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RESUMO

O cancro citrico, causado pelo fitopatégeno Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac), constitui
uma doenca que afeta a maioria das espécies do género Citrus ocorrendo praticamente em todos
os continentes e se destaca como uma ameaga a citricultura brasileira. A bactéria utiliza a proteina
efetora do tipo Ill PthA para modular a transcricdo na planta hospedeira e promover o
desenvolvimento dos sintomas da doenca. PthA pertence a familia AvrBs3/PthA e contém um
dominio central de repeticbes de 34 aminoacidos que media interacbes proteina-proteina e
proteina-DNA. Elucidar como a PthA ativa a transcricio é de grande importancia para o
esclarecimento do seu modo de acdo e da patogenicidade de Xac. Este trabalho teve como
principal objetivo confirmar in vivo e in vitro interagcdes entre PthA de Xac e proteinas de laranja
doce selecionadas num screening de duplo-hibrido em leveduras. Além da interagdo com a proteina
a-importina, conhecida por mediar a importagéo nuclear de AvrBs3, sdo descritas neste trabalho
interacdes de PthA com proteinas de citros envolvidas no enovelamento e ubiquitinacdo do tipo
K63. PthAs 2 e 3 interagem preferencialmente com uma ciclofilina (Cyp) de citros e com TDX, uma
proteina que contém um dominio tetratricopeptideo (TPR) e um dominio tiorredoxina (TRX).
Constatou-se que PthAs 2 e 3, e ndo 1 e 4, interagem com um complexo de conjugagao a ubiquitina
formado por Ubc13 e uma enzima de conjugacdo a ubiquitina variante (Uev) requerido para o
processo de ubiquitinacao K63 e no reparo de DNA lesionado. Cyp, TDX e Uev interagem entre si e
as proteinas Cyp e Uev estdo localizadas no ndcleo de células de planta, assim como as variantes
de PthA de Xac. Além disso, Ubc13 e Uev complementam o fenétipo de reparo no DNA de cepas de
leveduras mutantes, indicando que estdo envolvidas em processos de ubiquitinacdo K63 e reparo
no DNA. Como PthA2 afetou o crescimento de cepas de levedura na presenca de um agente
alquilante do DNA, sugere-se que PthA2 inibe ubiquitinacdo K63 requerida em vias de reparo aos
danos no DNA, e nao é alvo deste processo como acreditava-se inicialmente. A proteina Cyp de
citros também foi capaz de complementar o fenétipo de leveduras mutantes na maquinaria
transcricional, de tal forma que PthAs poderiam aumentar as taxas de transcricdo através da
modulacao da atividade de um complexo proteico associado com controle da transcrigao.

XVi
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ABSTRACT

Citrus canker, caused by the pathogen Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac), is a disease that
affect most species of the genus Citrus occurring in virtually every continent, and stands as a threat
to the Brazilian citrus industry. The bacterium uses a type Il effector protein PthA to modulate
transcription in the host plant and promote the development of disease symptoms. PthA proteins
belong to the AvrBs3/PthA family and carry a domain comprising tandem repeats of 34 amino acids
that mediates protein-protein and protein-DNA interactions. Elucidate how PthA activates
transcription is of great importance for the elucidation of its mode of action and pathogenicity of Xac.
This study aimed to confirm in vivo and in vitro interactions between Xac protein PthA and sweet
orange proteins in a yeast two-hybrid screening. Here, in addition to the interaction with the a-
importin protein, known to mediate the nuclear import of AvrBs3, we described new interactions of
PthAs with citrus proteins involved in folding and K63-linked ubiquitination. PthAs 2 and 3
preferentially interact with a citrus cyclophilin (Cyp) and with TDX, a tetratricopeptide domain-
containing thioredoxin. It was found that PthAs 2 and 3, but not 1 and 4, interact with the ubiquitin-
conjugating enzyme complex formed by Ubc13 and ubiquitin-conjugating enzyme variant (Uev),
required for K63-linked ubiquitination and DNA repair. We show that Cyp, TDX and Uev interact with
each other, and that Cyp and Uev localize to the nucleus of plant cells. Furthermore, the citrus
Ubc13 and Uev proteins complement the DNA repair phenotype of the yeast mutants, strongly
indicating that they are also involved in K63-linked ubiquitination and DNA repair. How PthA2
affected the growth of yeast cells in the presence of a DNA damage agent, suggests that PthA2
inhibits K63-linked ubiquitination required for DNA repair, and is not the target of this process as it
was believed initially. The citrus protein Cyp was also able to complement the phenotype of yeast
mutants in the transcriptional machinery, such that PthAs could increase the rates of transcription by
modulating the activity of a protein complex associated with control of transcription.

XVii



Tese de Doutorado

1. INTRODUCAO

1.1. Interacao Planta-Patégeno e Mecanismos de Defesa em Plantas

As interagbes planta-patégeno podem ser de dois tipos: compativeis e incompativeis (Figura 1). A
interac@o entre os genes de aviruléncia do patdgeno (avr) e os genes especificos de resisténcia da
planta (R), como num modelo receptor-ligante, pode ativar uma resposta de hipersensibilidade (HR),
caracterizada por rapida morte celular no local da infeccao a fim de conter o avango do patégeno
(Lam et al., 2001; Blttner & Bonas, 2006), sendo esta interagdo patégeno-planta caracterizada como
incompativel. Por outro lado, se qualquer um dos genes avr ou R estiver ausente ou inativo a doenga
se instala, caracterizando uma interagao patégeno-planta compativel (Marois et al., 2002).

No caso das interagbes compativeis, a bactéria patogénica deve ser capaz de se aderir na
superficie da planta, invadir o espaco intercelular do tecido hospedeiro, adquirir nutrientes e
neutralizar as respostas de defesa da planta. O sucesso da infeccdo de plantas hospedeiras
geralmente depende de sistemas de secregdo na bactéria, que secretam proteinas no meio
extracelular ou transportam proteinas e/ou DNA diretamente dentro do citosol da célula hospedeira,
processo este referido como translocacdo. Proteinas que sao translocadas para dentro da célula
hospedeira sdo designadas de proteinas efetoras (Bittner & Bonas, 2010). Xanthomonas spp.
possuem pelo menos seis tipos de sistemas de secreg¢ao de proteinas, tipos | a VI, os quais diferem
significativamente em sua composi¢do e fungdo e no reconhecimento dos substratos secretados
(Gerlach & Hensel, 2007; Boch & Bonas, 2010).

Um dos fatores chave de patogenicidade da maioria das bactérias Gram-negativas patogénicas de
plantas e animais é o sistema de secrecao do tipo Il (T3S) (Ghosh, 2004), codificado por genes
também conhecidos como hrp (hypersensitive response and pathogenicity) (Lahaye & Bonas, 2001;
Marois et al., 2002; Alfano & Collmer, 2004; Boch & Bonas, 2010). Os genes hrp s&do assim
designados por serem essenciais para a patogenicidade ou indugdo das reacdes de defesa, que
geralmente incluem HR, em plantas susceptiveis e resistentes, respectivamente (He et al., 2004). A
imunidade desencadeada pelo efetor é freqlientemente associada com HR, e proteinas efetoras que
elicitam HR em plantas resistentes sdo designadas como proteinas Avr (Jones & Dangl, 2006),
apesar de atuarem como fatores de viruléncia para beneficio do patégeno em plantas susceptiveis
(Mudgett, 2005; Grant et al., 2006).

Dentro da célula hospedeira, as proteinas efetoras modulam as atividades celulares alterando a
expressdo de genes ou suprimindo as respostas de defesa basal da planta para o beneficio do
patégeno (Glrlebeck et al., 2006; Bittner & Bonas, 2010). A importancia do sistema T3S na
interacao patégeno-planta se deve ao fato de que defeitos neste sistema freqlentemente causam
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perda completa da patogenicidade bacteriana (He et al., 2004). Muitos patégenos usam diferentes
sistemas de secregao de proteinas em combinagdo para assegurar uma eficiente multiplicagao
bacteriana e progressao da doenga (Preston et al., 2005; Bittner & Bonas, 2010).

Interagao Interacgéao
Incompativel Compativel
TTS system
Awrbsd

repaeats MiLE

Figura 1: Esquema ilustrando o exemplo de dois tipos de interacao planta-patégeno adaptado de Bittner &
Bonas, 2002. Modelo proposto para o mecanismo molecular das atividades de aviruléncia e viruléncia da
proteina efetora AvrBs3 de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria. A esquerda pode-se visualizar um tipo de
interacdo incompativel, visto que ha reconhecimento de genes de aviruléncia do patégeno (avr) e genes
especificos de resisténcia da planta (R), ocorrendo assim uma ativacdo da resposta de defesa da planta com o
intuito de conter o avango do patdgeno. A direita nota-se que nao ha esse reconhecimento entre avre R e a
doenca entéo se instala, caracterizando uma interagcdo compativel de uma planta susceptivel a esta doenca.

Existem dois ramos no sistema imune de plantas, sendo que um deles utiliza receptores de
reconhecimento transmembrana (PRRs), os quais respondem lentamente, evoluindo para MAMPs ou
PAMPs (Microbial- ou Pathogen-Associated Molecular Patterns) (Figura 2). Este segundo ramo

conhecido como PTI (PAMP-Triggered Immunity) atua largamente dentro da célula da planta, usando
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proteinas polimérficas do tipo NB-LRR (contendo dominios de ligagédo a nucleotideo e repeticdes
ricas em leucina), codificadas por genes R (Jones & Dangl, 2006). Patdgenos adaptados podem com
sucesso suprimir a imunidade desencadeada por PAMPs, com o auxilio de moléculas efetoras,

causando a doencga no hospedeiro. Entretanto, certos cultivares de plantas reconhecem a agéao de

efetores de cepas de patdgenos especificos e geram uma resposta de defesa potenciada, conhecida
como ETI (Effector-Triggered Immunity), que resulta em rapida morte celular para prevenir o avanco

do patdégeno (Géhre & Robatzek, 2008).

Evidéncias experimentais sugerem que efetores individuais neutralizam a resposta imune inata de

plantas que é desencadeada apds o reconhecimento de PAMPs, tais como flagelina, produtos de

degradacao de parede celular ou lipopolissacarideos. A supressédo exercida por efetores do tipo |l
sobre a imunidade desencadeada por PAMPs poderia ser o principal requerimento para 0 sucesso

do estabelecimento e multiplicacao da bactéria no tecido da planta (Bittner & Bonas, 2010).
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Figura 2: A percepcao da infeccao por patégenos induz uma resposta ativa de defesa na planta conhecida
como imunidade desencadeada por PAMPs (PTI), que envolve respostas fisioldégicas, morfoldgicas e genéticas
como fluxo de ions, producdo de ROS, fechamento de estdmatos e expressdo de genes de defesa. Adaptado

de Gohre & Robatzek, 2008.
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1.2. O cancro citrico e Xanthomonas citri

A citricultura no Brasil € uma das mais importantes atividades agroindustriais, movimenta bilhées
de reais por ano e gera uma grande quantidade de empregos diretos e indiretos, sendo o pais
considerado lider mundial na producédo de citros (Neves et al., 2006). O estado de Séo Paulo é a
regido produtora mais expressiva, possuindo 212 milhdes de arvores de laranja doce que produzem
13,4 bilhdes de toneladas para a industria de suco, representando 63% da produgcao mundial de suco
de laranja (Bové & Ayres, 2007). Contudo, varias doencas ameagam a producao de citros, como € o
caso do greening e do cancro citrico.

