua interacdo com
NtCDKG;2?

3) Qual(is) é(sao) a(s) funcao(des) bioldgica(s) de NtCDKG;2?

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

O presente trabalho tem como objetivos especificos:
e Estudar a localizacdo subcelular de NtCDKG;2.
e Identificar e estudar as interagdes proteina-proteina que NtCDKG;2 estabelece. Para
isto, sera necessario:
o Clonar a sequéncia codificadora do CTD da RNAPII de Nicotiana tabacum.
0 Obter a proteina recombinante GST-CTD da RNAPII.
0 Realizar ensaios de duplo-hibrido em levedura, testando a interacdo entre o
CTD da RNAPII com NtCDKG;2 e NtCDKF;1.
o Dar continuidade ao screening de duplo-hibrido, utilizando NtCDKG;2

como isca.
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3. MATERIAIS & METODOS

3.1. Material Vegetal

Nesse trabalho foram utilizadas plantas da espécie Nicotiana benthamiana para os
ensaios de expressdo heterologa transiente. Foram utilizados individuos com 70-90 dias ap6s a
germinacdo, crescidos em camara de crescimento de ambiente controlado, a temperatura de
22°C, umidade média de 55 % e fotoperiodo 12h:12h (luz:escuro).

3.2. Meios de Cultura

Os meios de cultura estdo descritos no APENDICE A.

3.3. Preparo de células competentes

Todos os procedimentos para a preparacao de células competentes foram realizados em

condicBes estéreis, em um fluxo laminar.
3.3.1. Preparo de Escherischia coli eletrocompetentes

As celulas de E. coli cepas DH10B foram estriadas em meio LB e incubadas a 37°C por
16-20 h. Uma col6nia isolada foi inoculada em meio LB liquido e incubada a 37°C e 220 rpm
por 16-20 h. No final desse periodo, 1 mL do inoculo foi passado para um Erlenmeyer contendo
200 mL de meio LB liquido, que ficou a 37°C e 220 rpm de agitacdo até a cultura atingir
absorbancia a 600 nm (ODeoo) entre 0,5 e 0,8. A cultura foi mantida no gelo por 30 min e depois
foi transferida para tubos Falcon, que foram centrifugados a 1100 x g a 4°C numa centrifuga
Eppendorf (modelo 5810R) por 10 min. O sobrenadante dos tubos foi descartado e 0s
precipitados de células foram ressuspendidos em 25 mL de agua deionizada (Millipore)
esterilizada. O volume total (100 mL) foi dividido em dois tubos Falcon, que foram novamente
centrifugados a 1100 x g e 4°C por 10 min. Apoés descartar o sobrenadante, o precipitado de
cada tubo foi ressuspendido em 5 mL de glicerol 10 %, e os tubos foram novamente
centrifugados nas mesmas condicdes da centrifugacdo anterior. O sobrenadante foi descartado
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e o precipitado foi ressuspendido em 500 pL de glicerol 10 % em cada tubo. O volume final (1
mL) foi dividido em aliquotas de uso de 40 pL, posteriormente mantidas sob -80°C até o

momento do uso.

3.3.2. Preparo de Agrobacterium tumefasciens eletrocompetentes

Células em estoque da cepa C58C1RifR (pGV2260) foram estriadas em uma placa
contendo meio MAS s6lido, que foi incubada a 28°C por 48 h. Uma colbnia isolada foi
inoculada em meio LB 2X liquido e incubada a 28°C e 150 rpm por 16-20 h. A cultura foi entdo
centrifugada a 9900 x g e 4°C por 1 min (centrifuga Eppendorf 5810R), e o sobrenadante
descartado. O precipitado celular foi ressuspendido em 500 uL de acido 4-(2-hidroxietil)-acido-
1-piperazina-etanossulfonico (HEPES) 1 mM e centrifugado novamente nas mesmas condig0es
da anterior. Esse processo foi repetido duas vezes. Apds descartar o sobrenadante, as células
foram ressuspendidas em 200 pL de glicerol 10 %, e o volume final foi dividido em aliquotas

de uso de 40 pL, sendo mantidas a -80°C até 0 momento de uso.
3.3.3. Preparo de Saccharomyces cerevisiae competentes

Células em estoque da cepa de leveduras PJ69-4a ([MATa trp1-901 leu2-3,112 ura3-52
his3-200 gal4A galSOA LYS2::GALI-HIS3 GAL2-ADE2 met2::GAL7-lacZ] — James et al.,
1996) foram estriadas, com uma alca de platina, em uma placa de Petri contendo meio YPAD
solido, que foi entdo incubada a 30°C por 48 h. Dessa placa, foi selecionada uma col6nia isolada
que foi inoculada em meio YPAD liquido e incubada overnight a 30°C e 200 rpm. Na manha
seguinte, a cultura foi deixada em incubacdo até atingir ODeoo > 0,1. Ap0s atingir esse valor, a
cultura foi diluida em dois Erlenmeyers contendo 150 mL de meio YPAD liquido cada,
previamente esterilizados, e a mistura foi incubada a 30°C e 200 rpm até atingir ODeoo > 0,5.
Ao atingir essa absorbancia, a cultura foi dividida em 6 tubos Falcon e as células foram
centrifugadas a 1250 x g (centrifuga Eppendorf 5810R) por 5 min a T.A. (temperatura
ambiente). O sobrenadante foi cuidadosamente descartado e o precipitado celular de cada tubo
foi ressuspendido em 5 mL de agua deionizada esterilizada. Ao final desse processo, as solucdes
ficaram divididas em dois tubos Falcon, que foram novamente centrifugados durante 5 min nas
mesmas condicBes anteriores. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em
cada tubo com 750 pL da solugdo [TE 1X (Tris-HClI 10 mM, pH 8,0; acido
etilenodiaminotetraacético (EDTA) 1 mM); LiAc 1X (acetato de litio 100 mM; TE 0,5X)].
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Foram adicionados a essa mistura 500 pL de glicerol 80 %, e as células foram armazenadas em

aliquotas de uso de 50 pL a -80°C.

3.4. Transformacao de células por eletroporacéo
3.4.1. Transformacéo de E. coli eletrocompetentes

Para a transformacéo de células de E. coli DH10B foi utilizada uma aliquota de células
(40 pL) por transformacéo. Essas células foram descongeladas em gelo, e foi adicionado 1-2
puL do DNA de interesse as células. Essa mistura foi transferida para uma cubeta de
eletroporagédo de 10 mm (BioRad) previamente gelada. O conjunto foi entdo colocado no
eletroporador GenePulse 11 (BioRad), e submetido a um pulso elétrico de 1.8 kV, capacitancia
de 25 pF e resisténcia de 200 Q durante 5 s. Logo apés o pulso, 1 mL de meio LB liquido foi
adicionado para recuperar as células da cubeta, e todo o volume foi transferido para um tubo de
ensaio. As células transformadas foram incubadas logo em seguida a 37°C e 200 rpm durante
1 h. No final desse periodo, 200-500 pL da cultura foram plaqueados em meio LB solido
complementado com antibioticos de selecdo adequados. A placa foi incubada a 37°C por 16-20
h.

3.4.2. Transformagcéo de A. tumefasciens eletrocompetentes

A transformacdo de A. tumefasciens é similar a de E. coli, porém existem algumas
diferencas quanto as incubacdes. Apds o pulso elétrico, as células sdo incubadas a 28°C e 150
rpm durante 4 h. Depois de plaquear 200-500 uL da cultura, as placas ficam incubadas a 28°C
por 48 h.

3.5. Transformacéo de S. cerevisiae por choque térmico

Uma aliquota de 50 pL de células de levedura PJ69-4a foram descongeladas em gelo
até o momento do uso, quando foram adicionados 500 ng de cada um dos DNAs de interesse e
5 pL de DNA de esperma de salmdo 10 mg/mL previamente desnaturado a 100°C por 5 min.
A mistura foram adicionados 300 pL de solucido de PEG/LiAc [TE 1X; LiAc 1X; Polietileno-
glicol-3350 (PEG-3350) 40 %]. O tubo foi incubado em banho-maria a 30°C por 30 min, e,
apos esse periodo transferido para um banho-maria a 42°C, onde ficou por 15 min. O tubo foi
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entdo centrifugado a 7000 x g por 30 s a T.A. (microcentrifuga Eppendorf 5415 D). O
sobrenadante foi cuidadosamente removido e o precipitado celular foi ressuspendido em 200
uL de solucdo de NaCl 0,9 %. A solucdo contendo as células transformadas foi plaqueada em

meio SC — Leu —Trp solido, e a placa foi incubada a 30°C por 48-72 h.

3.6. Extracdo de DNA plasmidial em pequena escala (minipreparacdo, miniprep)
3.6.1. Extragdo de DNA plasmidial de E. coli

A extracdo de DNA plasmidial de E. coli foi realizada através de dois métodos diferentes.
O primeiro, a extracdo com lisozima, foi utilizada principalmente para a checagem de tamanhos
de insertos em diferentes vetores com enzimas de restricdo. O segundo foi a utilizaco de um
kit comercial, o GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (Fermentas Lifesciences), utilizado
principalmente para obter um DNA de qualidade para utilizar em transformacdes e
sequenciamentos. A extracdo com o Kit foi realizada segundo as instru¢@es presentes no mesmo.

Em ambos os métodos, a etapa inicial consistiu no crescimento da coldnia de interesse
em meio LB liquido suplementado com antibi6ticos de selecdo adequados, incubada a 37°C por
16-20 h e 220 rpm, precedendo a extracdo. Essa col6nia foi obtida de uma placa resultante de
transformacéo por eletroporacdo ou de estoques em glicerol. No primeiro caso, um estoque
semipermanente em glicerol 25 % foi feito para as colonias ainda nédo estocadas precedendo a
extracdo (Sambrook; Russell, 2001). Os estoques foram armazenados a -80°C.

Para a extracdo com lisozima, um volume de 1,5 mL de cultura foi centrifugado a 18000
X g por 2 min a T.A (microcentrifuga Eppendorf 5415 C). Em seguida, o sobrenadante foi
descartado e o processo foi repetido uma vez. Depois de descartar o sobrenadante, a colonia
precipitada foi ressuspendida em 175 pL de tamp&o TES [Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 1
mM, pH 8,0; sacarose 15%]. Em seguida, foram adicionados 20 pL de lisozima (25 mg/uL), e
a mistura ficou incubada por 10 min a T.A. e a seguir em banho-maria a 73°C por 15 min. O
tubo foi centrifugado a 18000 x g por 15 min para a separacdo dos debris celulares. Apds a
centrifugacdo, o sobrenadante contendo os plasmideos foi transferido a um novo tubo, onde
houve a adicdo de 1/10 de volume de acetato de sddio 3 M e 2 volumes de etanol gelado. A
mistura ficou incubada a -80°C por 15 min, e em seguida o tubo foi centrifugado a 18000 x ¢
durante 15 min. O sobrenadante foi descartado e foi feita uma lavagem com 400 uL de etanol
70 %, o tubo foi novamente centrifugado a 18000 x g por 3 min e o0 sobrenadante descartado.

Os tubos abertos foram mantidos em T.A. até a evaporacao total do etanol, e 0 DNA precipitado



29

foi ressuspendido com 50 pL de agua deionizada esteril. As solugdes contendo os plasmideos

foram armazenadas a -20°C.

3.6.2. Extracdo de DNA plasmidial de A. tumefasciens

O método utilizado para extrair os plasmideos de A. tumefasciens foi o da lise alcalina,
baseado no descrito por Brasileiro e Carneiro (1998). Assim como nos métodos anteriores,
anterior a extracdo a coldnia de interesse foi inoculada em meio LB suplementado com
antibioticos de selecdo e incubada por 24 h a 28°C e 150 rpm. Caso o inoculo tenha sido feito
de uma placa de col6nias recém transformadas, foi feito também o estoque semipermanente em
glicerol como descrito no item anterior.

Inicialmente, um volume de 1,5 mL de cultura foi submetido a centrifugacdo por 2 min
a 13300 x g e T.A. (microcentrifuga Eppendorf 5415 C). O sobrenadante foi descartado e o
precipitado celular ressuspendido em 1 mL de Tampdo | [NaCl 0,2 M em Tris-EDTA]. Foi
realizada nova centrifugacdo por 2 min nas mesmas condigdes anteriores. O sobrenadante foi
descartado e 0 processo repetido uma vez. Depois de descartar o sobrenadante novamente, o
precipitado foi ressuspendido em 200 puL de Tampao I, e foram acrescentados 200 pL de
Solucédo | [NaOH 0,2 N; dodecil sulfato de sddio (SDS) 1 %]. A mistura foi homogeneizada e,
em seguida, mantida em gelo por 15 min. Ainda no gelo, foram adicionados 150 pL de acetato
de potassio 3 M (pH 5,2) gelado. A mistura foi homogeneizada manualmente e novamente
mantida em gelo por 30 min. No final desse periodo, o tubo foi centrifugado por 5 min a 13300
X g e T.A. para separar os debris celulares do DNA plasmidial. O sobrenadante foi transferido
a um novo tubo, onde foi acrescido de 2 volumes de etanol, e depois mantido a -20°C por no
minimo 1 h para ocorrer a precipitacdo. Em seguida, o tubo foi centrifugado a 13300 x g e T.A.
por 30 min e o sobrenadante foi descartado a seguir. O precipitado foi lavado com 400 uL de
etanol 70 % e centrifugado novamente por 2 min nas mesmas condi¢des anteriores. Depois de
descartado o etanol, o tubo foi deixado aberto a T.A. até a evaporagdo total do etanol residual,
e o precipitado foi ressuspendido em 20 pL de agua deionizada esterilizada.

3.6.3. Extracdo de DNA plasmidial de S. cerevisiae

Previamente a extracdo, a col6nia isolada foi inoculada em meio SC —Leu —Trp liquido
e incubada a 30°C e 285 rpm por aproximadamente 24 h. Depois desse periodo a coldnia foi
centrifugada a 14000 x g por 30 s a T.A (centrifuga Eppendorf 5810 R). Apos o descarte do
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sobrenadante, foi feita uma de duas opgOes: realizar a extracdo imediata ou manter 0s
precipitados celulares a -20°C até o momento da extracdo. A segunda opcao foi utilizada
quando foi feito inoculo de colbnias em placas de 96 pocos, permitindo a extracdo gradual das
colonias.

Para a extracdo, o precipitado celular foi ressuspendido em 100 pL da solugdo [SDS
3 %, NaOH 0,2 N] recém-preparada, e a mistura foi incubada por 15 min a T.A. com ocasionais
inversdes rapidas do tubo durante esse periodo. A seguir foram adicionados 500 uL de tampéo
TE e 60 pL de acetato de sodio 3M. A mistura foi homogeneizada por inversdes rapidas. Foram
entdo adicionados 600 pL de fenol [saturado com Tris-HCI 10 mM, pH 8.0; EDTA 1
mM]:cloroférmio:alcool isoamilico, 25:24:1, e o tubo foi agitado em vortex por 2 min na
velocidade méxima. Em seguida o tubo foi centrifugado a 14000 x g por 2 min, e a fase superior
foi removida cuidadosamente e transferida para um novo tubo. Novamente foram adicionados
600 pL de fenol:cloroférmio:éalcool isoamilico, e o tubo foi agitado e centrifugado nas mesmas
condicdes anteriores. A fase superior foi transferida para um novo tubo onde foram adicionados
650 uL de isopropanol gelado, ficando essa mistura a -20°C por no minimo 20 min. O tubo foi
entdo centrifugado a 14000 x g por 5 min e o sobrenadante foi descartado cuidadosamente para
evitar a perda do precipitado. Foi feita nova centrifugacéo por 10 s para remover o sobrenadante
residual. 100 pL de etanol 70 % foram adicionados e o tubo centrifugado por 5 min nas mesmas
condicdes anteriores. O sobrenadante foi descartado, o precipitado seco a T.A. e ressuspendido

em 10 pL de &dgua deionizada estéril.

3.7. Limpeza de DNA plasmidial pelo método do fenol-cloroférmio

O volume inicial da solucdo foi completado com agua deionizada esterilizada g.s.p. 200
pL. A essa solucdo foram adicionados 4 pL de solugcdo de RNAse (10 pg/uL), e a mistura foi
mantida em banho-maria a 37°C por 30 min. Depois, foram adicionados 200 pL de fenol
tamponado em pH 8,0 (Invitrogen), e a mistura foi homogeneizada em vortex e centrifugada a
seguir por 3 min a 18000 x g, T.A. (microcentrifuga Eppendorf 5415 C). A fase superior da
mistura foi removida e transferida para um novo tubo, no qual foi adicionado 1 volume de
cloroférmio:alcool isoamilico 24:1. O tubo foi vortexado e centrifugado nas mesmas condicGes
anteriores. A fase superior da mistura foi novamente removida e transferida para um novo tubo,
onde foi adicionado 1/10 de volume de acetato de sédio 3 M e 2 volumes de etanol gelado. A

mistura foi mantida por 15 min a -80°C para ocorrer a precipitacdo do DNA plasmidial. Em
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seguida, o tubo foi centrifugado por 15 min a 18000 x g, T.A. O sobrenadante foi descartado e
o precipitado foi lavado com 400 pL de etanol 70 %, sofrendo nova centrifugagdo por 3 min
nas mesmas condicdes da anterior. O sobrenadante foi novamente descartado e o tubo aberto
ficou a T.A. até a evaporacgdo do etanol residual. O precipitado foi ressuspendido em 50 pL de
agua deionizada estéril.

3.8. Digestdo com enzimas de restricao

Todas as construcbes foram checadas através de digestio com endonucleases de
restricdo seguida de eletroforese em gel de agarose, ap6s a transformacdo de E. coli cepa
DH10B e replicacdo em meio seletivo. As digestdes foram planejadas utilizando a ferramenta
online NEBCutter V2.0 (http://tools.neb.com/NEBcutter2/, New England BiolLabs), o qual
indica sitios de restricdo de diversas enzimas para a sequéncia de interesse. Para cada digestao,
o ideal foi escolher enzimas que possuiam sitios dentro da sequéncia de interesse e também na
sequéncia do vetor, para confirmar a inser¢do. Caso a sequéncia de interesse ndo estivesse
sequenciada, foram escolhidas enzimas que excisavam o fragmento inserido, para extrapolar a
insercdo através da comparacdo do tamanho do fragmento resultante com o tamanho esperado
do inserto. As digestbes foram feitas utilizando o tamp&o adequado para cada enzima, RNAse,
Bovine Serum Albumine (BSA) quando necessario e agua deionizada estéril, além do DNA a
ser digerido. As reacdes foram feitas em temperatura e tempo adequados para as enzimas

utilizadas. O produto foi utilizado logo em seguida ou armazenado a -20°C.

3.9. Andlise de fragmentos de DNA por eletroforese em gel de agarose

Os géis de agarose foram feitos em duas situagdes para analisar moléculas de DNA. A
primeira delas foi para a checagem de DNA que passou por digestdo enzimatica com nucleases
de restricdo. A outra foi para checar o tamanho de produtos de rea¢des de PCR para a clonagem
do gene de interesse, e posterior excisao e purificacdo da banda contendo esse gene. As analises
foram feitas através de eletroforese em gel de agarose 1 % (w/v) em tampao TBE 0,5X [Tris-
base 50 mM; acido bérico 50 mM; EDTA 2 mM, pH 8,0].

A mistura [TBE 0,5X; agarose 1%] foi aquecida em forno micro-ondas para a dissolugéo
da agarose. Apds dissolvida, ela foi ligeiramente resfriada e acrescida de brometo de etideo em

concentracdo final de 1 ng/mL. Apoés a adicdo do intercalante de DNA, a mistura foi colocada
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em um molde para gel de agarose para a formacdo dos pogos para a aplicacdo de amostras.
Depois de solidificado, o gel foi colocado em uma cuba de eletroforese contendo tampéo TBE
0,5X em @.s.p. recobrir todo o gel. As amostras foram preparadas com a adi¢cdo de tampao de
carregamento [azul de bromofenol 0,25 %; xileno cianol 0,25 %; Ficoll] 6X o suficiente para
sua concentracao final na amostra ficar 1X. O marcador utilizado foi o 1kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen). Depois de aplicadas as amostras, o gel foi submetido a uma corrente elétrica de
100 V durante 90-120 min.

Apobs a eletroforese, o gel foi retirado da cuba e transferido ao sistema Kodak Gel Logic
100 Imaging System (Kodak), que possui um sistema de emisséo de luz UV acoplado a uma
camera, ligado a um computador. As imagens foram capturadas atraveés do software que
acompanha o sistema, e as condi¢des de exposicao e iluminacdo dependeram da quantidade de

DNA aplicada no gel, sendo otimizadas para melhor visualizagéo.

3.10. Sequenciamentos

Os sequenciamentos foram feitos pela Dré Andréa Carla Quiapim, utilizando o
sequenciador ABI 3100 (Applied Biosystems). Os primers utilizados nas reagdes de
sequenciamentos estdo descritos no APENDICE B.

3.11. Clonagem e Subclonagens

A clonagem e as subclonagens presentes nesse trabalho foram feitas através do Sistema
Gateway® (Gateway® Technology, Invitrogen). Esse sistema se baseia na recombinagéo entre
sitios especificos presentes na sequéncia de interesse e nos vetores artificiais de entrada e de
expressao, 0s sitios att. Existem quatro tipos de sitios de recombinacdo: os attB, que sé@o
adicionados atraves de PCR as extremidades de uma sequéncia de interesse e também estdo
presentes em vetores depois de uma reacdo LR; os sitios attP, presentes nos vetores de entrada
vazios; os sitios attL, que flanqueiam a sequéncia de interesse dentro do vetor ap6s uma reacdo
BP; e os sitios attR, presentes nos vetores de expressao vazios. As reacdes BP ocorrem entre
sitios de recombinacdo attB e attP, gerando sitios attL no vetor e attR como subproduto. As
reacbes LR ocorrem entre sitios attL e attR, gerando sitios attB no vetor e attP como
subproduto. A Figura 3.1 resume o sistema Gateway de clonagem.
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a

attB attB attP attP attL attL attR attR
gene ccdB gene ccdB
[ " + 6 Clonase™ + (T ]
produto de PCR donor —_— clone de subproduto

flanqueado por sitios attB vector entrada

ou clone de expressao
b

attL attL attR attP attP

attR attB attB
N N
clone de vetor de EE— clone de
entrada destino expressao subproduto

Figura 3.1. ReacOes de recombinacdo do Gateway® Technology, Invitrogen. a. Reacéo BP.
b. Reacdo LR. Modificado de Invitrogen, 2010.

Os vetores de entrada, quando vazios, geralmente sdo chamados de “pDONR?”, e apés a
recombinagdo passam a ser chamados de “pENTRY”. Os vetores de destino vazios séo
chamados “pDEST”, e ap6s transformados recebem o nome de “pEXP”, seguidos de sua
denominacdo e sequéncia inserida, p.e. pEXP15-RNAPII CTD c/s, se refere ao vetor pDEST15
recombinado com a sequéncia codificadora do dominio C-terminal da RNA Polimerase Il com

cddon de terminacao.
3.11.1. Insercdo de sitios attB através da PCR

Para trabalhar com a sequéncia de interesse, foi necessario realizar uma clonagem da
mesma, seguida da inser¢do dos sitios de recombinacéo attB1 e attB2 para a insercao no vetor
de entrada do sistema de clonagem.

Isso foi feito em dois passos, chamados PCR1 e PCR2. Na PCR1, a sequéncia de
interesse foi amplificada a partir de uma mistura de cDNAs de estigma e estilete de diferentes
estagios de desenvolvimento de N. tabacum gentilmente cedidos pela estudante de mestrado
Ligia Tereza Bertolino, utilizando-se primers especificos da sequéncia que contém também
uma porc¢ado dos sitios attB em suas extremidades. Com o produto da PCR1 foi realizada uma

nova reacdo, a PCR2, utilizando primers que contém os sitios attB1 e attB2 completos.
3.11.2. Desenho de primers

Os primers para a amplificacdo da sequéncia codificadora da regido C-terminal da RNA
Polimerase 11 foram desenhados a partir de analises in silico (descritas na se¢do 4.2), com o
objetivo de amplificar a sequéncia desde o cddon de iniciacdo até o de terminacao e inserir as

porc¢des dos sitios attB1 e attB2 para a segunda reacao.
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3.11.3. Reagdes de PCR para clonagem e inserc¢ao de sitios attB

Ambas as reacoes foram feitas com o kit KAPA3G Plant PCR Kit (Kapa Biosystems),

em condicdes diferentes, com os primers descritos no APENDICE B.
3.11.3.1. PCR1

Foram utilizados 25 pL de KAPA Plant PCR Buffer 2X, 0,5 uL de KAPA Plant PCR
Enhancer, 0,4 pL de KAPA3G Plant DNA Polymerase, 1,5 pL do primer forward (attB1-CTD
RNA pol 11-Fw), 3 pL do primer reverse (attB2-CTD RNA pol 1I-Rv c/s), 2 pL de cDNA e
agua deionizada esterilizada q.s.p. 50 pL. A desnaturacgéo inicial foi feita a 95°C por 300 s,
seguida de 40 ciclos de 95°C por 20 s, 50°C por 15 s e 72°C por 60 s. Depois, foi feito um passo
de extens&o final a 72°C por 10 min, apds o qual as rea¢des ficaram a 10°C até serem retiradas
do termociclador.

O primer attB2-CTD RNA pol II-Rv c/s foi utilizado em maior concentracéo pelo fato
de ser degenerado, podendo ser possivel sua presenca em duas sequéncias diferentes. Assim,

foram fornecidas quantidades teoricamente iguais de cada sequéncia para a reagao.
3.11.3.2. PCR2

Foram utilizados 25 pL de KAPA Plant PCR Buffer 2X, 0,5 uL de KAPA Plant PCR
Enhancer, 0,4 pL de KAPA3G Plant DNA Polymerase, 1,5 puL do primer forward (BP1), 1,5
uL do primer reverse (BP2), 2 uL do produto da PCR1 e agua deionizada estéril g.s.p. 50 pL.
A desnaturacao inicial foi feita a 95°C por 300 s, seguida de 35 ciclos de 95°C por 20 s, 50°C
por 15 s e 72°C por 60 s. Depois, foi feito um passo de extenséo final a 72°C por 10 min, apos
0 qual as reac@es ficaram a 10 °C até serem retiradas do termociclador.