O cancro citrico € uma importante e séria ameacga a citricultura, por ser uma doenca de facil
disseminacao, ndao haver cura e nao existirem variedades comerciais de citros resistentes a bactéria
causadora. No Estado de Sao Paulo, atual detentor da maior produgado de citros no pais, a doenga
tem sido controlada principalmente através de um programa de erradicagdo das plantas
contaminadas (Barbosa-Mendes et al., 2009). Estima-se que mais de 30 milhdes de reais sejam
gastos anualmente com o controle e erradica¢cdo de pomares infectados.

Porém, uma recente alteracdo na legislacdo Estadual, torna o cancro citrico novamente uma
ameaca para os citricultores paulistas. Esta preocupagéo com o retorno do cancro citrico no Estado
de Sao Paulo se da sobretudo em funcédo da nova resolucao Estadual de julho de 2009, que isenta o
citricultor da necessidade de erradicar o talhdo caso a contaminacéao ultrapasse o limiar de 0,5% de
plantas infectadas. Segundo especialistas e dados apresentados na 322 Semana da Citricultura,
realizada no Centro APTA Citros Sylvio Moreira, em Cordeirépolis - junho de 2010, o numero de
plantas com sintomas do cancro em propriedades paulistas ja supera em duas vezes a média dos
ultimos oito anos, um forte indicio de que o relaxamento nas inspecdes e no programa de
erradicacao tera um efeito extremamente negativo no combate a doenca. Essa nova medida pode
até mesmo levar os agricultores a abandonarem a produgao de citros em favor de outras praticas
agricolas.

Nenhuma variedade ou espécie de uso comercial para producédo de citricos é completamente
resistente a doenca, mas ha uma variacao quanto a susceptibilidade ao cancro citrico (em ordem
crescente de susceptibilidade: Poncan, Mexerica do rio, Lima acida Tahiti, Laranja ‘Péra’, Laranja
‘Valéncia’, Laranja ‘Natal’, Tangor ‘Murcote’, Limao ‘Cravo’, Laranja ‘Hamlin’, Laranja ‘Baianinha’,
Limao ‘Siciliano’, Limao ‘Galego’ e Pomelo) (Fundecitrus, 2008).

Atualmente sdo aceitas trés formas de cancro citrico causadas por patovares variantes da bactéria
Xanthomonas axonopodis (Das, 2003). A diferenciacdo dessas formas é baseada principalmente na
distribuicao geografica e na gama de hospedeiros que o patdgeno pode infectar. O cancro citrico é
causado por dois grupos de linhagens de bactérias fitopatogénicas Gram-negativas do género
Xanthomonas: Xanthomonas axonopodis pv. citri (grupo Asiatico) e Xanthomonas axonopodis pv.
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aurantifolii (grupo da América do Sul). Os dois grupos causam sintomas idénticos, sugerindo um
mecanismo comum de patogenicidade, porém atingem hospedeiros diferentes (Brunings & Gabiriel,
20083).

A cancrose A causada pela bactéria Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) € a mais relevante do
ponto de vista sécio-econémico, pois € a forma mais agressiva, de ampla ocorréncia e que afeta
praticamente todas as variedades de citros comerciais (Brunings & Gabriel, 2003; Schubert & Sun,
2003; Barbosa-Mendes et al., 2009). Os tipos B e C sdo causados pela bactéria Xanthomonas
axonopodis pv. aurantifolii (Xaa) que infecta preferencialmente o limao verdadeiro (Citrus limon) na
cancrose B e somente o limdo Galego (Citrus aurantifolia) na cancrose C. Ha ainda a cancrose E,
causada por Xanthomonas axonopodis pv. citrumelo (Graham & Gottwald, 1991) e uma variante
atipica da cancrose A denominada “star” (Gottwald et al., 2002).

O cancro citrico é caracterizado pela formacao de lesdes circulares (water soaked) e hiperplasia
(divisbes mitéticas excessivas), um sintoma diagnéstico essencial da doenga; em niveis elevados
causa desfolhagao e caimento prematuro dos frutos (Gottwald et al., 2002) (Figura 3A). Os sintomas
do cancro em folhas e frutos podem ser obtidos por inoculagdes artificiais (Das, 2003).

Xac penetra no hospedeiro através dos estématos ou pequenos ferimentos na epiderme das
folhas, frutos e ramos, de forma que a disseminagao local também ocorre através de podas com
ferramentas contaminadas e pode ser facilitada por insetos herbivoros, como é o caso da larva
minadora dos citros (Phyllocnistis citrella), a qual gera galerias nas folhas (Belasque Jr. et al., 2001).
A bactéria cresce abundantemente no espaco intercelular; grandes pustulas sdo formadas nas
folhas, caules e frutos; o patégeno induz a hipertrofia (aumento no tamanho celular) e hiperplasia
(divisdo celular aumentada) (Swarup et al., 1991; Duan et al., 1999; Brunnings & Gabriel, 2003).
Apos proliferagao, a epiderme é rompida e a bactéria € liberada para a superficie da planta, podendo
iniciar um novo ciclo de infecgéo (Figura 3B).

O género Xanthomonas consiste em um importante grupo de bactérias Gram-negativas
patogénicas de plantas que pertencem a subdivisio Gamma de Proteobacteria. As espécies de
Xanthomonas possuem tipicamente formato de bastdo com um dUanico flagelo polar, sao
obrigatoriamente aerdbicas e crescem numa temperatura étima de 25 a 30C. As colbnias
bacterianas possuem normalmente coloragdo amarelada devido a presenca de um pigmento ligado a
membrana conhecido como xantomonadina, que poderia proteger a bactéria de danos fotobioldgicos
(Rajagopal et al., 1997; Blttner & Bonas, 2010). A bactéria permanece como uma epifita na
superficie da planta antes de penetrar via aberturas naturais tais como hidatédios, estématos ou
ferimentos (Buttner & Bonas, 2010).
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Figura 3: (A) Sintomas do cancro citrico em folhas, frutos e ramos. Fonte: Fundecitrus; (B) Microscopia
eletrénica mostrando bactérias Xac sendo liberadas através de uma abertura estomatal na superficie da planta.
Extraido de Graham et al., 2004.

Estudos tém mostrado que a infec¢ao por Xac altera a transcricdo de um grande numero de genes
hospedeiros associados com expansao e divisdo celular, incluindo genes envolvidos na biogénese
de ribossomos, remodelamento de parede celular, transporte de vesiculas, sintese e mobilizacao de
auxinas e giberelinas (Cernadas et al., 2008). Ainda, verificou-se que ambas auxina e giberelina,
principais hormdnios vegetais que controlam crescimento e expansdo celular em plantas, séo
necessarias para que o cancro citrico ocorra (Cernadas & Benedetti, 2009). Entretanto, observou-se

que os hormdnios auxina e giberelina sozinhos ou em combinagéo nao possuem um aparente efeito
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no crescimento ou divisdo celular em citros, sugerindo que outro fator é requerido para o
desenvolvimento do cancro (Cernadas & Benedetti, 2009). Este fator adicional seria a proteina
efetora PthA de Xac, que é suficiente para promover hipertrofia celular quando transientemente
expressa em folhas de Citrus (Duan et al., 1999). Isso é consistente com o fato de que a expressao
da proteina PthA em Citrus provoca mudangas transcricionais que se sobrepdem com aquelas
desencadeadas pela infeccdo por Xac associadas com a agao de auxina e giberelina (A. Pereira & C.
Benedetti, dados nao publicados).

1.3. A Proteina Efetora PthA de X. citri

O gene pthA de Xac foi um dos primeiros genes da familia AvrBs3 para o qual se demonstrou um
fendtipo no hospedeiro. A proteina PthA é o fator principal de indugéo de hipertrofia celular e
hiperplasia (Swarup et al., 1991; Swarup et al., 1992; Duan et al., 1999), sendo reconhecido como o
principal determinante da patogenicidade de Xac (Al-Saadi et al., 2007). A expresséo transitéria de
PthA em plantas ndo hospedeiras como feijao, tabaco e algodao levam a formagédo de uma reagao
do tipo HR (Duan et al., 1999). Se Xac falha em injetar PthA dentro da célula hospedeira, a bactéria
simplesmente ndo se multiplica bem em citros (Brunings & Gabriel, 2003).

A linhagem de Xac 306 (da Silva et al., 2002) contém quatro membros da familia AvrBs3/PthA
denominados PthAs1-4, os quais possuem alta identidade entre si e diferem essencialmente no
numero de repeticbes do dominio central e por residuos polimérficos encontrados dentro das
unidades repetitivas. PthA4 apresenta 17,5 repeticdes, PthA1 contém uma repeticdo a menos que
PthA4, enquanto PthAs 2 e 3 apresentam duas repeticées a menos (da Silva et al., 2002; Brunings &
Gabiriel, 2003).

PthAs sdo 95-97% idénticos a AvrBs3, que consiste na proteina efetora de Xanthomonas melhor
caracterizada. Membros desta familia, conhecidos atualmente como efetores TAL (Transcription
Activator-like), sao translocados pelo sistema de secrecado do tipo lll para o ndcleo das células
hospedeiras, e funcionam como efetores ativadores da transcrigdo no hospedeiro (Yang et al, 2006;
Kay et al., 2007; Rémer et al., 2007; Sugio et al., 2007; Boch et al., 2009; Kay & Bonas, 2009, Boch &
Bonas, 2010).

A caracteristica principal responsavel pela maioria das diferengcas dos membros desta familia é a
presenca de um dominio central, de 33-34 aminoacidos, quase idénticos e arranjados em tandem
(Gurlebeck et al., 2006) (Figura 4). Esta regidao central tem sido mostrada importante (mas nao
exclusiva) para a especificidade da patogenicidade/aviruléncia (Swarup et al., 1992; Yang et al.,
1994; Yang & Gabriel, 1995; Kay & Bonas, 2009), que seria definida pelo numero e ordem das
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repeticoes (Schornack et al., 2006); e pode estar envolvida em interagdes proteina-proteina (Yang &
Gabriel, 1995; Gdarlebeck et al., 2005, 2006). A maioria das proteinas codificadas por genes R
apresenta um dominio contendo repetigdes ricas em leucina (Leucine Rich Repeats, LRR), os quais
sao normalmente associados a mediagdo de interagdes proteina-proteina, e sitios de ligacdo a
nucleotideos (Nucleotide Binding Site, NBS) (Meyers et al., 2003; Schornack et al., 2006). Porém,
mais marcante € a regido repetitiva que media o reconhecimento do DNA e o polimorfismo de
aminoacidos encontrado dentro das unidades repetitivas que determina a especificade na sequéncia
de DNA dos efetores TAL (Boch et al., 2009; Moscou & Bogdanove, 2009).