Ambas as reacdes foram submetidas a analise por eletroforese em gel de agarose para
confirmar o tamanho esperado do produto. O DNA foi entdo extraido dos géis com o
GeneJET™ Gel Extraction Kit (Fermentas Lifesciences) e armazenado a -20°C até o0 momento

do uso.
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3.11.4. Reagdes de recombinagéo
3.11.4.1. Reac0es BP

Foram utilizados 150 ng de DNA do vetor de entrada, 100 ng de DNA da sequéncia de
interesse flanqueada por sitios attB, 1 uL de mix de enzimas BP Clonase™ 5X (Invitrogen) e
agua deionizada estéril g.s.p. 5 pL. A reacgdo foi incubada em T.A. overnight. Ap6s a incubacéo,
foi adicionado 1 pL de proteinase K (2 pg/uL) (Invitrogen), e a mistura foi incubada em banho-
maria a 37°C por 10 min para parar a reagcdo. O produto foi armazenado a -20°C até o momento

do uso.
3.11.4.2. Reagdes LR

Foram utilizados 150 ng de DNA do vetor de destino, 100 ng do clone de entrada, 1 pL
de mix de enzimas LR Clonase™ 5X (Invitrogen) e agua deionizada estéril g.s.p. 5 yL. A reacdo
foi incubada a T.A. overnight. Apds a incubacéo, foi adicionado 1 pL de proteinase K (2 pg/uL)
(Invitrogen) e a mistura foi incubada em banho-maria a 37°C por 10 min. O produto foi

armazenado a -20°C até o momento do uso.

3.11.5. Plasmideos utilizados
3.11.5.1. pDONR221

O plasmideo pDONR221 (Invitrogen) foi utilizado como vetor de entrada no sistema
Gateway® de clonagem, sendo todas as reacdes LR para a producéo de vetores de expressao
feitas a partir do clone obtido nesse vetor. Apds a reacdo de recombinacdo e consequente

insercdo do gene de interesse nesse vetor, ele passou a ser chamado de pENTRY (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Mapa representativo do vetor de entrada pDONR™221 (Invitrogen). Esse vetor
apresenta os sitios de recombinacdo attP flanqueando os genes de selecdo negativa ccdB, que
produz a proteina ccdB, inibidora da enzima DNA girasse, e CmR, que confere resisténcia ao
antibidtico cloranfenicol. O gene de selecdo positiva é responsavel pela resisténcia a canamicina
em E. coli transformadas com esse vetor. Ele possui também dois sitios de anelamento a primers
de sequenciamento, M13 Forward e M13 Reverse. Possui também a sequéncia pUC ori,
essencial para sua replicagdo e manutencdo em E. coli, além de T1 e T2, terminadores rrnB
para a protecdo do gene clonado contra a expressdo por promotores codificados pelo proprio
vetor. Modificado de Life Technologies, 2012a.

3.11.5.2. pDEST15

O plasmideo pDEST15 (Invitrogen — Figura 3.3) € um vetor de expressao que contém a
sequéncia codificadora da proteina Glutationa S-Transferase (GST) na regido precedente ao
sitio de recombinacdo do vetor. Desse modo, a expressdo do mesmo acarreta na producéo da

proteina de interesse em fusdo N-terminal com GST, que funciona entdo como uma tag.

3.11.5.3. pDEST32 e pDEST22

Os vetores pDEST32 e pDEST22 (Figura 3.4) sdo plasmideos do sistema ProQuest™
Two-Hybrid (Invitrogen), utilizados em ensaios de duplo-hibrido em leveduras. O pDEST32
possui a regido de ligacdo ao DNA do fator de transcricdo GAL4 (GAL4-DBD), em fase de
leitura com a sequéncia de interesse. O pDEST22 possui 0 dominio de ativacdo do GAL4

(GAL4-AD), também em fase de leitura com a sequéncia de interesse.
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Figura 3.3. Mapa representativo do vetor de destino pDEST™15 (Invitrogen). Esse vetor
apresenta os sitios de recombinacao attR, caracteristicos de vetores de destino, flanqueando as
sequéncias codificadoras dos genes de selecdo negativa ccdB, que produz a proteina ccdB,
inibidora da enzima DNA girase de E. coli, e CmR, que confere resisténcia ao antibidtico
cloranfenicol. O gene de selecdo positiva € o de resisténcia a ampicilina. O cassete de expressao
é constituido pelo promotor do bacteriéfago T7, seguido da RBS (Ribosome Binding Site), um
codon de iniciacdo (ATG), e a CDS da Glutationa S-Transferase, seguidos dos sitios de
recombinacdo e do terminador T7. O gene rop codifica a proteina Repressor of primer,
reguladora do nimero de copias de genes de um plasmideo em E. coli. A sequéncia pBR322
ori € a origem de replicagdo do plasmideo em E. coli. Retirado de Life Technologies, 2012b.

3.11.5.4. pK7TWGF2

O vetor pK7WGF2 (gentilmente cedido por Prof. Dr. Lieven De Veylder, University of
Ghent — Bélgica), possui a sequéncia codificadora da proteina fluorescente enhanced Green
Fluorescent Protein (eGFP) anterior ao sitio de recombinacgdo attR1, o que permite a fusdo da
sequéncia de interesse com essa proteina em sua regido carboxi-terminal. As demais

caracteristicas desse vetor se encontram na Figura 3.5.
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Figura 3.4. Mapas representativos dos vetores de destino pDEST™32 e pDEST™22
(Invitrogen). Ambos possuem os sitios de recombinacéo attR flanqueando os genes de selecéo
negativa CmR e ccdB; PapH1 € 0 promotor que permite a expressdo constitutiva a nivel médio
do cassete de expressdo. A sequéncia ADH1 TT permite a terminacdo da transcricdo e
poliadenilagdo do mRNA As sequéncias ARS (Autonomously replicating sequences)
funcionam como as origens de replicacdo dos cromossomos e as sequéncia CEN (Centromere)
codificam os centrémeros desses cromossomos em S. cerevisiae. A pUC ori é a origem de
replicacdo em E. coli. A f1 ori permite o resgate de sSSDNA (para realizacao de Phage display).
Caracteristicas exclusivas do pDEST ™32 - Anterior ao cassete de recombinag&o se encontra a
CDS do dominio de ligacdo ao DNA do fator de transcricdo GAL4. O gene de selecdo positiva
em E. coli é de resisténcia a gentamicina. A selecdo em S. cerevisiae ocorre com a transcricdo
do gene LEU2, que codifica a enzima B-isopropilmalato desidrogenase, envolvida na sintese de
leucina nesse organismo (Saccharomyces Genome Database, no. acesso: S000000523). CYH2
€ 0 gene de sensibilidade a ciclohexamida (permite a realizacdo de plasmid shuffling).
Caracteristicas exclusivas do pDEST ™22 - Anterior ao cassete de recombinag&o se encontra a
CDS do dominio ativacdo do fator de transcricdo GAL4, precedida de um sinal de localizacao
nuclear (NLS — Nuclear Localization Signal). O gene de sele¢do positiva em E. coli é de
resisténcia a ampicilina. O gene de selecdo positiva em S. cerevisiae, TRP1, codifica a enzima
Fosforibosilantranilato isomerase, que cataliza a biossintese do triptofano (Saccharomyces
Genome Database, no. acesso: S000002414). Retirado de Invitrogen, 2005.
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Figura 3.5. Mapa representativo do vetor pK7WGF2 (Karimi; Inzé; Depicker, 2002). Esse vetor
possui as sequéncias LB e RB (Left Border e Right Border, respectivamente), que delimitam a
porcdo do vetor que é transmitida para 0 genoma da planta durante a infeccdo com A.
tumefasciens transformadas com o mesmo. Fora da delimitacdo das bordas encontra-se o gene
de selecdo positiva em E. coli, contra espectromicina e espectinomicina. Dentro das bordas,
encontram-se o promotor p35S e o terminador T35S, ambos provenientes do virus do mosaico
da couve-flor (CaMV). O promotor p35S permite a expressdo constitutiva do cassete em plantas
transformadas. Seguida do promotor estd a CDS da eGFP (Enhanced Green Fluorescent
Protein), que permite a fusdo C-terminal dessa proteina com aquela codificada pela sequéncia
inserida entre os sitios de recombinacdo attR. Essa construcdo apresenta o gene de selecdo
negativa ccdB e o gene de selecdo positiva em A. tumefasciens que fornece resisténcia a
canamicina. Retirado de < http://gateway.psb.ugent.be/vector/show/pK7WGF2/search/index/>,
acesso em 26/10/2013.

3.12. Expressao heterdéloga em E. coli

Foi realizada a expressdo da proteina recombinante GST-RNAPII CTD em E. coli para
sua futura utilizagdo em experimentos de interacdo proteina-proteina. A expressao foi feita com
a cepade E. coli BL21(DE3) Rosetta. Ap6s a confirmacédo da constru¢do GST-RNAPII CTD c/s
no vetor pDEST15 através de digestdo e sequenciamento, células da cepa BL21(DE3) Rosetta
foram transformadas por eletroporacgéo, plaqueadas em meio LB sélido suplementado com os

antibioticos cloranfenicol (34 pg/mL) e ampicilina (50 pg/mL), e incubadas a 37 °C por 20 h.
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Em seguida, uma coldnia isolada foi inoculada em meio LB liquido suplementado com os
mesmos antibioticos nas mesmas concentraces, e a cultura foi incubada novamente a 37 °C e
220 rpm durante 20 h. No final desse periodo, 1 mL da cultura foi adicionado em cada um de
dois Erlenmeyers contendo 100 mL de meio LB liquido suplementado com cloranfenicol e
ampicilina. As culturas foram incubadas a 37°C e 220 rpm até atingiram uma ODeoo entre 0,4
e 0,6. No momento em que as culturas atingiram absorbancia nesse intervalo, foi adicionado o
indutor de expressao Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosidio (IPTG) para concentracédo final de
0,1 mM em cada um dos Erlenmeyers. A partir de entdo, a expresséo foi feita em duas condicoes
distintas — um Erlenmeyer ficou a 37°C sob agitagdo de 220 rpm, e outro a 28°C, sob agitacdo
de 150 rpm. Antes dessa incubacéo, foi retirada uma aliquota de 1 mL de cada uma das culturas,
chamadas de tempo zero (to). Aliquotas de 30 mL foram retiradas apds 1 h, 2 h e 4 h apos a
inducdo e mantidas em gelo. Posteriormente, as 6 aliquotas foram centrifugadas a 12000 x g a
4°C por 10 min para a precipitacdo das células. O sobrenadante foi descartado cuidadosamente,

e as células foram armazenadas a -20°C para posterior lise celular e analise por SDS-PAGE.

3.13. Extracao de proteinas bacterianas atraves de lise celular

Para a extracao das proteinas expressas, os precipitados celulares foram ressuspendidos
em 5 mL de tampado de lise [Tris-HCI 50 mM, pH 7,5; NaCl 100 mM; lisozima 0,5 %; glicerol
1 %; imidazol 20 mM; inibidor de proteases 0,5 %] e incubados em gelo durante 30 min. As
células foram mantidas em gelo e submetidas a sonicacdo com 6 pulsos de 30 s a 30 % de
poténcia (100 % = 400 W) e intervalos de 1 min entre cada pulso (Branson Sonifier™ S-450
Digital Ultrasonic Cell Disruptor/Homogenizer, Fisher Scientific). Ao final desse processo, 0
lisado foi centrifugado a 12000 x g e 4°C durante 30 min. O sobrenadante foi transferido a um
novo tubo e o precipitado foi ressuspendido em 5 mL de tampédo de lise. O material foi

armazenado a -20°C até o0 momento do uso.

3.14. Anélise de proteinas por SDS-PAGE

As proteinas obtidas na expressao heteréloga em E. coli foram submetidas a anélise por

eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE). Os géis de poliacrilamida sdo

preparados com duas fases de diferentes relacdes peso/volume (w/v) de bis-acrilamida. A fase
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superior é chamada de gel de empacotamento, onde as amostras sdo concentradas, e a fase
inferior € chamada de gel de separacéo, onde ocorre a separacao das amostras. Os géis foram
montados no suporte adequado para espessura final de 1 mm.

O gel de empacotamento possui relagdo w/v de 3 %, com reagentes nas concentragdes finais:
Bis-acrilamida 3 %; de Tris 100 mM, pH 6,8; SDS 0,09 %; persulfato de amdnio 0,09 %; e
Tetrametiletilenodiamina (TEMED) 0,09 %, diluidos em agua deionizada esteril. O gel de
separacao foi feito com 12,5 % wlv, e preparado com concentra¢des: Bis-acrilamida 12,5 %;
Tris 400 mM, pH 8,8; SDS 0,1 %; persulfato de aménio 0,05 %; e TEMED 0,05%.

O gel de separacdo foi feito primeiro e aplicado no suporte. Logo em seguida, foi
adicionado isopropanol acima do gel, para nivelar o mesmo durante a polimerizacdo. Apos a
polimerizacdo do gel de separacdo, o isopropanol foi removido e o gel de empacotamento foi
aplicado. O pente para a formagao dos pogos de amostra foi colocado logo em seguida, evitando
a formacdo de bolhas. Apds a polimerizacao do gel de empacotamento, o cassete foi montado
e colocado na cuba de eletroforese contendo o tampédo de corrida [Tris-base 25 mM; SDS
0,05 %; glicina 0,2 M], e s entdo o pente foi removido.

As amostras foram preparadas misturando 20 pL do extrato de proteinas obtido com a
lise celular e 6 puL de tampéo de amostra 4X [Tris-HCI 125 mM, pH 6,8; SDS 4 %; glicerol
10 %; azul de bromofenol 0,2 %; B-mercaptoetanol 4 %]. A mistura foi incubada a 100 °C por
5 min precedendo a aplicacdo no gel. As amostras foram entdo aplicadas com o auxilio de uma
micropipeta, e 0s pogos sem amostras foram preenchidos com tampédo de amostra 1X. O
marcador utilizado foi o LMW Calibration Kit for SDS Electrophoresis (GE Healthcare).