Outra caracteristica desta familia € a presenca de sinais de localizagéo nuclear funcionais (NLSs)
e um dominio acido de ativagcao transcricional (AD) na regidao C-terminal (Lahaye & Bonas, 2001;
Szurek et al., 2002). A regido N-terminal contém sinais de translocagédo e secregdo, sendo
necessaria para o reconhecimento e transporte da proteina pelo T3S, mas nao requerida para
atividade de AvrBs3 na planta (Szurek et al., 2001, 2002); a regiao C-terminal, que é essencial para
ativacdo da expressao génica na célula hospedeira (Swarup et al., 1992; Yang & Gabriel, 1995;
Buttner & Bonas, 2002; Marois et al., 2002). Andlises genéticas de efetores como AvrBs3 revelaram
gue na maioria dos casos as atividades conhecidas de viruléncia e aviruléncia na célula hospedeira
dependem de NLSs e AD (Gurlebeck et al., 2006).

45 276 289 885 931 1054 1060 1103 1163
L I l | l l [ | l |

PthA4 | M H
— ~ Vv

repeticoes de 34 aa NLS

T R AD

Figura 4: : Representacdo esquematica da variante 4 de PthA da cepa 306 de X. citri. Os nimeros indicam a
posicao dos aminodacidos na seqiiéncia e as letras, as variacdes dos residuos fora da regiao central repetitiva.
LRR = Leucine Rich Repeat; NLS = Nuclear Localization Signal; AD = Activation Domain.

AvrBs3 é transportado para dentro da célula hospedeira e se localiza no nucleo de plantas
susceptiveis e resistentes, mas induz diferentes reagdes na planta (hipertrofia das células do
mesofilo ou HR, respectivamente) (Glrlebeck et al., 2006, Kay & Bonas, 2009). Este transporte
citoplasma-nucleo é mediado via interacdo com a proteina a-importina. Estudos sucessivos com

AvrBs3 mostraram que NLSs sao cruciais para sua interagdo com a-importina; e o fato de que NLSs
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de membros da familia AvrBs3 sdo conservados, entdo confirmou a suspeita de que proteinas como
AvrBs3 recrutam a maquinaria de importagdo nuclear do hospedeiro para alcangar o nucleo
(Schornack et al., 2006). Antes da importagéo nuclear, AvrBs3 se dimeriza no citoplasma de maneira
dependente do dominio central repetitivo, de tal forma que a dimerizagao é necessaria para disparar
HR na planta (Glrlebeck et al., 2005, 2006) (Figura 5).

No nucleo, AvrBs3 reconhece promotores de plantas e ativa a transcricao de um fator basic helix-
loop-helix (bHLH) envolvido em hipertrofia celular em plantas susceptiveis, enquanto transativa seu
cognato gene de resisténcia Bs3 em plantas resistentes, desencadeando uma resposta de
hipersensibilidade (Kay et al., 2007; Rémer et al., 2007). Este fator de transcricdo bHLH é codificado
pelo gene UPA20 (UPA — up-regulated by AvrBs3) e analises de sequéncias das regides promotoras
de UPAZ20 e de outros genes UPA revelaram um motivo conservado (UPA box), no qual AvrBs3 se
liga (Kay et al., 2007, 2009; Rémer et al., 2007, 2009). A ligacdo ao DNA de AvrBs3 é determinada
por dois aminoacidos hipervariaveis na regido central que confere a especificidade de ligagao para
pares de bases do UPA box (Boch et al., 2009; Moscou & Bogdanove, 2009; Boch & Bonas, 2010).
Descobriu-se também que AvrBs3 é capaz de regular a expressao de mais de uma dezena de genes
na planta hospedeira (Kay et al., 2009). Com base nesta observagédo, provavelmente, outros
homologos e ndo apenas AvrBs3 se ligam e ativam promotores de seus genes R cognatos (Rémer et
al., 2007). Por outro lado, n6s mostramos que o dominio repetitivo de PthAs é critico nas interacdes
proteina-proteina (Domingues et al., 2010). Portanto, esta se tornando claro que o dominio central
repetitivo de tais efetores tem um carater duplo, possibilitando assim contatos proteina-proteina e
proteina-DNA com alvos do hospedeiro.

Em um trabalho recente proporcionamos o primeiro dado estrutural experimental de um dominio
repetitivo de PthA (Murakami et al., 2010). A estrutura de RMN de um peptideo correspondente a 1,5
repeticoes do dominio central e o envelope de SAXS do dominio central inteiro de PthA2 com 15,5
repeticoes (RD2) corroboraram o modelo tedrico que prediz uma estrutura de superhélice TPR
(tetratricopeptide repeat) para o dominio central. Estudos espectroscépicos mostraram que RD2
passa por rearranjos conformacionais de uma maneira dependente do pH e na presenga de DNA.
Mostramos também que as unidades repetitivas de RD2 s&o similares ao PPR (pentatricopeptide
repeat), um motivo de 35 amino&cidos que é estruturalmente relacionado a TPR, possui atividade de
ligacdo a acidos nucleicos e esta envolvido na maquinaria transcricional e traducional,
desempenhando papéis na estabilizacdo de mRNA e edicdo de RNA (Williams-Carrier et al., 2008;
Pfalz et al., 2009).

Dada a semelhanca entre as respostas induzidas pelos membros da familia AvrBs3/PthA nas
células hospedeiras e a identidade entre as duas proteinas é esperado que PthA também funcione

como um fator de transcricdo em citros ativando ou desligando a transcricdo de genes relacionados



Tese de Doutorado

ao desenvolvimento dos sintomas do cancro citrico. De fato, foi constatado em nossa equipe com
andlises de microarray de epicétilos de laranja doce transformados transientemente com PthA, que
um grande numero de genes implicados no desenvolvimento do cancro sao ativados por PthAs
(Pereira & Benedetti, dados nédo publicados).

Xanthomonas

AvrBs3

Apoplast

Cell wall

system

0
3

Plant cell

Cytosol

Defense/senescence ger%“

{

Delay in symptoms
Promotion of bacterial growth

LU
eI SR
MUV UPA gene
UPA box

e.g.: UPA20 —= Hypertrophy
Bs3 —» HR

Nucleus

Current Opinion in Microbiclogy

Figura 5: Esquema do mecanismo de agao proposto para efetores tipo Ill. AvrBs3 dimeriza no citoplasma da
célula da planta e interage com a-importina via seus sinais de localizagdo nuclear (NLSs). Este complexo
proteico é ligado pela B-importina que media a importagdo nuclear. Nesta ilustracdo AvrBs3 se liga a uma
sequéncia especifica no DNA, UPA box, e ativa a transcricdo de mais de 10 genes UPA. UPA20, um dos genes
induzidos, é um regulador chave de hipertrofia celular em plantas. Nas plantas resistentes, a ativagdo de Bs3
causa HR. Pm — membrana plasmatica. Retirado de Kay & Bonas, 2009.
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Embora esses estudos salientem a importancia das proteinas efetoras, como a PthA, na resposta
sensitiva e patogenicidade em plantas, suas diversas fungdes ainda nao estdo bem esclarecidas. A
caracterizacdo de novas interagdes com proteinas efetoras contribuira para uma melhor
compreensao de como a patogenicidade da PthA atua dentro da planta e também para detectar
possiveis novas fungdes desta proteina.

Neste contexto, os alunos Raul Andres Cernadas e Cassia Docena em colaboragdo com o grupo
do Prof.Dr. Shaker Chuck Farah da USP-SP realizaram um ensaio inicial de duplo-hibrido em
leveduras com uma biblioteca de cDNA de Citrus sinensis e as iscas PthA2 e PthA4 (que diferem no
nuamero de repeticoes do dominio central). Neste experimento foram isolados varios clones positivos
e, dentre eles selecionamos alguns alvos, que poderiam estar envolvidos em um possivel complexo
proteico de enovelamento e/ou ativagcdo de PthAs. Assim sendo, o objetivo deste trabalho foi
confirmar e caracterizar interagdes (in vivo e in vitro) entre proteinas de laranja doce e PthAs de
Xanthomonas.

A seguir sao descritas as proteinas de citros alvos de PthA de Xac (identificadas no ensaio inicial

de duplo-hibrido mencionado acima) que estdo envolvidas neste estudo.
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1.4. Proteinas de Citrus sinensis alvos de PthA

1.4.1. o-importina (o-imp)

O heterodimero de importina o/ media a importacdo nuclear de proteinas nucleares que contém
classicos sinais de localizacao nuclear (NLSs; Hicks & Raikhel, 1995; Jans & Hubner, 1996; Gorlich,
1997; Smith & Raikhel, 1998). A subunidade o do heterodimero se liga especificamente a NLSs no
citoplasma, entretanto a subunidade 3 interage com o complexo poro nuclear ou outros adaptadores
para mediar a entrada no nucleo durante o processo de importagcao (Gorlich, 1997; Smith & Raikhel,
1998).

A proteina a-importina de C. sinensis (codigo GenBank numero GQ475487) envolvida neste
trabalho contém na sua porg¢ao N-terminal um dominio auto-inibitério (IBB) seguido por 3 repeticoes,
de aproximadamente 40 aminoacidos cada, do tipo armadillo/beta-catenina (ARM), que tem sido
implicados na mediagao de interagdes proteina-proteina (Figura 6). Porém, nenhuma caracteristica
comum entre as proteinas alvo reconhecidas pelas repeticdes ARM tem sido identificadas (Hatzfeld,
1999). A proteina a-importina isolada de citros possui 87% de identidade com a proteina a-importina
de Capsicum annuum, a qual interage com AvrBs3 e media sua importacao nuclear.

a-imp IBB ARM ARM ARM

Figura 6: Representagdo esquemética dos dominios conservados presentes na sequéncia da proteina o-
importina de citros.
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1.4.2. Ciclofilina (Cyp)

As Ciclofilinas (Cyp - EC n°5.1.2.8) constituem um a familia de proteinas ubiquas presentes em
todos os compartimentos subcelulares (Galat, 1999). Esta familia de proteinas contém um dominio
de aproximadamente 109 aminoacidos conhecido como CLD (Cyclophilin-like domain) e possuem
atividade peptidil-prolil-cis-trans-isomerase (PPlase) (Figura 7), a qual catalisa, estabiliza e acelera a
isomerizagado cis-trans de ligagdes peptidicas precedentes de residuos de prolina, durante o
enovelamento e reunido de proteinas multidominios (Wang & Heitman, 2005). Além de atuarem
como chaperones, também estdo envolvidas em vias regulatérias de transducao de sinais, resposta
ao estresse, desenvolvimento de plantas, afetam reag6es de splicing de RNA (Laxa et al., 2007) e
algumas PPlases podem também estar envolvidas na traducéo e transcricao de genes (Galat, 1993).

Pro Pro
-
X FFPlases
- —H—
(Cyp. FKBP) Xxx
frans cis

Figura 7: Esquema representando o papel desempenhado por PPlases na isomeriza¢do cis-trans de liga¢des
peptidicas precedentes de residuos de prolina. Os isbmeros cis e trans podem ser funcionalmente distintos.
Extraido de Lu et al., 2007.

A expressao de ciclofilinas em plantas é induzida em varias situacoes de estresse, como infecgao
por patdgenos, estresse hidrico, choque térmico e em resposta a etileno, acido salicilico, acido
abscisico, acido jasménico, entre outros fatores (Romano et al., 2004).

Tais proteinas sdo coletivamente conhecidas como imunofilinas, a qual também inclui as proteinas
de ligagéo a FK-506 e as parvulinas. Esta familia de proteinas € encontrada em todas as células de
todos os organismos estudados, em ambos procariotos e eucariotos; sdo conservadas ao longo da
evolucao; humanos tem um total de 16 ciclofilinas, Arabidopsis acima de 29 e Saccharomyces 8. O
primeiro membro da familia das ciclofilinas a ser identificado em mamiferos, ciclofilina A (CypA), é o
principal alvo celular e, entdo, media a acdo da droga imunossupressora ciclosporina A. CypA forma

13



Tese de Doutorado

um complexo ternario com ciclosporina A (CsA) e uma fosfatase especifica serina/treonina ativada

por calcio-calmodulina (calcineurina); a formagao deste complexo inibe a atividade fosfatase e a

funcao biolégica da calcineurina (Wang & Heitman, 2005), o que resulta na inibicao de células T pelo

bloqueio

da expressao de muitos genes imunossupressores (Gullerova et al., 2006). A Figura 8

mostra o alinhamento da Cyp de Citrus sinensis (cédigo GenBank niumero GQ853548) com CypA

humana, sendo que ambas possuem um unico dominio CLD.

Hs_CypA
Citrus_Cyp
Consensus

Hz_CypA
Citrus_Cyp
Consensus

1 10 20 30 40 60 70 80 90 100 110 120 130
| |
HYHPTYFFDIAYDGEPLGRYSFELFADKYPKTAENFRALSTGEKGF G-—————- YKGSCFHRITPGFHCOGGDF TRHHGTGGKSTYGEKFEDENFILKHTGPGILSHANAGPHTHGSOFFICTAKTEHLD
HPHPKVFFDHTYGGAPAGRIVHELFADYTPRTAENFRALCTGEKGYGKSGKPLHYKGSSFHRYTPGFHCOGGDF TAGHGTGGESTYGSKFADENFYKKHTGPGILSHANAGPGTHGSAFFYCTAKTEHLD
HpHPLYFFDiaVdG#PaGR ! skELFADKLPrTAENFRALCTGEKGFG. . s s sss YKGScFHR! IPGFHCOGGDF TagHGTGGeSIYGeKF aDENF ! IKHTGPGILSHANAGPRTHGSAFF ! CTAKTEHLD
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I I
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GKHYYFGRYYEGHDYYKATEKYGSSSGRTHKPYYIADCGHLS
GKHYYFGqYkEGH# ! YeAiErf GSrnGrTnkk ! LIRDCGOLe

Figura 8:

Alinhamento de seqiiéncias de aminoacidos da proteina Cyp de Citrus sinensis com CypA humana

(Hs_CypA). Alinhamento realizado com o programa MultAlin (Corpet, 1988). Residuos altamente conservados
sdo representados com alto consenso (em vermelho) e aparecem com letra mailscula na linha inferior —

consenso.

Residuos que sdo fracamente conservados sédo representados com baixo consenso (em azul) e com

letra mindscula na linha inferior. Demais residuos sédo representados como neutros (em preto) e posicbes sem
residuos conservados sdo representadas como um ponto na linha consenso. Os simbolos a seguir referem-se
as combinagdes: | — IV; % - FY; # - NDQE.

Notavelmente, tem sido mostrado que efetores de patogenicidade de bactérias sdo ativados por

ciclofilinas do hospedeiro. Em particular, Coaker et al. (2005) identificaram uma ciclofilina de

Arabidopsis (ROC1) que contém um unico dominio PPlase e funciona como um ativador eucariotico

da proteina de aviruléncia AvrRpt2 de Pseudomonas syringae. AvrRpt2, uma proteina efetora de 28

kDa, é translocada para o interior da planta durante a infec¢do via T3S. Apds entrada na célula

hospedeira, ROC1 se liga a dominios GPxL de AvrRpt2 e o enovela apropriadamente, através da

isomerizacao peptidil-prolil-cis-trans. Essa modificagdo ativa AvrRpt2, a qual se torna uma protease

capaz de se auto-processar e clivar seu amino-terminal de 71 aminoacidos. Estes primeiros 71

aminoacidos de AvrRpt2 codificam um sinal para entrada na célula da planta via T3S, enquanto o

restante da sequéncia (72-255) codifica o dominio efetor (Coaker et al., 2006).

Espectros de RMN e analises de gel filtragdo sugerem que AvrRpt2 pode ser estruturado e

ativado somente quando ROC1 ou outra ciclofilina esta ligada, mantendo assim um ou mais residuos

de prolina no estado de isomerizacdo apropriado. Mudangas conformacionais dependentes de

prolina podem controlar a atividade de AvrRpt2, dessa forma a ciclofilina pode servir como um
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‘modificador molecular’, visto que na sua auséncia, residuos de prolina do motivo GPxL de AvrRpt2
estdo principalmente na conformagao trans e AvrRpt2 encontra-se num estado inativo. Com a
ciclofilina ligada esses residuos de prolina podem mais livremente adquirir a conformagao cis,
resultando na ativagao de AvrRpt2 (Coaker et al., 2006).

Dados sugerem que as ciclofilinas e vias celulares relacionadas a ciclofilinas séo freqientemente
exploradas por patégenos, visto que VirD2 de Agrobacterium interage com ciclofilinas da planta
hospedeira (no caso Arabidopsis thaliana). VirD2 e VirE2 podem interagir com a maquinaria celular
da planta, tais como transporte intracelular ou o aparato de integracao/recombinacao/reparo do DNA
para facilitar a transferéncia e integracdo do T-DNA. Neste contexto, a atividade PPlase das Cyps
poderia auxiliar no enovelamento de VirD2 em uma conformacéo diferente dentro da célula da planta;
e é possivel também que a ligagdo a Cyp seja requerida para manter VirD2 em um estado funcional
e competente para transferéncia do T-DNA. Essa interacao VirD2-Cyp é interrompida in vitro por
CsA, como mostrado para CypA humana. Assim sendo, estes achados sugerem fortemente que uma
ou mais Cyps da planta hospedeira desempenham um papel na transferéncia do complexo T de
Agrobacterium (Deng et al., 1998).

A ativacdo e o enovelamento de efetores bacterianos por fatores eucariéticos pode ser um
mecanismo comum, durante a patogénese, para outras moléculas efetoras do tipo Ill. Estas
moléculas poderiam ter evoluido para um mecanismo de ativacdo do efetor dentro do seu
hospedeiro, devido a necessidade de estarem na forma ndo-enovelada ou parcialmente enovelada
para entrada na célula hospedeira via T3S (Coaker et al., 2005, 2006). Portanto, é bastante provavel
que um mecanismo semelhante ocorra para PthAs e outras proteinas Avrs de Xanthomonas.

Foi descrito também que quando oxidadas, com ou sem formagao de pontes dissulfeto, Cyps
estariam inativas, como foi demonstrado por Gourlay et al. (2007), sugerindo que Cyps poderiam
sofrer regulacédo redox por tiorredoxinas (TRX), como ja comprovado em Arabidopsis thaliana, na
qual uma ciclofilina do cloroplasto é alvo de regulagcao redox por uma TRX, sendo que Cyp oxidada
foi reduzida in vitro por TRX (Motohashi et al., 2003; Gourlay et al., 2007).

A ciclofilina de C. sinensis possui 90% de identidade com ROC1 de Arabidopsis (AtROC1) (Figura
9). Embora a ciclofilina isolada ndo contenha um motivo TPR, a presenca de ciclofilinas em
complexos de chaperones é bastante relevante, pois indica que a ciclofilina e a TDX (sera descrita no
topico abaixo) de citros podem fazer parte de um mesmo complexo protéico envolvendo
Hsp70/Hsp90 e considerando que a proteina efetora PthA é rica em residuos de prolina no dominio
central (Figura 10), a atividade PPlase da ciclofilina poderia ser responsavel por uma modificagao

pds-traducional (isomerizagao cis-trans) necessaria para ativagao de PthA.
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Figura 9: Alinhamento de seqliéncias de aminoacidos da proteina Cyp de C. sinensis com a proteina AIROC1
mostrando a alta identidade de seqiiéncia entre elas. Alinhamento realizado com o programa MultAlin (Corpet,

1988).
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Figura 10: Seqléncia de aminoacidos da proteina PthA4 de Xanthomonas citri. Em rosa esta salientado um
possivel sitio alvo de Cyp (GPPL), uma vez que o sitio alvo consenso de AIROC1 é GPxL, como descrito no
texto acima. Apesar deste possivel alvo ndo estar localizado no dominio central de PthA, em amarelo esta
destacada a presenca de prolinas conservadas no dominio central da proteina.
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Agarwal (2006) descreve uma andlise genbmica visando demonstrar a conservagao de
sequéncias da CypA. A andlise completa foi realizada para 50 sequiéncias de bactérias a humanos,
porém foram listadas apenas 10 seqliéncias representativas, sendo que dos 165 residuos da CypA,
17 foram conservados em todas as PPlases analisadas; além destes, 8 residuos foram fortemente e
5 fracamente conservados. Ao adicionarmos nesta lista a seqiiéncia da Cyp de C. sinensis envolvida
neste trabalho, podemos notar que esta proteina apresenta o mesmo padrao de conservagao de
seqléncia caracteristico da familia (Figura 11).
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Figura 11: Comparagéo da seqiiéncia de aminodcidos de Cyp de C. sinensis com uma analise genémica para
a conservacdo de seqUéncia da CypA. Em verde estdo os residuos do sitio ativo; em vermelho, os
completamente conservados; em azul, os fortemente conservados e em amarelo, os fracamente conservados,
com excegao dos residuos: 102 do sitio ativo que é fracamente conservado e o 126, fortemente conservado.

17



Tese de Doutorado

1.4.3. TDX (Tetratricopeptide domain-containing thioredoxin)

Hip (Hsp70-interacting protein) € uma co-chaperone que regula a atividade da familia de
chaperones Hsp70. As Hsp70 sdo proteinas ubiquas que desempenham importantes papéis na
sintese de proteinas, enovelamento e transporte, além de atuarem em vias de transdugéo de sinal
em cooperagao com outras chaperones e co-chaperones. Em plantas, membros da familia Hsp70
tém sido identificados na maioria dos compartimentos subcelulares, incluindo citosol, nucleo, reticulo
endoplasmatico, mitocondria, cloroplastos e peroxissomos (Boston et al., 1996; Corpas &
Trelease,1997; Miernyk, 1999). Hip funciona para mediar e diferenciar as acdées das Hsp70 entre
diversas vias e compartimentos celulares; e estudos recentes indicam uma complexidade intrigante
de interagdes co-chaperones regulando as Hsp70 em eucariotos (Cheung & Smith, 2000; Kimmins &
Macrae, 2000).