A eletroforese ocorreu em duas fases. A fase inicial, de empacotamento, foi de 30 min
a 60V, seguida da fase de separacao por 2-2,5 h a 100V. Em seguida, os géis foram retirados
cuidadosamente dos suportes de eletroforese e corados em solugéo corante [metanol 25 %;
acido acético 5 %; Coomassie Blue R-250 0,2 %] overnight. Ap6s corados, os géis foram
incubados em solucdo descorante [etanol 30 %; &cido acético 50 %] para remog¢éo do excesso

de corantes.

3.15. Expresséo heterologa transiente em Nicotiana benthamiana

A expressdo heter6loga transiente em N. benthamiana se baseia no processo natural de

infeccdo de plantas pela bactéria Agrobacterium tumefasciens, causadora do tumor coroa-da-

galha. Na natureza, essa bactéria é capaz de inserir parte de seu DNA no genoma das células
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vegetais que ela infecta, levando a producao dos genes de infeccao pela propria planta (Crouzet;
Hohn, 2001). A utilizacdo de cepas modificadas de A. tumefasciens permitiu sua utilizacdo para
inserir construges artificiais em plantas. Esse processo pode ser utilizado para a producéo de
plantas transgénicas, através da infeccdo de discos foliares e posterior producdo de calos ja
modificados. Em plantas adultas, a infeccdo com A. tumefasciens transformadas com
construcdes de interesse permitem que essa construcdo seja expressa pelas células que
integraram o DNA ex0geno em seu genoma durante determinado periodo de tempo.

A expressdo heterologa transiente foi feita utilizando colbnias de A. tumefasciens
transformadas que foram inoculadas, do estoque em glicerol, em meio LB complementado com
antibioticos de selecdo por 24 h a 28°C e 150 rpm de agitacdo. No final desse periodo, 1,5 mL
de cultura foram transferidos a um microtubo e centrifugados a 5900 x g, T.A., por 2 min
(microcentrifuga Eppendorf 5415 C). O sobrenadante foi descartado e o precipitado celular
ressuspendido em 500 pL de tampdo [acido 2-(N-morfolino)etanosulfénico (MES) 10 mM;
MgCl2 10 mM]. A suspensdo foi centrifugada novamente nas mesmas condig¢Ges anteriores, e
0 sobrenadante descartado. O processo foi repetido e apds o descarte do sobrenadante, o
precipitado celular foi novamente ressuspendido em 500 pL de tampédo [MES 10 mM; MgCl>
10 mM]. Nesse ponto, a ODeoo das células foi medida e foi feita diluicdo para que a absorbancia
ficasse em um intervalo entre 0,2-0,3, e a mistura foi adicionada acetoseringona para
concentracdo final de 10 mM.

Na porcéao abaxial das folhas de N. benthamiana foram feitas pequenas incisdes com a
ponta de uma ponteira P-10, através das quais a solucao de células foi infiltrada, com o auxilio
de uma seringa de 1 mL estéril. Apos infiltradas, as folhas foram identificadas com etiquetas,
para diferencia-las das folhas que ndo haviam sido transformadas. As plantas foram deixadas a
T.A. e expostas a luz natural por 24 h.

Apos esse periodo, foram retirados pedacos das folhas transformadas, que foram
colocadas em laminas de microscopia junto de gotas de dgua e cobertas por uma laminula. Essas
folhas foram observadas em microscopio de fluorescéncia para identificar células com
expressdo de GFP. As folhas que apresentaram fluorescéncia foram entdo marcadas com 4’,6-
diamino-2-fenilindol (DAPI) para observacdo em microscépio confocal (Leica SP5, FMRP-
USP). Para tal, as folhas foram seccionadas em quadrados de aproximadamente 0,5 X 0,5 cm,
colocadas em placas de Petri, e embebidas em 2 mL de DAPI (2,5 pg/mL), sendo cobertas com
papel aluminio para evitar a degradacdo do marcador. Em seguida, elas foram submetidas a 5
min de vacuo (a 15 mmHg). Esse passo permite a penetracdo do DAPI nas células e a formacéo

do complexo com a molécula de DNA. Apos a aplicagdo do vacuo, as placas, ainda cobertas



43

foram mantidas sobre a bancada por 30 min e posteriormente lavadas com PBS 1X. Apos a
lavagem, os cortes foram mantidos em PBS 1X até o0 momento da visualizacdo. As laminas
foram montadas com 2-3 cortes das folhas cobertos com PBS 1X e recobertos por laminula.

A anélise das ldminas no microscopio confocal foi feita com o auxilio da aluna de
mestrado Ligia Tereza Bertolino, do nosso grupo de pesquisa. Para 0 DAPI, a excitacdo foi feita
com laser ultravioleta, no comprimento de onda de 405 nm, e a captura das imagens (deteccdo
da fluorescéncia) foi feita no intervalo de 410-475 nm. Para a GFP, a excitacdo foi feito com
laser de argdnio, no comprimento de onda de 488 nm, e a captura foi feita no intervalo entre
495-550 nm. As analises e capturas, montagem de imagens e suas escalas foram feitas com o

software Leica LAS AF v.2.x, que acompanha o microscopio.

3.16. Ensaio de duplo-hibrido em leveduras

O ensaio de duplo-hibrido (Yeast Two-Hybrid — Y2H) foi utilizado para verificar
interacGes entre as proteinas analisadas nesse trabalho. Para isso, foram feitas construcdes das
sequéncias codificadoras dessas proteinas em ambos os vetores pDEST32 e pDEST22. Desse
modo, foi possivel utilizar as proteinas tanto como “iscas” quanto “presas” nos experimentos.
Para cada experimento, foram montadas placas contendo trés controles de interacdo (Kit
ProQuest™ Two-Hybrid System, Invitrogen), controles de auto-ativacdo dos vetores vazios e
das construgdes utilizadas, e trés ensaios de interacéo a serem analisados.

Os controles de interacdo do kit consistem na proteina de rato Krevl associada ao
dominio de ligacdo ao DNA do fator de transcricdo GAL4 e trés versdes do dominio de
associacao a ras da proteina RalGDS ligados ao dominio de ativacdo do fator de transcrigdo
GALA4. As trés versdes sao denominadas “Wt” para a sequéncia selvagem da proteina, que
apresenta interacao forte com Krevl, “M1” para uma mutacdo na posicao 177 para T77 que
altera parcialmente a interacdo, servindo de controle para interacdes médias, e “M2” para uma
mutacdo na posicdo L65 para P65, que inativa a interacdo, e serve, portanto, como controle
negativo.

Para cada placa, foram feitos 5 controles de auto-ativagdo. O primeiro consiste em
leveduras transformadas com os vetores pDEST32 e pDEST22 vazios, para testar se estava
havendo ativacdo do sistema sem as proteinas hibridas. Os quatro outros controles consistem

nas construcdes hibridas acompanhadas de vetores vazios, ou seja, um dos vetores contendo a
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sequéncia codificadora da proteina hibrida e o outro vazio foram inseridos em uma mesma

levedura.

Foram feitos no maximo 3 ensaios de interacdo proteina-proteina, sendo as leveduras

transformadas com os dois vetores contendo as sequéncias codificadoras das proteinas a serem

analisadas. A Tabela 3.1 resume as construcdes utilizadas para transformar leveduras em um

ensaio de duplo-hibrido.

Tabela 3.1 — Combinac@es de vetores utilizados para montar uma placa de duplo-hibrido.

Construcdes utilizadas

Descricdo das construgoes

Controles do kit

PEXP™32-Krevl x pEXP™22-RalGDS-wt
PEXP™32-Krevl x pEXP™22-RalGDS-m1

PEXP™32-Krevl x pEXP™22-RalGDS-m2

Interacdo forte
Interacéo fraca

Sem interagdo

Controle de
auto-ativacao

do sistema

pDEST™32 x pDEST ™22

Controle de ativacgao do sistema

Controles de auto-
ativacao das

~

construcoes

PEXP™32-isca x pDEST™22
pDEST ™32 x pEXP™22-presal
pDEST ™32 x pEXP™22-presa2

pDEST™32 x pEXP™22-presa3

Controle de auto-ativacdo da
isca

Controle de auto-ativacdo da
presal

Controle de auto-ativacdo da
presa2

Controle de auto-ativacéo da
presa3

Ensaios a serem

analisados

PEXP™32-isca X pPEXP™22-presal
PEXP™32-isca X pPEXP™22-presa2

PEXP™32-isca X pEXP™22-presa3

Ensaio de interacdo entre isca e
presal

Ensaio de interacdo entre isca e
presa2

Ensaio de interacdo entre isca e
presa3

As transformacdes foram feitas como descrito na sec¢do 3.5. Apds transformadas, uma

coldnia oriunda de cada transformacdo foi inoculada em meio SC —Leu —Trp liquido, e 0s
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inoculos foram incubados overnight a 30 °C e 200 rpm. Apos a incubacéo, foi medida a ODeoo
de cada cultura, e as mesmas foram diluidas para uma ODsoo de 0,2 em meio SC —Leu —Trp
para um volume final de 250 uL. Essas dilui¢cbes foram feitas em microplacas de 96 poc¢os, na
linha A. Nos primeiros 6 pocos (Al-A6) foram colocados o controle negativo do kit e os
controles de auto-ativacdo. O pogo A7 foi deixado vazio. Nos pocos A8 e A9 foram colocados
0s controles de interacdo forte e media, respectivamente. Os ensaios de interacdo foram
colocados nos pocos Al0, All e Al12. Nas linhas C, E, G e H foram feitas diluicBes
consecutivas de 1:5, resultando em ODeoo de 0,04; 0,008; 0,0016 e 0,00032, respectivamente.
O conteudo das microplacas foi replicado em placas contendo diferentes meios de cultura para
avaliar as interacfes com um replicador de 96 pinos. Os diferentes meios de cultura utilizados

estdo descrito na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 — Diferentes meios de cultura utilizados nos ensaios de duplo-hibrido.

Meio de Cultura Descri¢do/Funcao Crescimento esperado
Meio SC sem os aminoacidos Leu e
SC-Leu-Trp Trp, para controle do crescimento de  Todas as transformagoes
leveduras
Meio SC sem 0s aminoacidos Leu, Apenas interacfes
SC-Leu-Trp—His Trp e His. Objetiva analisar a positivas entre as proteinas
transcricdo do gene reporter HIS3. hibridas.

Meio SC sem os aminoécidos Leue  Apenas interacoes
SC-Leu-Trp-Ade Trpesem Adenina. Objetiva analisar positivas fortes entre as
a transcricdo do gene reporter ADE2. proteinas hibridas.

O meio SC —Leu —Trp foi feito utilizando 50 mL de meio SC -Leu —-Trp —His —Ura
solido, complementado com 400 pL de solucdo de Histidina 100 mM e 400 L de solucdo de
Uracila 20 mM. O meio SC — Leu —Trp —His foi feito com 50 mL de meio SC —Leu —Trp —His
—Ura complementado com 400 pL de solugéo de Uracila 20 mM. O meio SC —Leu —Trp —Ade
foi feito utilizando 50 mL de meio SC —Leu —Trp —His —Ade complementado com 400 puL de
Solucdo de Histidina 100 mM. Foram utilizadas placas de Petri descartaveis de 15 cm de
diametro. Depois de receber as culturas, as placas foram incubadas a 30°C durante 48 h. Apds
esse periodo, elas foram fotografadas e deixadas sobre a bancada para verificar o crescimento
ou ndo de novas colbnias. Isso foi feito porque algumas interacdes fracas demoram mais a ativar

a transcricdo dos genes reporter.
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3.17. Andlises de screening de duplo-hibrido em leveduras

O experimento de screening e a metodologia das analises estdo descritos na se¢éo 4.
RESULTADOS & DISCUSSAO.
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4. RESULTADOS & DISCUSSAO

4.1. Localizacéo subcelular de NtCDKG;2

Para a localizacdo subcelular da proteina NtCDKG;2 foi produzida a construcéo
p35S::GFP-NtCDKG;2, através da reacdo de recombinacdo LR entre os vetores pENTRY -
NtCDKG;2_cs (cedido pela aluna de doutorado Greice Lubini) e pK7WGF2. O plasmideo
resultante, pK7WGF2-NtCDKG;2_cs, foi utilizado para transformar células de E. coli cepa
DH10B. Para confirmar a clonagem, foi extraido o DNA plasmidial de 7 colbnias
independentes resultantes da transformacdo, e foi feita digestdo com a endonuclease de restri¢do
BsrGl. O plasmideo inteiro possui 12249 pb, e a digestdo com BsrGlI produz 4 fragmentos, de
10170 pb, 1745 pb, 313 pb e 21 pb, uma vez que existem 3 sitios de restricdo dentro da
sequéncia codificadora (CDS) de NtCDKG;2 e 1 sitio no vetor. A digestdo foi analisada através

de eletroforese em gel de agarose, ilustrada na Figura 4.1.

*
M1 2 3 45 67

2kb =
— _— j —
S
—
300pb T
100 pb

Figura 4.1 — Fotografia do gel de agarose resultante da eletroforese das digestdes com o DNA
plasmidial de 7 colbnias de E. coli transformadas com o vetor pK7WGF2-NtCDKG;2_cs. A
banda de 21 pb nédo esta visivel devido a pouca quantidade de DNA. M — marcador 1 kb Plus
DNA Ladder (Invitrogen); * - col6nia escolhida para dar continuidade aos experimentos.
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O DNA da coldnia 2 foi purificado através do método de fenol-cloroférmio e utilizado
para transformar células competentes de A. tumefasciens. Apos o crescimento das colénias, foi
feita a extracdo do DNA plasmidial de 6 delas, e a checagem da presenca do plasmideo foi feita
através de reacdo de PCR com os primers forward Prom35S e reverse SGN-U423624-RV-
gPCR. O primer forward é capaz de parear com a sequéncia do vetor, enquanto o primer reverse
é capaz de parear com a CDS de NtCDKG;2. O amplicon esperado para essa reacao é de 1445
pb. Inicialmente, nenhuma das 6 coldnias apresentou o plasmideo. Assim, foi feita a extracdo
de DNA plasmidial de 6 novas colonias, seguida de reagcdo de PCR com o DNA. Foi confirmada
a presenca do plasmideo em apenas uma col6nia, como ilustrado na Figura 4.2.

Células de Agrobacterium da coldnia positiva (10) foram infiltradas em folhas de N.
benthamiana (descrita na secdo 3.15), para viabilizar a expressdo transiente da proteina
recombinante GFP-NtCDKG;2. Apds 24 horas, as folhas infiltradas foram analisadas em
microscopio confocal quando foi possivel observar que NtCDKG;2 se localiza exclusivamente
no nucleo das células (Figura 4.3). Esse resultado corrobora o resultado obtido anteriormente
por Lubini (2012), em células epiteliais de N. tabacum expressando NtCDKG;2-GFP de forma
transitdria, através de microscopia de fluorescéncia. O resultado aqui descrito € importante por
demonstrar que, independentemente do tipo de fusédo da GFP em CDKG;2 (N- ou C-terminal),
a localizacdo subcelular de NtCDKG;2 é sempre a mesma. Adicionalmente, o presente
resultado esta de acordo com o resultado descrito por Boruc et al. (2010b), no qual a proteina
AtCDKG;2, provavel homéloga de NtCDKG;2 em Arabidopsis, também foi localizada no
nacleo em células BY2 de N. tabacum transformadas para expressar AtCDKG;2-GFP.

A localizacdo nuclear dessa proteina ja era esperada, uma vez que a maioria das CDKs
e outras proteinas envolvidas no ciclo celular possuem essa localizacdo em pelo menos uma das
fases do ciclo ou durante a interagdo com outras proteinas envolvidas nesse processo, como
descrito em A. thaliana (Boruc et al., 2010b). Além disso, a possibilidade de NtCDKG;2 estar
envolvida em algum mecanismo relacionado com a transcri¢do também sugere uma localizagédo
nuclear para a mesma. Outra observacao importante é a de que SCI1 também possui localizacdo
nuclear e co-localiza com marcadores de nucléolo e de speckles (Strini, dados ndo publicados).
Speckles sdo estruturas subnucleares dindmicas, localizadas nas regides de intercromatina, e
contém fatores de splicing de pré-mRNA, que podem se mover entre essas estruturas e outras
localizagdes nucleares, inclusive em sitios de transcricdo ativos (Lamond; Spector, 2003). A
interacéo entre SCI1 e NtCDKG;2, identificada por pull down, foi posteriormente confirmada
em nosso laboratério através de BiFC, mostrando que essa interacdo ocorre no nucléolo.

Tomando a hipotese de que SCI1 seja um inibidor da acdo de complexos ciclina-CDK,
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poderiamos especular que SCI1 pode inibir a acdo de NtCDKG;2 ao retirar essa proteina do

nucleoplasma, onde provavelmente ela é ativa.

- M + 7 8 9 10 11 12

1,65 kb

LI

Figura 4.2 — Fotografia do gel de agarose resultante da eletroforese dos produtos de PCR
utilizando o DNA plasmidial de 6 diferentes colénias de A. tumefasciens transformadas com
pK7WGF2-NtCDKG;2_cs. Apenas a colonia 10 apresentou padréo correspondente ao desejado.
M — marcador 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); — controle negativo: mix de PCR sem adicao
de DNA submetido a mesma reacdo que as amostras; + controle positivo: mesma reagdo de
PCR, mas com o DNA plasmidial utilizado na transformacdo de A. tumefasciens; 7-12 —
produtos da PCR; * - colonia escolhida para dar continuidade aos experimentos.

Figura 4.3 — Micrografia obtida com microscopio confocal (Leica SP5 — FMRP-USP) de
células de N. benthamiana expressando GFP-NtCDKG;2. A — nlcleo marcado com DAPI; B -
fluorescéncia emitida por GFP-NtCDKG;2; C — sobreposicdo de A e B, mostrando que ha co-
localizacéo da proteina NtCDKG;2 com o nucleo celular. Barra =5 pm.
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Outra especulacdo plausivel é de que NtCDKG;2 esteja envolvida em mecanismos
transcricionais. Sua provavel homologa em A. thaliana, AtCDKG;2 possui 69,4 % de
identidade de aminoéacidos (aa) com AtCDKG;1, e ambas compartilham motivos em comum
com CDKs de regulagdo transcricional em animais (Huang et al., 2013). Além disso, anélises
filogenéticas entre CDKs de A. thaliana mostram que ambas as CDKGs estdo proximas da
classe CDKC, de funcdo conhecida na regulagédo da transcricdo atraves de interagdes com o
CTD da RNAPII (Fuldp et al., 2005; Huang et al., 2013). Por esses motivos, foi realizada no
presente trabalho a clonagem desse dominio em N. tabacum, com o objetivo de testar se ocorre
interacéo entre ele e NtCDKG;2.

4.2. Clonagem do dominio C-terminal da RNA Polimerase Il (CTD da RNAPII)

A RNA Polimerase Il (RNAPII) é um complexo proteico que compreende 12
subunidades, sendo uma das responsaveis pela transcricdo do DNA em eucariotos, junto das
RNA Polimerases | e Il (Snustad; Simmons, 2012). Ela é quem transcreve 0s genes
codificadores de proteinas e os small noncoding RNAs, enquanto as outras sdo responsaveis
pela transcricdo de RNAs transportadores e ribossémicos (Egloff; Murphy, 2008). A maior
subunidade da RNAPII, a Rpbl, possui uma regido carboxi-terminal que consiste de varias
repeticdes de um heptapeptideo altamente conservado em eucariotos com a sequéncia consenso
Y1S2P3T4Y5S6P7S7, chamado dominio carboxi-terminal (CTD) (Hajheidari et al., 2012). A
fosforilagcdo de sitios especificos nessa regido cria um codigo dindmico que integra e dirige
eventos da transcricdo, processamento de RNAs e modificagbes na cromatina realizados pela
RNAPII (Hajheidari et al. 2012).

Para clonar a regido codificadora do CTD da RNAPII de N. tabacum, foi necessario
desenhar primers especificos para realizar a amplificacdo da mesma. Como o genoma de N.
tabacum ainda néo foi totalmente sequenciado, o desenho de primers foi baseado em analises
in silico das sequéncias codificadoras dessa regido em Solanum lycopersicum (tomate) e
Solanum tuberosum (batata), que assim como N. tabacum pertencem a familia Solanaceae. Isso
foi feito pois os dominios homologos da Rpbl sdo conservados em plantas (Nawrath et al.,
1990).

Como esse dominio faz parte de uma subunidade grande (1839, 1846 e 1839 aa em A.
thaliana, S. lycopersicum e S. tuberosum, respectivamente), a escolha da regido do gene que

possui uma ORF (Open Reading Frame) abrangendo somente a extensdo do dominio C-
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terminal foi feita com base na clonagem do CTD da RNAPII de A. thaliana, descrita por Umeda
et al. (1998), que produz uma proteina de 318 aa. Utilizando a sequéncia de aminoacidos da
Rpbl de A. thaliana (no. acesso no TAIR: AT4G35800.1), foram feitas buscas de similaridade,
utilizando o algoritmo tblastn, em dois bancos de dados de Solanaceae — DFCI (Dana-Farber
Cancer Institute - http://compbio.dfci.harvard.edu/) e Solanaceae Genomics Resource
(http://solanaceae.plantbiology.msu.edu). Como resultado, foram encontradas as sequéncias
Solyc02¢g083350.2.1 (tomate) e PGSC0003DMT400009249 (batata), ambas com 87% de
identidade de aminoacidos com a sequéncia de A. thaliana e 99% de identidade entre elas.

Através do alinhamento entre sequéncias de aminoacidos dos trés organismos, foi feita
a busca pela regido delimitada no trabalho de Umeda et al. (1998) na sequéncia de A. thaliana,
e a identificacdo de suas correspondentes em batata e tomate (APENDICE C). A partir dessa
analise, foi identificada a sequéncia de nucleotideos codificadora dessa regido, onde foram
determinados os codons de iniciacdo (ATG) e terminacao de transcricdo (TAA, TAG ou TGA)
(APENDICE D). A partir disso, foram desenhados os primers forward e reverse para tentar
amplificar a sequéncia correspondente em N. tabacum. O tamanho das sequéncias codificadoras
dessa regido de interesse em batata e tomate é de 968 e 989 pb, respectivamente (APENDICE
D), e um tamanho préximo a esse foi o esperado para a amplificacdo em N. tabacum.

No primer forward, foram adicionados, antecedendo a sequéncia especifica do CTD da
RNAPII, uma porcao do sitio de recombinacao attB1 de 9 bases, seguido da sequéncia Shine-
Dalgarno (para ligacdo do ribossomo ao mRNA em procariotos), duas bases para correcdo da
fase de leitura, a sequéncia Kozak (para ligacdo do ribossomo em eucariotos) e, finalmente,
uma sequéncia de 21 bases especificas da sequéncia-alvo. No primer reverse, anterior a
sequéncia especifica, foram adicionadas 9 bases do sitio de recombinacdo attB2, seguida de
uma base para correcdo da fase de leitura e, depois, 19 bases especificas da sequéncia-alvo. Foi
necessario desenhar um primer reverse degenerado, pois as sequéncias de batata e tomate
possuem 1 base anterior ao codon de terminacédo que difere entre as duas (codons GGT e GGG,
respectivamente, ambos codificando Gly). Os primers desenhados estdo representados na
Figura 4.4.

Ap0s a primeira reacdo de amplificacdo (PCR1), foi feita eletroforese em gel de agarose
para avaliar o tamanho da sequéncia obtida. Como observado na Figura 4.5, a amplificacao
resultou em uma banda de aproximadamente 1000 pb, correspondente ao tamanho esperado
segundo comparac¢Bes com as sequéncias de batata e tomate. A banda correspondente & CDS
do CTD da RNAPII foi excisada e purificada, e 0 DNA resultante foi utilizado para a reagéo
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PCR2. Apos a segunda amplificacdo, que adicionou os sitios de recombinagdo completos, o

tamanho da sequéncia aumentou ligeiramente, como observado na Figura 4.6.

attB1-CTD RNA pol [I-Fw 5" - GCAGGCTTCGAAGGAGATAGARCCATGTCACCGATTACAGATGCT - 3'

attB2-CTD RNA pol lI-Rv /s~ 5' - BAGETGGGTCTEAMCCAGCCTTGTCATCTTTG - 3'

-RNAPII CTD I - Kozak
- attB1 - attB2
- Shine-Dalgarno [ - cédon de terminagao

- bases para correcdo de fase de leitura
Figura 4.4 — Representacdo dos primers desenhados para a amplificagdo da sequéncia
codificadora do CTD da RNAPII. attB1-CTD RNA pol II-Fw — primer forward; attB2-CTD
RNA pol I1-Rv c/s — primer reverse; RNAPII CTD - bases especificas da CDS do CTD da
RNAPII; M —amino, corresponde as bases nitrogenadas que contém grupos amina - citosina e
adenina; c/s — com codon de terminacdo (stop codon).

Figura 4.5 — Fotografia do gel de agarose resultante da eletroforese do produto da PCR1. A
banda superior na canaleta PCR1 corresponde a sequéncia codificadora do CTD da RNAPII
amplificada na reacdo. A banda inferior representa o excesso de primers que ndo foram
utilizados durante a reacdo. M — marcador 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); PCR1 — produto
total da PCR1 aplicado no gel.

O DNA extraido e purificado da banda do gel foi utilizado em uma reacdo BP com o
vetor de entrada pDONR™221, resultando no vetor pENTRY-RNAPII CTD c/s. Esse
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plasmideo foi utilizado para transformar células de E. coli DH10B que, apés cultivo em meio
seletivo, resultaram em coldnias das quais o DNA plasmidial foi extraido pelo método da
lisozima e digerido com a endonuclease de restricdo BsrGl. Essa enzima foi escolhida, pois
existem 2 sitios de restrigdo no vetor, um dentro de cada um dos sitios de recombinacéo att, e
um sitio no gene de selecdo negativa, ccdB. Desse modo, caso ndo tivesse havido clonagem, a
digestéo do vetor vazio (4761 pb) resultaria em fragmentos de 2514 pb, 1457 pb e 790 pb. Caso
a recombinacdo tenha sido feita com sucesso, 0 gene seria eliminado e o plasmideo pENTRY -
RNAPII CTD c/s possuiria aproximadamente 3549 pb. Neste caso, a digestdo com BsrGl
produziria apenas 2 fragmentos, com 2514 pb, correspondente ao vetor, e aproximadamente

1000 pb, correspondente ao inserto.

M PCR2

T ————

L |

Figura 4.6 — Fotografia do gel de agarose da eletroforese do produto da PCR2. A banda superior
na canaleta PCR2 corresponde a CDS do CTD da RNAPII flanqueada pelos sitios de
recombinacédo attB. M — marcador 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); PCR2 — produto total
da PCR2 aplicado no gel.