Interagcdes da Hip com Hsp70 e outras co-chaperones tém sido amplamente estudadas em
animais, mas nao em plantas. Analises de sequéncia do genoma de Arabidopsis thaliana revelaram
dois genes codificando proteinas Hip e um segundo consistindo de uma quimera Hip-tiorredoxina.
AtHip-1 € 42% idéntica a Hip humana, contém os mesmos dominios funcionais caracterizados em
Hip de mamiferos, incluindo um dominio N-terminal envolvido na dimerizagdo, um dominio acidico,
trés motivos TPR (TetratricoPeptide Repeat), uma série de repeticdes degeneradas GGMP e uma
regido C-terminal similar as proteinas Sti1/Hop/p60. AfHip-2 consiste de um dominio semelhante a
Hip truncado que é 46% idéntico a Hip humana, seguido por um dominio C-terminal relacionado a
tiorredoxina. AtHip-2 possui 63% de identidade com uma outra Hip-tiorredoxina recentemente
identificada em Vitis labrusca (Grape Hip) (Figura 12). Os dois ortélogos de Hip sdo expressos em
Arabidopsis e numa variedade de outras plantas (Webb et al., 2001).

_ ~_ TPR
HsHip | --—-- X N |
AtHip-1 - - - - RO - |
AtHip-2 [ —— NN '>TRX
Grape Hip =K N

Figura 12: Comparagao da estrutura geral da Hip humana (Hs Hip) com proteinas Hip de planta. Todas contém
um N-terminal conservado, um dominio acidico, trés TPRs e uma regido altamente conservada. Apenas AtHip-
2 e Hip de Vitis labrusca possuem um dominio tiorredoxina no C-terminal. Extraido de Webb et al., 2001.
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Posteriormente, Vignols e colaboradores (2003) descreveram um novo gene de Arabidopsis
thaliana que codifica uma proteina de 42 kDa composta por 2 dominios. Esta proteina (AfTDX) é uma
redutase dissulfeto composta por trés motivos TPR (caracteristico de Hip) no seu N-terminal e
contém um dominio tiorredoxina (TRX) no C- terminal. O motivo TPR é conhecido por mediar
interagbes proteina-proteina com chaperones e o dominio TRX, contém duas cisteinas reativas
conservadas (Cys-X-X-Cys), caracteristica de dominio catalitico de redutases dissulfeto que mediam
a reducado de pontes dissulfeto das proteinas alvo. Apesar de caracterizada esta proteina, a funcéo
biolégica das TDX ainda é pouco conhecida e nenhum fendtipo foi associado a auséncia desta
proteina em plantas mutantes. A proteina TDX que foi isolada de Citrus sinensis (codigo GenBank
numero GQ853549) apresenta 0 mesmo padrao organizacional de dominios (Figura 13). Tendo por
base a funcdo dos dominios TPR e TRX, a proteina de citros seria capaz de induzir mudancgas
conformacionais em proteinas alvo, alterando o estado redox e teria um importante papel no

enovelamento e estabilizagdo destes alvos.

1 =0 i0n 150 2nn 250 g 25

.

TPR motif & i e ER TS S T catalutic residues A
binding surface bk i, F Ty

TPE superfamily TRX_superfanily superfanily

Figura 13: Representacdo esquematica mostrando os dominios TPR e TRX da TDX de C. sinensis. O dominio
TPR poderia mediar interagdes proteina-proteina como co-chaperone molecular e o dominio TRX, poderia estar
envolvido na altera¢do do estado redox de proteinas alvo.

A proteina TDX de citros (Figura 14) possui cerca de 70% de identidade com as proteinas AtHip-2
e Hip de Vitis labrusca. Estas duas proteinas apresentam dominio TRX similar ao de tiorredoxinas
citosolicas e diferem de outros ortélogos de Hip na localizagdo e funcéo celular in vivo, sendo
responsaveis por mediar a regulacdo redox através de oxidacao e reducao de grupos sulfidril (Webb
et al.,, 2001); e assim as tiorredoxinas, de forma geral, podem modificar a conformagdo de uma
grande variedade de proteinas em resposta a alteragdes do estado redox celular (Meyer et al., 2008).
TRXs regulam a atividade de muitos fatores de transcri¢ao, tais como NF-kB em mamiferos (Berndt
et al., 2008); tem uma relagao direta com chaperones como mostrada pela associagao dos dominios
TPR e TRX e por interagirem também com ciclofilinas (Motohashi et al., 2003; Gourlay et al., 2007).
Na Figura 15A pode-se verificar o alto grau de conservacao de sequéncia dos trés motivos TPR de
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varios organismos e na Figura 15B, a conservagdo do dominio TRX com outras tiorredoxinas de

plantas.

Considerando a alta similaridade da TDX de citros com as proteinas descritas acima e que PthA

contém residuos de cisteina conservados no seu dominio central, sugere-se que uma interacdo com

o complexo TDX/Hsp70/Hsp90 poderia ser necessaria para a estabilizagao e o correto enovelamento

de PthA.
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Figura 14: Alinhamento de seqléncias de aminoacidos da TDX de C. sinensis com as proteinas Hip-2 de A.
thaliana e Hip de Vitis labrusca. Alinhamento realizado com o programa MultAlin (Corpet, 1988).
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Figura 15: (A) Alinhamento de seqliéncias de aminodcidos dos trés motivos TPR da TDX de C. sinensis com
Hip humana, de animais e plantas. (B) Alinhamento de seqiiéncias do dominio TRX da TDX de Citrus com
outros Trxs de plantas proximamente relacionados. Os asteriscos indicam os residuos do sitio ativo de TRX.
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1.4.4. Ubiquitin Conjugating Enzime (Ubc13) e a forma variante Uev

A ubiquitinagdo € um mecanismo de modificagdo pés-traducional de proteinas fundamental em
todos os organismos eucariéticos. Este processo controla muitos aspectos criticos do metabolismo
celular, tais como progressao do ciclo celular, regulacao transcricional, reparo de DNA, transdugéo
ou reconhecimento de sinais e resisténcia a patégenos (Angot et al., 2007).

A ligacado do substrato a ubiquitina (Ub) é catalisada pela agcdo sequencial de trés classes de
enzimas: E1 (enzima de ativagéo de Ub), E2 (enzima de conjugacao a Ub, também conhecida como
Ubc) e E3 (Ub ligase). A Ub é inicialmente ativada por E1 de uma maneira dependente de ATP, e é
transferida para uma E2 que com auxilio de uma E3, liga especificamente a Ub a proteina-alvo
formando uma ligagdo isopeptidica entre o C-terminal da Ub e o grupo amino primario da proteina-
alvo (Andersen et al.,, 2005a). Em alguns casos, o processo de ubiquitinagdo para nesse ponto
(Monoubiquitinacdo — pode desencadear alteracao da localizagdo e/ou atividade da proteina-alvo),
entretanto, muitas proteinas ubiquitinadas passam por varios ciclos de ubiquitinacdo, de tal forma
que outras Ubs sdo conjugadas no residuo de Lys (K) até a ultima Ub da cadeia em crescimento.
Algumas proteinas alvo requerem a acao de um fator de elongacdo da cadeia de Ub, E4, para se
tornarem eficientemente poliubiquitinadas (Andersen et al., 2005a; Welchman et al., 2005).

As cadeias de poli-Ub, de forma geral, sdo unidas umas as outras através do residuo K48 e, neste
caso, as proteinas poliubiquitinadas sao marcadas para degradacao pelo proteassoma, entretanto,
cadeias unidas por residuos K63 sdo conhecidas pela modificagdo e ativacdo da atividade e
transporte protéicos, de uma maneira nao-proteolitica (Angot et al., 2007; Pelzer et al., 2009).
Diferentes E2 parecem ser responsaveis pelas diferentes topologias da cadeia de poli-Ub (K48 e
K63) e as E3, eventualmente, controlam a especificidade do substrato pelo recrutamento da proteina
alvo (Zhang et al., 2005; Angot et al., 2007).

Ubc13 é a unica enzima E2 conhecida capaz de catalisar reagbes de poli-Ub K63. Esta proteina
tem um dominio catalitico conservado da familia das Ubcs e um residuo de cisteina no sitio ativo
para conjugacgao a Ub (Hofmann & Pickart,1999). Entretanto, a proteina Ubc13 para catalisar reagdes
de poli-Ub K63, requer como co-fator uma E2 variante, Uev (Ubc E2 variant), a qual possui
sequéncia de aminoacidos similar a Ubc, mas auséncia de um residuo de cisteina essencial no sitio
ativo, o que a torna cataliticamente inativa, porém pode interagir fisicamente com Ubc13 para mediar
a poliubiquitinacdo K63 (Mckenna et al., 2001; Syed et al., 2006; Wen et al., 2006). Foi constatado
que a Uev é capaz de interagir de forma nao-covalente com Ub, de tal modo que oriente a Ub para
facilitar a formacao da cadeia poli-Ub K63 (Mckenna et al., 2003a).

Cadeias de poli-Ub K63, diferentemente das cadeias K48, existem em uma conformagdo mais
aberta, a qual permite a exposigcdo de superficies hidrofébicas que poderiam servir como uma
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interface para ligacao de outras proteinas. Com isso, € proposto uma fungéo para as cadeias poli-Ub
K63 mediando interagbes proteina-proteina (Geetha et al., 2005).

Todos os mamiferos analisados até 0 momento apresentam pelo menos dois membros da familia
Uev. As células humanas, por exemplo, contém homologos MMS2 de leveduras, HsSMMS2 e
UEV1/CROC1 (Xiao et al., 1998). Estas duas proteinas compartiiham mais de 90% de identidade de
sequéncia e ambas sao capazes de formar um complexo estavel com Ubc13, porém estéao
envolvidas em funcdes celulares distintas (Andersen et al., 2005b). Enquanto o complexo Ubc13-
HsMMS2 esta envolvido na resposta ao dano no DNA (Hoege et al., 2002), o complexo Ubc13-Uev1
esta envolvido na ativagédo da via de sinalizagao NF-xB, em reposta a estresse do meio, incluindo
infeccbes virais e bacterianas (Zhou et al., 2004). Notavelmente, a funcao de resposta ao dano no
DNA é essencial para prevenir instabilidade genémica e o cancer, entretanto, a ativagéo constitutiva
NF-xB é anti-apoptética e tem sido relacionada a varios tipos de cancer (Lin & Karin, 2003).

Dado que ambas Uevil e MMS2 sao capazes de formar um complexo estavel com Ubc13 e que
suas fungbes biolégicas sao distintas, as diferengas estruturais entre essas proteinas seriam
responsaveis por seus papéis funcionalmente distintos na sinalizagao intracelular (Pelzer et al.,
2009).

Andlises estruturais tém mostrado que a formagéao do heterodimero Ubc13-Uev é na razdo de 1:1,
e que MMS2 e Uev1A estao distribuidas tanto no citoplasma quanto no nacleo (Mckenna et al., 2001;
Moraes et al., 2001; Vandemark et al., 2001). Entdo, Uev1A pode prontamente competir com MMS2
para prevenir a formacao de complexo com Ubc13 no ndcleo, assim, € sugerido que UeviA compete
com MMS2 no nucleo pela ligacdo a Ubc13 e atua como um fator antagonistico (Andersen et al.,
2005b). Estudos em células de mamiferos, leveduras e em Arabidopsis suportam a nocao de que a
tolerancia ao dano no DNA livre de erro, promovido pela poliubiquitinacdo K63 via Ubc13-Uev € uma
funcéo evolutivamente conservada ao longo dos eucariotos (Wen et al., 2008).

Wen e colaboradores (2008) reportaram a caracterizacao de 4 genes Uevi em A. thaliana. Todas
as 4 proteinas Uev (UeviA, UeviB, UeviC e UeviD) podem formar um complexo estavel com
AtUbc13 e com Ubc13 humana e de levedura para promover poliubiquitinacdo K63 mediada por
Ubc13. Porém apenas as proteinas UeviC e UeviD estariam envolvidas na resposta ao dano no
DNA, e a Uev de Citrus sinensis (codigo GenBank numero GQ455410) compartilha uma alta
identidade de sequéncia com estas duas proteinas de Arabidopsis (Figura 16).
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Figura 16: Alinhamento de seqiéncias de aminoacidos da proteina Uev de C. sinensis com as proteinas
AtUeviC e AtUeviD mostrando a alta identidade de seqliéncia entre elas. Alinhamento realizado com o
programa MultAlin (Corpet, 1988).

Descobertas recentes sugerem que a ubiquitinacdo pode também desempenhar um importante
papel na resisténcia a doencas em plantas. Muitas E3 tém sido identificadas como reguladores de
defesa e podem ser componentes essenciais na resisténcia (Devoto et al., 2003). De acordo com
Goritschnig et al. (2007) a via de ubiquitinacdo € essencial para ativacdo de algumas, mas nao de
todas as respostas de resisténcia mediadas por proteinas R. Assim, a ubiquitinacdo poderia ser uma
estratégia do patdogeno para eliminar proteinas do hospedeiro envolvidas na defesa basal com o
intuito de facilitar a infecgdo. Tem sido recentemente mostrado que AvrPtoB de Pseudomonas
syringae possui atividade E3 e inibe HR em plantas de tomate resistentes (Janjusevic et al., 2006),
dessa forma, patégenos seriam capazes de explorar a maquinaria de ubiquitinagcdo do hospedeiro
para suprimir respostas de defesa basal. A ubiquitinacao além de atuar negativamente, suprimindo
respostas de defesa quando explorada pelo ataque de patdégeno, pode atuar também positivamente,
promovendo respostas de defesa na planta, de tal forma que o balango destes aspectos positivos e
negativos pode determinar o resultado da interagao planta-patégeno (Goritschnig et al., 2007).

Tem sido demonstrado também que a ubiquitinagao controla a expressao e atividade de inUmeras
proteinas eucaridticas. Um alvo frequente da maquinaria de modificagdo por Ub sao fatores de
transcricdo. Embora a ubiquitinagdo geralmente module suas fungbes por induzir degradagéo
dependente de proteassoma, estudos anteriores e recentes indicam que este processo também
regule o transporte citoplasma-nucleo de reguladores transcricionais (Shcherbik & Haines et al.,
2004). A translocagdo nuclear do fator de transcricdo NF-kB € indiretamente controlado por
ubiquitinacdo (Geetha et al., 2005). Um papel direto é observado na ubiquitinacdo do fator de
transcricao de mamifero, NRIF, que pode induzir sua translocagcao nuclear, uma vez que o ataque da
Ub promove sua ligagao a importina-11, facilitando assim sua translocacao para o nucleo (Plafker et
al., 2004).

Além disso, foi determinada a estrutura de uma proteina denominada CHIP (C-terminal da Hsp70-

interacting protein), a qual contém um dominio U-box no C-terminal e um dominio TPR no N-terminal,
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que media sua interagdo com chaperones Hsp70/90, facilitando assim a ubiquitinacdo de proteinas
clientes ligadas a estas chaperones (Murata et al., 2003; Zhang et al., 2005). Separando os dominios
TPR e U-box ha uma regiao central rica em residuos carregados e também contém dois possiveis
sinais de localizagao nuclear (Mcdonough & Patterson, 2003). Verificou-se que CHIP se liga a um
complexo ubiquitina E2 - Ubc13-Uevia e catalisa a sintese de cadeias de poliubiquitina unidas por
residuos K63 da ubiquitina, sendo que essa poliubiquitinacdo pode atuar como modificagdo
covalente regulatéria em muitas fungdes nao proteoliticas, incluindo reparo de DNA, ativacdo de
proteinas quinases, transporte e sintese de proteinas (Sun & Chen, 2004; Zhang et al., 2005). Esta
funcdo ubiquitina E3 ligase de CHIP sugere um papel no controle pés-traducional pela
poliubiquitinacdo regulatéria de proteinas clientes (Murata et al. 2001; Zhang et al., 2005).
Recentemente, foi descrito que CHIP pode interagir também com UbcH5 mediando a formacao de
cadeias poli-Ub K48 e que neste caso, CHIP passa por um processo de autoubiquitinacdo, o que nao
ocorre quando CHIP interage com Ubc13-Uev. A interacdo de CHIP com estas diferentes E2
provavelmente resulta em diferentes tipos de poliubiquitinacao e diferentes fungdes biolégicas. Como
UbcH5 e Ubc13 sado similares em seqiliéncia e estrutura, ndo esta claro se e como CHIP distingue
entre essas duas E2 (Xu et al., 2008).

1.5. Controle de reparo no DNA

A integridade da informacdo genética é constantemente ameacada por dano no DNA, nao
somente porque dano no DNA resulta na transmissdo de mutagbes genéticas hereditarias, mas
também porque pode resultar em alteragcdes imediatas no perfil de expressao génica de uma célula.
Além disso, a interrupgéao rapida e irreversivel da RNA polimerase Il (pol II) pode se dar nos sitios de
dano no DNA. Consideravel progresso tem sido obtido, nos ultimos anos, na compreensado de
mecanismos através dos quais as células eucaritticas respondem ao dano no DNA em genes ativos.
O reparo preferencial do DNA em genes que estdo sendo transcritos ocorre por uma via de reparo
pareada com a transcri¢cdo. Esta via € um tipo de reparo de excisdo de nucleotideos que emprega a
transcricdo da pol Il como um sensor de dano no DNA e direciona a maquinaria de reparo para sitios
aberrantes no genoma (Daulny & Tansey, 2009).

A regulacao correta da transcricdo génica depende de mecanismos que regulam a formacgéo e
dindmica de grandes complexos protéicos durante varios estagios do processo de transcricao. Um
dos mais proeminentes desses mecanismos é a modificacdo pés-traducional. A ubiquitinacdo é uma
modificagdo que tem recebido atencdo nos Ultimos anos, como tem se tornado evidente que
modificagdo da transcricao de proteinas por ubiquitina desempenha um papel em diversos aspectos
da regulacao génica. De acordo com Daulny e colaboradores (2008) tem sido proposto que a
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ubiquitinagdo ou a ubiquitinagdo e degradagdo sao um sinal positivo para ativacao da transcricéo e
pode ser importante para uma fina regulagdo da atividade génica. Ha também exemplos de
ubiquitinacdo causando a perda de interacdo proteina-proteina, mas estes casos tipicamente
requerem chaperones dependentes de ubiquitina para reconhecer substratos ubiquitinados e
remodelar as interagdes por hidrélise dependente de ATP.

Recentemente, algumas proteinas foram encontradas ubiquitinadas ap6s irradiagado ou tratamento
com agentes que causam dano no DNA. Dentre estas proteinas estdo PCNA (Proliferating Cell
Nuclear Antigen), as histonas H2A e sua variante H2AX, dentre outras. Pelo menos no caso de
PCNA e H2AX, as versdes ubiquitinadas se acumulam no sitio de dano e sdo importantes no
recrutamento de proteinas downstream para solucionar a situagdo. Os marcadores de ubiquitina no
sitio de dano sado baseados em cadeias de mono-ubiquitina ou cadeias de ubiquitina K63 e as
proteinas downstream tem que reconhecer essas modificagdes além do background de proteinas
ubiquitinadas constitutivamente com todos os tipos de ligagdo (Hofmann, 2009).

As quebras no DNA fita dupla sdao as mais deletérias entre muitos tipos de lesées no DNA. Em
resposta a essas quebras, as células iniciam um complexo de resposta que minimiza seus impactos
deletérios sobre a fisiologia celular. Panier e Durocher (2009) discutem o descobrimento de um
sistema de ubiquitinagdo regulatério que modifica a cromatina localizada nas areas do DNA
lesionadas. Esta via esta sob o controle de RNF8 e RNF168, duas ubiquitinas E3 ligases que
cooperam com Ubc13 e orquestram o recrutamento de proteinas de resposta ao dano no DNA por
catalisarem a ubiquitinagéo de histonas do tipo H2A e a formag&o de cadeias de ubiquitina K63 na
cromatina danificada. Assim, a ubiquitinacao de H2A e H2AX catalisada por RNF8 poderia servir
como sitios de ancoragem para a maquinaria de reparo de DNA durante a transducgéo de sinal de
dano no DNA (Zhou et al., 2009). Porém nao estad claro se Ubc13 atua juntamente com uma
ubiquitina E2 variante (Uev) MMS2 ou UEV1, surgindo a possibilidade da Ubc13 interagir de uma
forma ndo-candnica com Uev para promover a via RNF8-RNF168 (Huen et al., 2008).

Ao contrario do que se acreditava anteriormente, estudos recentes tém demonstrado que a
ubiquitinacdo K63 também atua como um sinal para degradacédo do alvo pelo proteassoma 26S,
assim como cadeias de ubiquitina K48. Rps5, uma ubiquitina E3 ligase, pode atacar exclusivamente
cadeias de ubiquitina K63, conduzindo o substrato a degradacgao proteassomal (Saeki et al., 2009).
Estes estudos estdo de acordo com trabalho descrito por Kajiro e colaboradores (2009) que por
andlises protebmicas identificaram o co-ativador transcricional SRC-3, uma proteina oncogénica,
como um alvo direto para ubiquitinagdo e degradacao por CHIP, uma vez que CHIP é conhecida por
degradar varias proteinas que contribuem para progressao de tumores. Estes achados nos levam a
hipotese de que se existe um complexo semelhante a CHIP em Citrus e a inibicao deste complexo
por PthAs poderia favorecer o desenvolvimento do cancro citrico.
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O C-terminal da subunidade maior da pol Il (CTD) desempenha um papel critico na coordenagao
de mudltiplos eventos no processamento e transcricdo de pré-mRNA, incluindo remodelamento de
cromatina e reparo de dano no DNA (Meinhart et al., 2005; Xu & Manley, 2007). CTD é composto por
26-52 hepta repeticdes com a seqiiéncia consenso YSPTSPS. Essas repeti¢cdes sdo extensivamente
fosforiladas na pol Il ativamente engajada na elongagédo da transcricdo (Morris & Greenleaf, 2000).
Dentre as proteinas que se ligam a CTD e regulam a fungéo pol Il estdo Ess1 e Rsp5 (Wu et al.,
2001). Ess1p, uma peptidil-prolil isomerase (PPiase) essencial de levedura, tem sido mostrada se
ligar a CTD de pol Il fosforilada via seus dominios WW, e enquanto, estes dominios mediam a
interacao de Ess1p com seus substratos, o dominio PPiase catalisa a atividade enzimatica. Ess1 se
liga a CTD e desempenha um papel positivo na transcricao por gerar isbmeros conformacionais da
CTD (Figura 17) (Wu et al., 2000). Rsp5p e sua proteina homdéloga humana, Nedd4, sdo ubiquitinas
E3 ligases que se ligam a CTD, resultando na sua ubiquitinacdo, seguida por degradacédo, e com
isso, tem sido sugerido que exergam um efeito negativo sobre a transcrigdo da pol Il (Jeong et al.,
2005).