Como é possivel observar na Figura 4.7, a insercdo da sequéncia no vetor foi feita com
sucesso e 0 plasmideo produzido pdde ser utilizado para realizar outras reacbes de
recombinacdo. O DNA proveniente da colonia 1 foi escolhido para dar seguimento aos
experimentos com o CTD da RNAPII. O fragmento de DNA clonado foi sequenciado, e a
sequéncia analisada pelo programa blast, confirmando sua identidade e a clonagem bem
sucedida do CTD da RNAPII de N. tabacum. Como a sequéncia do CTD da RNAPII desta
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especie ainda ndo havia sido descrita e/ou depositada nos bancos de dados, foram feitos
sequenciamentos adicionais da mesma. O sequenciamento ja foi realizado 3 vezes com o primer
M13 forward e 2 vezes com o primer M13 reverse, e 0s dados resultantes foram analisados
com os softwares Phred/Phrap/Consed (versdes 1.020425, 1.090518 e 26.0, respectivamente —
obtidos sob licenga académica dos Profs. Drs. Brent Ewing, Phil Green e David Gordon —
University of Washington). Para aumentar a qualidade das bases na porcao intermediaria da
sequéncia, ainda sera necessario realizar o sequenciamento utilizando primers internos. Quando
0 sequenciamento estiver finalizado (ou seja, cada base tenha sido sequenciada pelo menos 3
vezes, em 2 direcdes diferentes e tiverem qualidade Phred/Phrap >20), a sequéncia obtida sera

depositada no Genbank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

Figura 4.7 — Fotografia do gel de agarose da eletroforese dos produtos da digestdo, com a
enzima BsrGl, do DNA plasmidial proveniente de 6 diferentes colonias de E. coli referentes a
construcdo pPENTRY-RNAPII CTD c/s. O padrdo de bandas observado foi igual ao esperado,
sendo a banda superior correspondente ao plasmideo, e a banda inferior correspondente a
sequéncia clonada. M — marcador 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); 1-6 — produtos da
digestdo do DNA plasmidial das col6nias 1 a 6 de E. coli; * - col6nia escolhida para dar
continuidade aos experimentos.
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4.3. Expressao da proteina recombinante GST-RNAPII CTD

Para viabilizar a expressdo da proteina recombinante GST-RNAPII CTD e seu uso
futuro em ensaios de interagdo proteina-proteina, a CDS do CTD da RNAPII foi clonada no
vetor de expressdo em E. coli, de modo a codificar uma proteina recombinante contendo GST
na por¢do N-terminal do CTD da RNAPII. A construcdo foi feita através de recombinacdo LR
entre o plasmideo de entrada pENTRY-RNAPII CTD c/s e o vetor pPDEST™15, resultando no
vetor de expressdo pEXP15-RNAPII CTD c/s. A clonagem foi verificada através da
transformacédo de E. coli, seguida de digestdo enzimatica com BsrGl. Foram confirmadas 5
colbnias (Figura 4.8), das quais a col6nia 1 foi escolhida para dar continuidade aos
experimentos. Além da checagem por enzimas de restricdo, foi realizado um sequenciamento
na regido de ligacdo entre o vetor, contendo a GST, e a CDS do CTD da RNAPII para verificar

se ambas se encontravam na mesma fase de leitura.
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Figura 4.8 — Fotografia do gel de agarose da eletroforese dos produtos da digestdo, com a
enzima BsrGl, do DNA plasmidial proveniente de 6 diferentes colénias de E. coli referentes a
construcdo pEXP15-RNAPII CTD c/s. O padrdo de bandas observado foi igual ao esperado,
exceto para a colonia 2. M — marcador 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); 1-6 — produtos da
digestdo do DNA plasmidial das col6nias 1 a 6 de E. coli; * - col6nia escolhida para dar
continuidade aos experimentos.
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O DNA plasmidial da coldnia 1 foi utilizado para transformar células competentes de E.
coli, cepa BL21(DE3) Rosetta, que € uma cepa adequada para a expressdo de proteinas
heterdlogas, capaz de fornecer tRNAs para 6 codons raros em E. coli — AUA, AGG, AGA,
CUA, CCC, e GGA (Novagen, 2004). Apos a transformacdo bacteriana, foi feita a expressao
em duas condicdes distintas, a 37 °C e 220 rpm de agitacdo e a 28 °C e 150 rpm de agitagéo,
pois fatores como temperatura e oxigenacao do meio de cultura podem influenciar na expressao
de proteinas. O material extraido da expressdo heteréloga a 37 °C e 28 °C foi analisado através
de SDS-PAGE (Figuras 4.9 e 4.10). O tamanho esperado para a proteina recombinante GST-
RNAPII  CTD c/s foi calculado com a ferramenta Compute pl/Mw
(http://web.expasy.org/compute_pi/), utilizando as CDSs de GST e RNAPII CTD c/s, e foi
igual a =49 kDa. N&o foi observada uma banda bem definida na regido esperada, o que pode
indicar que as condigOes nas quais as expressdes foram realizadas ndo foram as ideais, sendo
necessaria a otimizacdo dessas condi¢cdes futuramente. A presenca de GST permitiu realizar o
experimento de Western Blotting, usando um anticorpo contra a GST (Sigma-Aldrich).
Entretanto, este anticorpo comercial reconheceu um numero grande bandas (dados néo

mostrados), tornando o experimento inconclusivo.
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Figura 4.9 — Fotografia do gel de poliacrilamida dos extratos proteicos da expressao heteréloga
em E. coli a 37 °C submetidos a SDS-PAGE. M — marcador de peso molecular LMW
Calibration Kit for SDS Electrophoresis (GE Healthcare); to — suspenséo celular no tempo zero
de inducéo; S1-4 — amostras correspondentes a porcao solvel dos lisados celulares de E. coli 1,
2 e 4 horas apds a inducdo de expressdo; P1-4 — amostras correspondentes a por¢do precipitada
(insoluvel) dos lisados celulares de E. coli 1, 2 e 4 horas apds a inducdo de expressao.
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Figura 4.10 — Fotografia do gel de poliacrilamida dos extratos proteicos da expressao
heter6loga em E. coli a 28 °C submetidos a SDS-PAGE. M — marcador de peso molecular LMW
Calibration Kit for SDS Electrophoresis (GE Healthcare); to — suspenséo celular no tempo zero
de inducéo; S1-4 — amostras correspondentes a porcao soltvel dos lisados celulares de E. coli 1,
2 e 4 horas apds a inducdo de expressdo; P1-4 — amostras correspondentes a por¢do precipitada
(insoluvel) dos lisados celulares de E. coli 1, 2 e 4 horas apds a inducdo de expressao.

4.4. Ensaios de duplo-hibrido

Os ensaios de duplo-hibrido em levedura (Y2H) foram feitos para testar a interacdo entre
0 CTD da RNAPII com as proteinas NtCDKG;2 e NtCDKF;1. Além dos controles de interacéo
presentes no kit ProQuest™Two-Hybrid, foi utilizada como controle a interagao positiva entre
NtCDKG;2 e NtCDKF;1, ja confirmada anteriormente em nosso laboratdrio (Lubini, dados ndo
publicados). Inicialmente, o CTD da RNAPII foi utilizado como isca, ou seja, foi colocado no
vetor contendo o dominio de ligacdo ao DNA do fator de transcricdo GAL4 (GAL4 DBD),
enquanto NtCDKG;2 e NtCDKF;1 foram utilizados como presas — ligados ao dominio de
ativacdo do fator de transcricdo GAL4 (GAL4 AD). Estas construcfes estdo sujeitas a auto-
ativacdo da transcricdo do gene reporter da interacdo, HIS3. Por esse motivo, foi utilizado 3-
aminotriazol (3-AT), um inibidor desse gene, nas placas com meio seletivo sem o aminoacido
His, de modo a dificultar a auto-ativacdo. A concentracdo de 3-AT utilizada no primeiro ensaio
foi de 1,75 mM.

Apds 48 horas de crescimento em meio seletivo sem His e na presenca de 3-AT, foi
observado que as interacfes entre o0 CTD da RNAPII e NtCDKG;2 e CTD da RNAPII e
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NtCDKF;1 séo negativas (Figura 4.11). O resultado observado contradiz a literatura em relacéo
a interacdo do CTD da RNAPII com a quinase CDKF;1, uma vez que a interacdo entre as
sequéncias homologas de A. thaliana ja foi comprovada por Hajheidari et al. (2012).

Por esse motivo, as interagdes foram testadas novamente, porém diferente do
experimento descrito anteriormente, as proteinas NtCDKG;2 e NtCDKF;1 foram utilizadas
como presas, enquanto o CTD da RNAPII foi utilizado como isca. Foi observada auto-ativacdo
da construcdo DBD-NtCDKF;1, mesmo em meio de cultura contendo 1,75 mM de 3-AT. Isso
indica que a concentracdo deste inibidor deveria ser aumentada, porém como o0 experimento
anterior havia indicado interacdo negativa entre 0 CTD da RNAPII e NtCDKF;1, ndo foram
utilizadas concentracbes maiores. Novamente, a interacdo entre 0 CTD da RNAPII e
NtCDKG;2 mostrou resultado negativo (Figura 4.12).

Esses resultados ndo séo, no entanto, definitivos. Sendo a NtCDKG;2 uma quinase, a
interacdo com seu alvo de fosforilacdo pode ser muito rapida para ser detectada por esse tipo
de experimento, uma vez que ele se baseia em interacdes fisicas entre as proteinas. Outra
hiptese para esta auséncia de interacdo poderia ser a necessidade de algumas proteinas
sofrerem modifica¢Bes pos-traducionais para que ocorra a interagdo. Uma das solucGes para
esse problema seria a co-expressao de uma proteina que realize esta modificacdo juntamente

das proteinas hibridas durante o ensaio (Young, 1998).

vetor vazio

RNAPII CTD

NtCDKG;2

Figura 4.11 — Ensaio de Y2H para avaliar a interacdo entre 0 CTD da RNAPII e a proteina
NtCDKG;2, em meio sem o aminoacido His e contendo 1,75 mM de 3-AT. Nédo houve auto-
ativacdo de nenhuma construcdo. Nao houve interacdo entre 0 CTD da RNAPII e a proteina
NtCDKG;2. Entretanto, a interagdo entre NtCDKF;1 e o CTD da RNAPII, que deveria ter sido
positiva, também foi negativa. A interacdo positiva NtCDKF;1 X NtCDKG;2 ja havia sido
observada anteriormente e foi utilizada como controle positivo adicional.
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Figura 4.12 — Ensaio de Y2H para avaliar as interacGes entre 0 CTD da RNAPII e a proteina
NtCDKG;2 em meio sem 0 aminoacido His e contendo 1,75 mM de 3-AT. Houve auto-ativacdo
da construcdo DBD-NtCDKF;1, o que invalida as intera¢Oes positivas observadas entre o CTD
da RNAPII e NtCDKF;1 e também entre NtCDKG;2 e NtCDKF;1. Nao houve interacdo entre
0 CTD da RNAPII e NtCDKG;2, assim como no experimento anterior.

Segundo Hajheidari et al. (2012), a proteina AtCDKF;1 fosforila residuos especificos
das repeti¢Oes consenso do CTD da RNAPII, na posi¢do Sz, e isso ocorre com maior intensidade
quando os residuos Sz e Ss estdo fosforilados A fosforilagdo desses outros residuos é feita por
CDKDs in vitro, e talvez a auséncia dessas proteinas durante o ensaio tenha diminuido a taxa
de fosforilacdo do CTD pela CDKF;1, aparentando resultado negativo. O mesmo pode ocorrer
com a NtCDKG;2, uma vez que a mesma ainda ndo foi caracterizada e seu mecanismo de agdo
é desconhecido. Caso ela realmente interaja com o CTD da RNAPII in vivo, essa interacao pode
depender de modificacbes na propria proteina ou no CTD. Estes problemas podem ser
solucionados com a utilizacao de outros ensaios de interacdo proteina-proteina, como € o caso,
por exemplo, do ensaio de BiFC, que permite a avaliacdo de interacdes in planta através da
complementacdo de duas porcbes da proteina repérter GFP, fusionadas individualmente as
proteinas cuja interacdo é avaliada. Esse ensaio pode permitir identificar interacGes rapidas e
conta com proteinas de plantas sendo co-expressas naturalmente, de modo que as modificacdes
pos-traducionais, necessarias para que ocorram as interagfes, acontecam sem a necessidade de
se adicionar proteinas artificialmente. Além disso, caso haja interagdo entre as proteinas, 0 BiFC
permite a localizacdo da estrutura subcelular onde a interagdo ocorre, 0 que é importante para

determinar a regulacao espaco-temporal da sinalizacao celular.
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4.5. Screening de duplo-hibrido utilizando NtCDKG;2 como isca

Parte desse trabalho foi dar continuidade a um screening de duplo-hibrido para
encontrar proteinas putativas parceiras de interacdo de NtCDKG;2, iniciado pela aluna de
doutorado Greice Lubini. Esse experimento foi feito com o sistema de duplo-hibrido em
leveduras, utilizando a construcdo DBD-NtCDKG;2 como isca e uma biblioteca de cDNAs de
estigma/estilete de N. tabacum inseridos no vetor pDEST ™22, permitindo a fusdo dos cDNAs
com o dominio de ativacdo do fator de transcricdo GAL4 e consequente formacao de presas. A
biblioteca de presas foi utilizada para transformar leveduras ja transformadas com o plasmideo
PEXP22-NtCDKG;2, e as células transformadas foram plaqueadas em diferentes meios
seletivos para avaliar a transcricdo dos genes repérteres HIS3 e ADEL. Foram selecionadas 230
colobnias isoladas que cresceram nas diferentes placas de selegéo, e as mesmas foram incubadas
novamente em meio seletivo para realizar a extracdo de seus DNAs plasmidiais e posterior
analise dos clones de cDNA que possuiam.