RNA pol Il

Figura 17: Mecanismo de agao proposto para a proteina Ess1 na transcricao. Ess1 se liga a CTD da RNA pol Il
fosforilada, catalisa sua isomerizagao, atuando como um fator regulatério na iniciacdo, elongamento e
terminacdo do processo transcricional. Neste modelo, Ess1 coordena os passos sequenciais da transcricao
alterando a estrutura tridimensional do CTD e a afinidade das interagdes de proteinas de ligagdo a CTD (CTD-
BP). Esquema retirado de Wu et al., 2000.

Além disso, Rsp5 de levedura e varias E2, dentre elas Ubc13, se mostraram tolerantes a diversos
tipos de stress (Hiraishi et al., 2006). Ess1 e Rsp5 competem diretamente pela ligagdo a CTD e
atuam de forma oposta sobre a fungéo da pol Il para controlar o nivel de pol Il disponivel para
transcricdo (Wu et al., 2001; Krishnamurthy et al., 2009). Enquanto Ess1 se liga a CTD na forma
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fosforilada (Morris et al., 1999), Rsp5 se liga a forma nado fosforilada via um ou mais de seus
dominios WW (Wang et al., 1999).

A Cyp de citros assemelha-se ainda a proteina CypA de levedura a qual diminui silenciamento
génico (Arévalo-Rodriguez et al., 2000; Arévalo-Rodriguez & Heitman, 2005) e interage com Ess1
que afeta o remodelamento da cromatina e a transcrigcdo basal através da isomerizagao de residuos
de prolina do CTD da RNA polimerase Il (Hani et al., 1999; Wu et al., 2000; Krishnamurthy et al.,
2009). Seguindo a mesma linha, foi recentemente descrito por Gullerova e colaboradores (2006) o
papel de uma ciclofilina de planta na regulagéo da atividade de pol Il e processamento de pré-mRNA
através de modulagéo no estado de fosforilagao de CTD.
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2. OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho foi confirmar e caracterizar interagdes (através de ensaios de
ligacao in vivo e in vitro) entre proteinas de laranja doce e as variantes PthAs de Xac (que diferem no
numero de repeticbes do dominio central), tendo por base varios clones positivos que foram
selecionados num screening inicial de duplo-hibrido com biblioteca de cDNA de Citrus sinensis.
Dentre as proteinas de laranja doce isoladas nesta etapa inicial, destacam-se neste trabalho,
componentes de um complexo de proteinas de citros implicado no enovelamento protéico e reparo
de DNA. Além disso, foram combinados experimentos de complementagao de fendtipo de cepas

mutantes e ensaios de localizagao celular visando uma melhor caracterizagdo de tais interagées.
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3. MATERIAIS E METODOS

Algumas das constru¢des que foram utilizadas nesse trabalho ja estavam disponiveis em nosso
laboratério, entre elas, pOBD-PthAs-AN, pET28a-6xHis-PthAs (His-tag N-terminal), pET28a-6xHis-
PthA-5.5rep+CT2 (uma forma truncada contendo uma parte do dominio central com 5,5 repeticdes
de 34 aa, seguido da regidao C-terminal) e pET28a-6xHis-PthA-CT2 (C-terminal integro contendo as
regides NLS e AD). Os vetores pOBD e pOAD (Uetz et al., 2000) foram utilizados na clonagem dos
genes escolhidos, como isca e presa, respectivamente, nos ensaios de duplo hibrido em leveduras.

A clonagem dos pthAs de Xac em pOBD (em fusdo com dominio de ligagao de GAL4) foi realizada
no sitios restricado Notl/Notl partindo das construgcdes em vetor pET28a. Nestas construgdes uma
parte do N-terminal foi removida, uma vez que esta regido deletada ndo € necessaria para o
desenvolvimento dos sintomas do cancro citrico. Foram também realizadas subclonagens dos pthAs
para o vetor pOAD (em fusdo com dominio de ativagdo de GAL4) para ensaios de homo e
heterodimerizacao in vivo de PthAs.

Além destas, foi produzida também a seguinte construcdo pOBD-PthA-RD2, obtida pela
subclonagem do plasmideo pET28a-PthA-RD2 nos sitios de restricdo Ndel/Notl para o vetor pOBD,
previamente digerido com as mesmas enzimas.

Ao iniciar o projeto, outros membros do grupo ja haviam preparado as seguintes construgées em
pOAD: pOAD-a-importina (controle positivo), pOAD-Cyp, pOAD-TDX e pOAD-Uev. No caso da
proteina o-importina, os primeiros 80 residuos correspondentes ao dominio auto-inibitério na regiao
N-terminal foram removidos da seqiéncia (Harreman et al., 2003). Nos ensaios de interacdo das
proteinas de citros entre si foi feita a subclonagem do plasmideo pOAD-Cyp nos sitios de restricao
Ndel/Notl para o vetor pOBD. Todas as constru¢des foram confirmadas por seqienciamento de
DNA.

3.1. Ensaios de Duplo Hibrido em Leveduras

As construcdes em pOBD e pOAD citadas acima foram separadamente transformadas em cepas
de E. coli DH5a por choque térmico, plagueadas em meio de cultura Luria Bertani (LB — composto
por 1% de peptona; 0,5% de extrato de levedura e 1% de cloreto de sédio) seletivo com 100 pg/mL
de Amp (pOBD e pOAD — ambos possuem resisténcia a ampicilina) e crescidas em estufa a 37C
por 16 horas. Os clones foram crescidos em meio liquido seletivo LB Amp a 37<C por 14-16 horas.
As células foram em seguida coletadas e os plasmideos purificados utilizando o QIAprep Spin
Miniprep Kit (Qiagen), de acordo com protocolo do fabricante. Este mesmo procedimento foi
realizado também para os plasmideos pOBD e pOAD sem nenhum inserto, ou seja, vazios, 0s quais
foram utilizados como controles para confirmar as interagdes. Estas construgées pOBD-isca e pOAD-
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presa foram entdo utilizadas para transformacao de leveduras competentes nos ensaios de duplo
hibrido.

3.1.1. Transformacao de leveduras competentes de S. cerevisiae

Para confirmacgao das interacbes por ensaios de duplo hibrido foi utilizada a linhagem PJ69-4a (ou
o) de Saccharomyces cerevisiae (MATa, trp1-901, leu2-3,112, ura3-52, his3-200, gald4Ai, gal80A,
LYSZ2 : : GAL1-HIS3, GAL2-ADE2, met2 : : GAL7-lacZ (James & Craig et al.,, 1996). Para
transformacao desta linhagem de leveduras foi utilizado o protocolo de Transformagéo de Leveduras
pelo método polietileno glicol/ DNA carreador fita simples/ acetato de litio (PEG/ ssDNA/ LiAc)
descrito por Gietz & Woods (2002). A cepa de levedura PJ69-4a foi previamente plaqueada em meio
YPD sélido (1% de extrato de levedura; 2% de peptona; 2% de D-glicose; 2% de Bacto-agar) e
crescida por 2 dias em estufa 30C. Foram preparado s in6culos contendo a levedura selvagem em
meio YPD liquido incubados por 16 horas a 30C/200 rpm. As células foram centrifugadas por 30
segundos a 14.000 rpm. Aos pellets foi adicionado um mix de transformagao contendo 240 uL PEG
3350 50% wi/v; 36 pL LiAc 1M; 50 uL ssDNA de esperma de salmao (2 mg/mL) fervido por 5 minutos
e resfriado em banho de gelo; 5 uL de plasmideo pOBD-isca (obtido através de miniprep como
descrito acima) e agua para completar um volume final de 360 puL. As células foram ressuspendidas,
submetidas a choque térmico no banho a 42<C por 2 h oras e novamente centrifugadas. Os pellets
foram ressuspendidos em 1 mL de agua e entdo amostras de 100 uL foram plaqueadas em meio SC
+Ade +His +Leu —Trp (0,66% base nitrogenada sem aminoacidos; 2% glicose; 0,008% adenina;
0,008% histidina; 0,008% leucina; 2% Bacto-agar) e incubadas em estufa 30C por 4 dias. Foram
crescidos inéculos a partir desta placa contendo pOBD-isca e entdo transformados novamente como
descrito acima, mas agora adicionando os plasmideos pOAD-presa (mesma quantidade e também
obtidos por miniprep). Estes duplo-transformantes foram entdo crescidos em meio SC +Ade +His —
Leu —Trp e incubados em estufa a 30C por 4 dias.

3.1.2. Teste de ativacao dos genes reporteres in vivo

A cepa de levedura utilizada contém trés promotores (GAL1, GAL2 e GAL7) para selecao dos
reporteres HIS3, ADEZ2 e lacZ, artificio que tem se mostrado eficiente na reducéo de falsos-positivos.
A partir das placas de transformacao contendo ambos os plasmideos (pOBD-isca + pOAD-presa) 16
clones de cada condi¢ao foram repicados para um meio mais seletivo agora sem histidina (marcador
auxotréfico HIS3) e crescidos em estufa a 30T por 3 a 4 dias. Em s eguida, os clones obtidos foram
repicados para um outro meio ainda mais seletivo que o anterior, sem o0s amino&cidos histidina e

adenina (marcadores auxotroficos HIS3 e ADE2), e com ou sem 3-amino-1,2,4-triazol (3-AT) nas
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concentragoes de 0, 3 e 5 mM. Este composto é utilizado para reduzir a ativagao basal de HIS3
quando sado observadas interagbes fracas entre as proteinas de fusdo, por ser capaz de inibir
competitivamente o produto do gene HIS3. As placas foram incubadas em estufa 30C por 3 a 4
dias. Estes procedimentos foram repetidos para cada clone isolado sob trés condi¢gdes: pOBD-isca +
pOAD-presa, pOBD-vazio + pOAD-presa, pOBD-isca + pOAD-vazio. Sendo que as duas Ultimas

condi¢des citadas funcionaram como controles.