A identificacdo dos parceiros foi feita através da extracdo plasmidial das leveduras
positivas, seguida de transformacao de células de E. coli com esse DNA, permitindo a separacao
de plasmideos diferentes, eventualmente contidos em um Unico clone de levedura positiva. As
bactérias foram incubadas em meio contendo o antibiotico seletivo canamicina, para recuperar
apenas células contendo o plasmideo pDEST™22, que é o plasmideo que contém a presa.
Foram selecionadas 6 col6nias de E. coli provenientes de cada transformag&o, e seus plasmideos
foram entdo analisados através de digestdo com a enzima de restricdo BsrGl. A digestdo do
vetor vazio com essa enzima produz 4 fragmentos, de 6015 pb, 1423 pb, 1090 pb e 402 pb. A
reacdo de recombinacdo exclui um dos sitios de restricdo dessa enzima, presente no gene de
selecdo negativa ccdB, de modo que, caso 0 cDNA inserido ndo apresente sitios de restricdo
para essa enzima, sdo esperados 3 fragmentos, um de 6015 pb, um de 1090 pb correspondentes
ao vetor, e um terceiro fragmento, de tamanho desconhecido, correspondente ao inserto.

Os padroes de digestdo observados no gel de agarose, resultante da analise por
eletroforese, foram utilizados para selecionar os diferentes cONAs provenientes de um Unico
clone positivo de levedura, sendo que padrdes diferentes foram considerados como clones
independentes. Cada clone foi sequenciado uma vez na direcdo forward, a partir de uma regido
anterior ao sitio de recombinacdo permitindo realizar sua identificacdo. As sequéncias desses
cDNAs foram analisadas através de alinhamentos com o algoritmo tblastx nos banco de dados
NCBI (National Center for Biotechnology Information - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e TAIR.

Esse algoritmo realiza a traducéo das sequéncias de nucleotideos em aminoacidos em todas as
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fases de leitura possiveis e as compara com um banco de sequéncias de nucleotideos também
traduzida em todas as fases de leitura possiveis. Os resultados obtidos foram anotados utilizando
apenas o resultado com maior cobertura da sequéncia, maior identidade de aminoacidos entre
as sequéncias e menor e-value (denominados de top hits). Os clones que ndo apresentaram
similaridades ou aqueles com similaridades extremamente baixas foram classificados como “no
match”, indicando que ndo foi encontrada sequéncia correspondente no banco de dados
referente.

Apos a identificacdo das sequéncias codificadoras de putativos parceiros de interacao
de NtCDKG;2, pode ser feita a escolha de candidatas para a realizacdo de um “re-teste” par-a-
par, em condicOes isoladas para confirmar se as interagdes realmente ocorrem. Somente genes
com potencial funcdo no ciclo celular ou processos relacionados foram escolhidos para re-testes.

Nesse trabalho foram analisados 26 clones, provenientes de 16 col6nias positivas de
levedura, levantando alguns putativos parceiros de interagdo para serem re-testados. A Figura
4.13 traz um dos geis de agarose utilizados para determinar os clones a serem identificados. A
Tabela 4.1 traz a identificacdo dos 6 clones referentes ao gel da Figura 4.13 e 2 clones com
potencial para re-teste. A tabela com a identificagdo de todos os 26 clones encontra-se
no APENDICEE.

Figura 4.13 — Fotografia do gel de agarose resultante da eletroforese das digestdes com a enzima
BsrGl dos DNAs plasmidiais das colénias de E. coli transformadas com o DNA extraido de
colbnias de levedura positivas do screening de Y2H de NtCDKG;2. A8.1-6, C8.1-6, D8.1-6 —
padrdes de digestdo dos plasmideos de colbnias de E. coli transformadas com o DNA extraido
das coldnias de levedura A8, C8 e D8, respectivamente; M — marcador 1 kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen); * — coldnias escolhidas para identificagdo por sequenciamento, com base nas
diferencas dos padrdes de digestdo observados.
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O clone G1F8.1 foi identificado como sendo uma subunidade catalitica da proteina
fosfatase 2A. Essa proteina, em A. thaliana, possui atividade de fosfatase de residuos Ser/Thr
(Pais et al., 2009), que € a atividade contraria a das CDKSs, que sdo quinases de residuos Ser/Thr
(Morgan, 2007).

O clone G1H9.2 foi identificado como provavel ortélogo da proteina 14-3-3H-1,
membro da familia de proteinas 14-3-3, que possui muitos genes que codificam diversas
isoformas dessas proteinas (DeL.ille et al., 2001). As 14-3-3 formam homo- e/ou heterodimeros
e modulam a atividade, localizacdo subcelular e interacdo proteina-proteina de proteinas
fosforiladas (Aitken, 2011). As proteinas “clientes” das 14-3-3 estdo envolvidas em uma série
de funcdes diferentes, incluindo diviséo celular, sinalizacdo e apoptose (Hemert et al., 2001).
Em nosso laboratorio foi identificada a interacdo de SCI1 com duas proteinas dessa familia,
diferentes da identificada nesse trabalho. A interacdo de SCI1 com uma putativa ortéloga de
14-3-3A foi identificada através de pull down, e a interacdo com uma putativa ortéloga de 14-
3-3D foi comprovada por Y2H, BiFC e co-imunoprecipitacdo (Bertolino, dados nao publicados;
Strini, dados ndo publicados). A andlise da interacdo entre o clone aqui identificado com a
NtCDKG;2 e também com SCI1 pode revelar se essa proteina esta envolvida no mecanismo de
interagdo dessas proteinas.

Tabela 4.1 — Identificacdo de 8 clones sequenciados a partir do screening de duplo-hibrido de
NtCDKG;2.

Clone Top hit no TAIR Top hit no NCBI
G1A8.1 No match No match
G1A8.2 Heavy metal transport/detoxification PREDICTED: Solanum lycopersicum
' superfamily protein uncharacterized LOC101251625, mRNA

Nicotiana attenuata isolate MS 90 methionine
synthase mMRNA, complete cds
Nicotiana tabacum putative chloroplast
THI1, THI4, THIAMINE4, THIAZOLE thiazole biosynthetic protein (Thil) mMRNA,

G1A8.3 METHIONINE SYNTHASE 2

GlA84 REQUIRING complete cds; nuclear gene for chloroplast
product
G1C8.1 20S PROTEASOME ALPHA SUBUNIT PREDICTED: Solanum lycopersicum
' El proteasome subunit alpha type-5-like, mMRNA
G1Ds.1 LIPID TRANSFER PROTEIN 1 Nicotiana tabacum NtLTP1 gene for lipid

transfer protein, complete cds

Nicotiana tabacum mRNA for protein
phosphatase 2A catalytic subunit

Nicotiana tabacum mRNA for 14-3-3 h-1
protein, complete cds

G1F8.1 PROTEIN PHOSPHATASE 2A-4

G1H9.2 14-3-30MEGA
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5. CONCLUSAO

Futuramente, a utilizacdo de diferentes métodos para testar as interacdes das proteinas
encontradas no screening, bem como do CTD da RNAPII, com NtCDKG;2 pode confirmar ou
descartar as hipoteses levantadas durante a realizagdo do presente trabalho (Figura 5.1), e
auxiliar na compreensdo da(s) funcd@o(des) biologica(s) dessa proteina quinase. Os
experimentos realizados durante esse projeto, junto dos resultados obtidos, poderdo subsidiar
NoVos experimentos com esse mesmo objetivo.

Em suma, foi possivel concluir que:

1) NtCDKG,;2 se localiza no nucleo;

2) O CDT da RNAPII de N. tabacum foi clonado com sucesso;

3) E necessario otimizar as condic@es de expressio da proteina recombinante GST-
RNAPII CTD;

4) NtCDKG;2 ndo interage com o CTD da RNAPII por Y2H, porém sdo
necessarios testes atraves de outros métodos para verificar se realmente ndo ha
interagdo entre essas proteinas;

5) NtCDKG;2 pode interagir com a subunidade de uma fosfatase e/ou com uma
proteina 14-3-3.

controle da proliferacéo

celular controle da transcrigao
processamento de mRNAs

controle do ciclo celular

Figura 5.1 — Hipdteses sobre o funcionamento de NtCDKG;2 levantadas com as conclusfes
observadas (marcadas com interrogagdes). Setas indicam indugdo ou promocgao; barras com
circulos indicam inducdo ou repressdo. Em cinza claro — provaveis parceiras de interacdo de
NtCDKG;2; P — fosforilagéo.
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APENDICE A

Meios de Cultura

Todos os meios de cultura, depois de preparados, foram esterilizados em autoclave por

20 minutos sob 1 atm de pressdo e 120°C (autoclave vertical 415 — Fanem).
A.l. Meio LB (Luria-Bertani)

O meio foi feito com 1% de triptona, 0,5 % de extrato de levedura e 1 % de NaCl em
agua deionizada. Para a preparacao solida, foi adicionado agar bacterioldgico a 1 %. Depois de
preparado, o meio foi dividido em garrafas de vidro, nunca ultrapassando dois ter¢os do volume

total, e foi esterilizado.
A.2. Meio MAS (Mininum A Sucrose)

Para o0 meio MAS, as concentra¢es finais foram de 4% de meio A 1X, 0,2 % de sacarose,
0,04 % de MgSOa4, 0,0005 % de tiamina dissolvidos em solucdo de agar 1,5 % previamente

preparada e esterilizada. Os componentes desse meio sdo preparados separadamente:

e Meio A 5X — K2HPO4 0,4 M, 0,5 % de (NH4)2S04 e 0,25 % de citrato de sédio
dissolvidos em agua deionizada, esterilizado em autoclave e armazenado a 4°C.

e Solugéo de sacarose 20 % - esterilizada por filtracdo (filtro Millipore de 0,22 pm) e
armazenada a 4°C.

e Solugédo de MgSO4 20 % - esterilizada em autoclave e armazenada a -20°C.

e Solugéo de tiamina 10 mg/mL — esterilizada em filtro Millipore 0,22 pm e armazenada
a-20°C.

A.3. Meio YPAD (Yeast extract, Peptone, Adenine, Dextrose)

Para o meio YPAD, as concentracGes finais foram: 1% de extrato de levedura, 2 % de
peptona, 2 % de dextrose e 0,02 % de sulfato de adenina em agua deionizada. O pH foi ajustado
para 6,0 com HCI 4N. Para a versao solida, foi utilizado agar para concentracdo final de 2 %.

O meio de cultura foi dividido em garrafas ou Erlenmeyers, posteriormente autoclavadas.
A.4. Meio SC (Synthetic Complete)

O meio foi feito com concentragdes finais de 0.67 % de Yeast Nitrogen Base 0,135 %

de mix de aminoacidos (dropout mix — item A.4.1.) em agua deionizada. O pH foi ajustado para
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5,9 com NaOH 4N. Para o meio solido, foi adicionado &gar bacteriolégico para concentracdo
final de 2 %. A solucédo foi dividida em garrafas e esterilizada. Depois de autoclavados, 0s

meios foram acrescidos de dextrose esterilizada para concentragéo final de 2 %.

Este meio de cultura foi feito com duas misturas de amino&cidos diferentes, resultando
nos meios SC —Leucina —Triptofano —Histidina —Uracila e SC —Leucina —Triptofano —Histidina
—Adenina. Para o crescimento seletivo de leveduras, os meios foram complementados com
solucBes de aminoacidos (item A.4.2.), dependendo do objetivo. Os diferentes meios SC

seletivos serdo descritos na se¢do do experimento de duplo-hibrido (secéo 3.16).
A.4.1. Mix de Aminoécidos e bases nitrogenadas (Dropout Mix)

A mistura de aminoacidos para o preparo de meio SC sem aminoacidos especificos
(dropout) foi feita de acordo com o manual para os ensaios de duplo-hibrido (ProQuest™ Two-
Hybrid System, Invitrogen). Foram utilizadas duas misturas diferentes, a primeira sem 0s
aminoacidos Leucina (Leu, L), Triptofano (Trp, W), Histidina (His, H) e a base nitrogenada
Uracila (Ura), e a segunda sem os aminoacidos Leu, Trp, His e a base nitrogenada Adenina
(Ade). As misturas foram realizadas fazendo a adicdo de 1g de cada um dos aminoacidos a
seguir: Alanina (Ala, A), Arginina (Arg, R), Aspartato (Asp, D), Asparagina (Asn, N), Cisteina
(Cis, C), Glutamato (Glu, E), Glutamina (GlIn, Q), Glicina (Gly, G), Isoleucina (lle, 1), Lisina
(Lys, K), Metionina (Met, M), Fenilalanina (Phe, F), Prolina (Pro, P), Serina (Ser, S), Treonina
(Thr, T), Tirosina (Tyr, Y) e Valina (Val, V). Na primeira mistura foi adicionado 1 g de Adenina,
enguanto que na segunda foi adicionado 1 g de Uracila.

A.4.2. Solugbes de aminoacidos e Uracila

Foram preparadas solu¢Bes dos aminoacidos Leu, Trp, His e também da base
nitrogenada Uracila para complementar o meio de cultura SC em alguns casos. As solugdes
foram feitas nas concentragdes: Leucina — 100 mM, Triptofano — 40 mM, Histidina 100 mM,
Uracila—20 mM. Todas as solu¢des foram esterilizadas através de filtracdo em filtros Millipore
de 0,22 pm.
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APENDICE C

Alinhamento entre as sequéncias de aminoacidos das subunidades Rpbl de A. thaliana,
S. lycopersicum e S. tuberosum. AthaRPB1 — Rpb1 de Arabdopsis thaliana; SolyRPB1 — Rpb1l

de Solanum lycopersicum; SotuRPB1 — Rpb1 de Solanum tuberosum; * - aminoacidos idénticos

em todas as sequéncias

. — substituicBes semi-conservadas (aminoécidos de forma/funcéo

parecida). O alinhamento foi realizado com o software MUSCLE (Edgar, 2004), utilizando os

parametros padréo (default) para alinhamentos de proteinas.

A regido clonada por Umeda et al. (1998) em A. thaliana vai da metionina inicial na

posicdo 1523 até a prolina na posi¢do 1840. A regido escolhida para a clonagem do CTD em N.

tabacum_corresponde a regido que vai da metionina na posic¢ao 1519 — tanto em batata quanto

em tomate —

AthaRPB1
SolyRPB1
SotuRPB1
consensus

AthaRPB1
SolyRPB1
SotuRPB1
consensus

AthaRPB1
SolyRPB1
SotuRPB1
consensus

AthaRPB1
SolyRPB1
SotuRPB1
consensus

AthaRPB1
SolyRPB1
SotuRPB1
consensus

AthaRPB1
SolyRPB1
SotuRPB1
consensus

até a glicina final, nas posicdes 1847 e 1840 de tomate e batata, respectivamente.

(EJOMTPYHEGMMSPNYLLSPNMRESPMSDAQFSPYVGGMAFSPESSPGYSPSSPGYSPIISPGYS
iRl TPYHDGMMSPNYLLSPNMRMSP I TDAQFSPYVGGMAFSPTSSPGYSPSSPGYSPSSPGYS
iRl TPYHDGMMSPNYLLSPNMRMSP I TDAQFSPYVGGMAFSPTSSPGYSPSSPGYSPSSPGYS

1501 E o o e S e e e e e o R R R e e e e S e *KxAhkk

WETSOMPTSPGYSPTSPGYSPTSPYYSPESPEYSP) YSPTSPEYSPTSPSYSPTSPSYSPTSP|
(I MPTSPGYSPTSPGYSPTSPGYSPTSPTYSPSSPGYSPTSPAYSPTSPSYSPTSPSYSPTSP

USSP TSPGYSPTSPGYSPTSPGYSPTSPTYSPSSPGYSPTSPAYSPTSPSYSPTSPSYSPTSP

USPAOlSY SPTSPSYSPTSPSYSPTSPAYSPTSPAYSPTSPAYSPT SRRttt PSYSPTSPSYSP
USNRESYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPAYSPTSPAYSPTSPAYSPTSYSIHISPSYSPTSPSYSP
USNRESYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPAYSPTSPAYSPTSPAYSPT SRRttt PSYSPTSPSYSP

1621 FkkhhAAAAAAA

xxxxxxxxxxxxxxxxx

(Y& MTSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPAYSPTSPGYSPTSPSYSPTSPSY[EPTSPSYNPOSA!
UISY4 T SPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPAYSPTSPGYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYNPESAR
WY@ T SPSYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPAYSPTSPGYSPTSPSYSPTSPSYSPTSPSYNPESAR

gl SPSIAY SPEVERL SPISPYSPISPYYSPTSPSYSPTSPSYSPSSPTYSPSSPYRESCIS

iWgciSllY SPSILAYSPTSPKLSPSSPYSPSSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPSSPTYSPSSPYNNSGTS
WY SPSILAYSPTSPKLSPSSPYSPSSPSYSPTSPSYSPTSPSYSPSSPTYSPSSPYNNSGTS

1792 GEYE------- PSAGYSPIEPGYSPSSTEQY TPIZeBKI K GOLSK DDKEN
{1 WPDYSPSSPQYSPSAGYSPSAPGYSPSSTSQYTPRVSERDNS - VKDDKAGHE
S MIPDYSPSSPQYSPSAGYSPSAPGYSPSSTSQY TPRVSERDNK S VKDDKAGH
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APENDICE D

Alinhamento entre as sequéncias de nucleotideos do mRNA codificante das

subunidades Rpbl de S. lycopersicum e S. tuberosum. SolyRPB1 — Rpbl de Solanum

lycopersicum; SotuRPB1 — Rpb1 de Solanum tuberosum; * - aminodcidos idénticos em todas

as sequeéncias;

. — substitui¢des semi-conservadas (aminoécidos de forma parecida). O

alinhamento foi feito com o software MUSCLE (Edgar, 2004), utilizando os parametros padréo

(default) para alinhamento de nucleotideos.

A regido utilizada para a confeccéo dos primers para amplificagdo da CDS do RNAPII

CTD em tabaco foi do cddon ATG correspondente as posicdes 4762-4764 em tomate e 4755-

4757 em batata. O cddon de terminacao corresponde as posicdes 5749-4751 em tomate e 5721-
5723 em batata.

SolyRPB1
SotuRPB1
consensus

SolyRPB1
SotuRPB1
consensus

SolyRPB1
SotuRPB1
consensus

SolyRPB1
SotuRPB1
consensus

SolyRPB1
SotuRPB1
consensus

SolyRPB1
SotuRPB1
consensus

SolyRPB1
SotuRPB1
consensus

VY&l TTTGCTCAGCCCAAATATGCGGATGTCACCGATTACAGATGCTCAATTTTCTCCETATG
Yy TTTGCTCAGCCCAAATATGCGGATGTCACCGAT TACAGATGCTCAATTTTCTCOYTATGT

VYA IS GGGTGGCATGGCTTTCTCTCC®ACTTCATCCCCTGGTTACAGTCCATCATCCCCTGGTTA
VeV GGGTGGCATGGCTTTCTCTCCYACTTCATCCCCTGGTTACAGTCCATCATCCCCTGGTTA

VRS MCAGCCCATCATCCCCTGGTTACAGCCCGACCTCTCCAGGATACAGHICCCACTTCCCCCGG
RS YMCAGCCCATCATCCCCTGGTTACAGCCCGACCTCTCCAGGATACAGECCCACTTCCCCCGG

VKW T TAPJAGCCCCACATCTCCTGGTTACAGCCCCACTTCCCCCACTTATAGCCCCAGCTCCCC
VXYM TA®AGCCCCACATCTCCTGGTTACAGCCCCACTTCCCCCACTTATAGCCCCAGCTCCCG

viisyas T GGCTACAGCCCGACAAGTCCAGCATATTCTCCAACCAGTCCTTCATACTCACCCACAT
vty GGCTACAGCCCGACAAGTCCAGCATATTCTCCAACCAGTCCTTCATACTCACCCACAT

4981

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

S{ORICMACCCAGTTATAGTCCAACATCTCCAAGCTATAGCCCAACCTCGCCTAGCTABAGCCCAAC
SO MACCCAGTTATAGTCCAACATCTCCAAGCTATAGCCCAACCTCGCCTAGCTAIIAGCCCAAC

S I*MATCACCTAGCTACAGCCCTACTTCTCCGCETACAGCCCCACTTCTCCGGCCTACAGCCC
SOl MATCACCTAGCTACAGCCCTACTTCTCCEBGCIATACAGCCCCACTTCTCCGGCCTACAGCCC



SolyRPB1
SotuRPB1
consensus

SolyRPB1
SotuRPB1
consensus

SolyRPB1
SotuRPB1
consensus

SolyRPB1
SotuRPB1
consensus

SolyRPB1
SotuRPB1
consensus

SolyRPB1
SotuRPB1
consensus

SolyRPB1
SotuRPB1
consensus

SolyRPB1
SotuRPB1
consensus

SolyRPB1
SotuRPB1
consensus

SolyRPB1
SotuRPB1
consensus

SolyRPB1
SotuRPB1
consensus

75

YR MIACTTCTCCGGC®TACAGCCCCACTTCTCCATCTTACAGCCCCACTTCGCCATCTTACAG
5152 Clepiejeeeceer - ———————————————————— [TACAGCCCCACTTCGCCATCTTACAG

SYMRSMCCCCACTTCACCTTCTTACAGCCCCACATCBCCTTCATATAGCCCCACCTCACCCTCTTA
SYRNMCCCCACTTCACCTTCTTACAGCCCCACATCACCTTCATATAGCCCCACCTCACCCTCTTA

522 1 xxxxx R e R R AR R R R e R A

SYXERTAGTCCGACTTCTCCATCATATAGTCCBACTTCTCCTGCIHTACAGTCCTACCTCCCCTGG
YA N TAGTCCGACTTCTCCATCATATAGTCCRAACTTCTCCTGCIATACAGTCCTACCTCCCCTGG

SISl T TACAGCCCAACATCTCCCAGCTATAGCCCAACATCACCATCCTACAGTCCIRACATCACC
SN TACAGCCCAACATCTCCCAGCTATAGCCCAACATCACCATCCTACAGTCCYJACATCACC

YASICGCTGTCTCCTTCTAGTCCATACAGCCCGTCATCTCCAAGTTACAGTCCCACATCACCAT
SVNMGCCTGTCTCCTTCTAGTCCATACAGCCCGTCATCTCCAAGTTACAGTCCCACATCACCAT

SUREMGCTACTCTCCAACATCTCCATCATATTCTCCTTCAAGCCCAACCTATAGTCCCAGCAGCC
AN TACTCTCCAACATCTCCATCATATTCTCCTTCAAGCCCAACCTATAGTCCCAGCAGCC

5521

xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

SLYARATACAACAACTCAGGTACAAGCCCAGATTATAGTCCCAGTTCTCCCCAGTACAGTCCAAG
SLLNATACAACAACTCAGGTACAAGCCCAGATTATAGTCCCAGTTCTCCCCAGTACAGTCCAAG

SRS TGCAGGGTACTCACCAAGTGCTCCTGGGTATTCACCATCATCTACTAGCCAGTACACCC
SISYNTGCAGGGTACTCACCAAGTGCTCCTGGGTATTCACCATCATCTACTAGCCAGTACACCC

SO EMACGTGTEBAGTGAGAGAGACAACA
SSXaRACGTGTHAGTGAGAGAGACAACA

5701

AGTGTCAAAGATGACAAGGCTGGETGATCATTAGG
AGTGTCAAAGATGACAAGGCTGGYTGATCAT TEEs

B e o e o R R R R ek

Y4 WGAGGGAASBAAGTTGTATTTACT TGMABCTTTAATCTTTCAGTTGCTAAACTGGCT®ATT]
Y Y I/ GGGAALYAAAGTTGTATTTACT THEA

SIS U MAGTCATTACTGTGCTTTCTGAAGGCATAAGATTGCTGTATAATATTTTTCGAAGAAW
(¥ MA\GTCATTACTGTGCTTTCTGAAGGCEBTAAGATTGCTGTATAATATTTTTCGAAGAAECA



SolyRPB1
SotuRPB1
consensus

SolyRPB1
SotuRPB1
consensus

SolyRPB1
SotuRPB1
consensus

SolyRPB1
SotuRPB1
consensus

SolyRPB1

Yo} a2 N RGO L YA A\ G T CAGAGAACATTCAGATGTAGATGAGAGTGTTGTTTTAGATACAGATGTTTTTTCTTC

consensus

SolyRPB1

76

YL MGCOTTTGTTCTAGTTTCTGGGTTTCTCTTTTCCAGTCTAGAATACTTTGGGATTATATTA
5824 . [TTTGTTCTAGTTTCTGGGTTTCTCTTTTCCAGTCTAGAATACTTTGGGATTATAT G

5881 xxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxxx

ST K[ MTATAAAGATGCAGAAAACETGGTTCCTRICTTTTINAAGTAGTETGAGAACTTIAGGTGTTTT]
5882 ----- AGATGCAGAAAACETGGTTCCTRCTTTTHAAGTAGTSTGAGAACT THIGGTGTTTT]

5941 AEAIAXAAAAXAXAAXAKX AhAAAAAAAh Xhdhhxkhk dhxkhdhhkhh dhdhixhihdxki dhkhhhkiik

5099 AT A T ————————
5937 ATTCOANGGTIACTCTTTTACTGTTTCTGATGCTTTTATGTATAGA

CTTGGTCGTCTCTTGTGTTATACTCGCTTTGGTTAAGATAACAAGTGAAATCTTTGTTCA

G

SOtuRPB1 6117 |NRRIC™MERRI®:YIC

consensus

6181 ... ...
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APENDICE E

Os resultados das andlises dos sequenciamentos provenientes do screening de duplo-
hibrido entre NtCDKG;2 e a biblioteca cDNAs e/e de N. tabacum se encontram na Tabela E.1, nas
paginas seguintes. As analises in silico foram feitas utilizando o algoritmo tblastx nos bancos de
dados TAIR (The Arabidopsis Information Resource - http://www.arabidopsis.org/) e NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Os Top hits correspondem aos resultados que demonstraram maior
cobertura da sequéncia, maior identidade de aminoacidos entre as sequéncias e menor e-value. Os
clones que ndo apresentaram similaridades ou aqueles com similaridades extremamente baixas
aparecem como “no match”, indicando que n&o foi encontrada sequéncia correspondente no banco

de dados referente.
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