3.2. Clonagem, Expressao e Purificacao de Proteinas Recombinantes em E. coli

3.2.1. Dominios TPR e TRX de TDX

Com o intuito de mapear a regiao de interacdo de TDX com as proteinas PthA, Cyp e Uev; os
dominios TPR e TRX da TDX foram subclonados nos vetores pOAD e pOBD para ensaios in vivo de
duplo-hibrido e nos vetores pGEX-4T-1 ou pGEX-4T-2 (GE Healthcare) e pET28a (Novagen) para
ensaios in vitro de pull-down.

Na subclonagem do dominio TPR (306 pb) em pET28a, esta regido foi removida do plasmideo
pET28a-TDX nos sitios de restricdo Ndel/EcoRl e ligada no vetor pET28a previamente digerido com
as mesmas enzimas. Ja o dominio TRX (315 pb) foi removido do mesmo plasmideo, porém nos
sitios de restricdo EcoRI/Notl e ligado no vetor pGEX-4T-2 digerido com as mesmas enzimas de
restricdo. Posteriormente, foi feita uma outra construgao para ser expressa em E.coli e utilizada nos
ensaios de pull-down. O dominio TPR foi subclonado do plasmideo sequienciado pOAD-TPR
(construcao descrita abaixo) nos sitios de restricao Sall/Notl para o vetor pGEX-4T-1 digerido nos
mesmos sitios de restricdo. Apds digestao com estas enzimas, vetor e inserto foram extraidos do gel
de agarose (1%), purificados com Kit de Extracdo de DNA (Qiagen) e ligados com T4 DNA ligase
(Fermentas) sob incubagéao no banho a 16C por 14 a 16 horas. Esta ligagao foi entdo transformada
em células competentes de E. coli DH5a por choque térmico, plaqueada em meio LB seletivo com 50
ug/mL Kana (pET28a - resisténcia a kanamicina) ou 100 pg/mL Amp (pGEX-4T-1 e pGEX-4T-2 —
resisténcia a ampicilina) e incubadas em estufa 37°C por 16 horas. Para verificar clones
transformantes, alguns deles foram crescidos em meio liquido seletivo e os plasmideos purificados
por miniprep e digeridos nos sitios de restricdo apropriados citados acima. Os plasmideos que
liberaram o inserto esperado foram confirmados por seqienciamento de DNA. Apds a confirmacéo
da clonagem os plasmideos foram usados para transformar células competentes de E. coli para
expressao, BL21(DES3), por eletroporacao.

Para os ensaios de duplo-hibrido, o dominio TPR foi removido do plasmideo seqienciado TPR-
pET28a nos sitios de restricdo Ndel/Nofl e subclonado nos vetores pOAD e pOBD digeridos com as
mesmas enzimas. J&4 em relagdo ao dominio TRX, foi feita uma digestédo do plasmideo pOAD-TDX
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com EcoRI e uma banda correspondente ao vetor pOAD + dominio TRX (banda TPR liberada) foi
purificada de gel de agarose 1% e ligado com T4 DNA ligase na presenca da enzima Klenow exo-
(Fermentas) para preencher as pontas. Esta enzima possui atividade de polimerase 5’=>3’, mas nao
possui atividade de exonuclease 3'=>5" e 5’=>3" da DNA Polimerase | e assim, é responsavel pela
adicao de um ou mais nucleotideos extra em uma ponta 3’ blunt. Clones transformantes, neste ultimo
caso, foram selecionados por PCR de colbnia utilizando os primers pOADF e o reverso da TDX (TDX
Notl - 3'- GCG GCC GCA TTA TTC AGG AGT GG -5’). Atraves de sequenciamento de DNA, foram
selecionados clones positivos na PCR de colénia que estavam no frame de leitura corretos.

As construcoes pGEX-4T-1-TPR, pET28a-TPR e pGEX-4T-2-TRX foram entdo expressas em 100
mL de meio LB Amp (100 ug/mL - para pGEX) e meio LB Kana (50 pg/mL - para pET28a) em
diferentes temperaturas: 25, 30 e 37<C (a fim de te star se a temperatura influenciaria na solubilidade
da proteina) sob agitagdo constante de 200 rpm. As culturas foram crescidas até atingirem a fase
logaritmica - OD (optical density) a 600 nm entre 0,6 e 0,8 unidades de absorbancia e a sintese das
proteinas recombinantes foi induzida por 2 horas com adicdo de 0,4 mM de IPTG (isopropil p—D-
tiogalactopiranosideo).

Foram realizados testes para verificar a solubilidade e se estas proteinas fusionadas a cauda de
Histidina ou GST apresentavam afinidade por resina de niquel (Ni-NTA Agarose - Qiagen) e resina
“Glutathione Sepharose 4 Fast Flow’, respectivamente. Para lisar as células, equilibrar e lavar a
resina foi utilizado tampao PBS 1X pH 7,4; 1 mM DTT. As células foram lisadas com 4 mL de tampao
e 1 mg/mL de lisozima a 4<C por 30 minutos. As susp ensdes foram sonicadas (10 a 15 pulsos de 20
segundos) e centrifugadas a 4C, 14.000 rpm por 45 minutos. A fracdo soluvel lisada (1 mL) foi
incubada com 50 uL de resina sob leve agitacdo a 4<C por 2 horas. Ap 6s o periodo de incubagéao, a
resina foi recuperada por centrifugagao 1.000 x g por 1 minuto e lavada com PBS (50 volumes de
coluna). A proteina ligada a resina foi eluida com tampao de amostra SDS-PAGE, sendo fervida a
95C por 15 minutos. A indugdo, a solubilidade e a purificagdo foram avaliadas por gel de
poliacrilamida (10%) SDS-PAGE e coloragéao com o corante Coomassie blue.

3.2.2. Ubc13 de Citrus sinensis

A ORF foi amplificada a partir de biblioteca de cDNA de Citrus sinensis (disponivel em nosso
laboratério), com os primers Ubc13F (Sall/Ncol: 5’- GTC GAC CCA TGG CGA ACA GTA ATC TCC
CTC GAC G -3) e Ubc13R (Notl: 3'- GCG GCC GCC ATG TCA TCA AGC ACC ACT GGC -5,
contendo os sitios de restricdo em destaque para facilitar a clonagem nos vetores do duplo-hibrido e
nos vetores de expressdo. Com o objetivo de amplificar esta ORF foi feita uma reacao de PCR
utilizando-se 200 ng de cDNA de C. sinensis, 20 pmoles de cada primer Ubc13F e Ubc13R; 0,25 mM
de dNTPs; 1 mM de MgCl, e Taq platinum (1 U/uL), para um volume final de reacao de 20 uL. Foram
realizados 35 ciclos de 30 segundos a 94C, 30 segu ndos a 58T, 40 segundos e 2 minutos a 72T.
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Uma unica banda foi amplificada com tamanho por volta de 500 pb e corresponderia a Ubc13 que
possui 462 pb. Esta banda foi extraida do gel de agarose (1%), purificada como descrito no item
3.2.1 e ligada em vetor pPGEM-T Easy (Promega) por 1 hora na temperatura ambiente. A ligacao foi
entdo transformada em células competentes de E. coli DH5a por choque térmico e plaqueada em
meio LB seletivo com 100 ug/mL Amp (pGEM-T — resisténcia a Amp), 40 ug/mL de X-Gal e 0,4 mM
de IPTG. Os clones transformantes foram selecionados por digestdo com Sall/Notl e Ncol/Notl. O
inserto Sall/Notl foi subclonado em pGEX-4T-1 e o Ncol/Notl foi subclonado nos vetores pOAD,
pOBD e pET28a. Os clones foram confirmados por sequenciamento de DNA.

Os plasmideos pET28a-Ubc13 e pGEX-4T-1-Ubc13 foram transformados em células competentes
de E. coli BL21(DE3) por eletroporagéo. Foram realizados testes de expressao a 25, 30 e 37C e
inducao com IPTG por 2 a 3 horas, seguindo os mesmos procedimentos descritos no item acima.
Todas as amostras foram analisadas em gel de poliacrilamida (10%) SDS-PAGE.

3.2.3. PthAs em pET28a
PthAs de Xac expressos em pET28a foram purificadas por afinidade em resina de niquel. Foram
utilizados os seguintes tampdes: A (de lise) — 20 mM Tris-HCI pH 8,0; 5 mM imidazol; 300 mM NacCl;
1 mM PMSF; 20% glicerol e 0,5 mM DTT; B (de lavagem) — 20 mM Tris-HCI pH 8,0; 15 mM imidazol;
300 mM NaCl; 1 mM PMSF; 20% glicerol e 0,5 mM DTT e C (de eluigédo) - 20 mM Tris-HCI pH 8,0;
100 mM imidazol; 300 mM NaCl; 1 mM PMSF, 20% glicerol e 0,5 mM DTT. A lise das células foi feita
com 15 mL de tampéo A e 1 mg/mL de lisozima a 4C por 30 minutos. As suspensdes foram
sonicadas (20 pulsos de 10 segundos, ou até clarificacao do extrato, amplitude 40%) e centrifugadas
a 4<C, 14.000 rpm por 1 hora. O extrato soluvel lis ado e filtrado (0,45 um) foi aplicado em coluna de
gravidade contendo 600 pL de resina pré-equilibrada com tampéao A e fluxo de 0,3 mL/min. Foram
feitas 3 lavagens com 2 volumes de coluna cada (tampéo B) e 6 eluicdes com 1 volume de coluna
cada (tampao C). A inducdo, a solubilidade e as fracdes eluidas foram analisadas por gel de

poliacrilamida (10%) SDS-PAGE.

3.2.4. 6xHis-Cyp e 6xHis-Uev
As proteinas Cyp e Uev de citros transformadas em BL21(DE3) foram expressas em diferentes
temperaturas, crescidas até OD 0,6 e induzidas com 0,4 mM de IPTG por 2 a 3 horas. As amostras
foram lisadas, sonicadas e purificadas por cromatografia de afinidade em resina NiINTA como
descrito no item acima. Para os ensaios de atividade enzimatica de Cyp, a cauda de Histidina foi
clivada com Trombina por 16 horas a 16<C. A inducéo, a solubilidade e as fracdes eluidas foram
analisadas por gel de poliacrilamida (12 ou 13%) SDS-PAGE.
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3.2.5. Expressao e Purificacao de Formas Truncadas de PthAs de Xac

As construgbes pET28a-PthA-RD2, pET28a-PthA 5.5rep+CT2 e pET28a-PthA-CT2 foram
transformadas em células competentes de E. coli DH5a por choque térmico e, em seguida,
BL21(DE3) por eletroporacdo, para expressao. Estas proteinas foram expressas e induzidas como
descrito no item 3.2.1.

As purificagbes foram feitas por afinidade em resina de cobalto Talon (Talon Metal Affinity Resin -
Clontech) ou resina niquel (Ni-NTA). Foram utilizados os seguintes tampdes: AB (de lise, equilibrio e
lavagem) — 20 mM Tris-HCI pH 8,0; 200 mM NaCl; 15 mM imidazol; 5% glicerol; 1 mM PMSF, 0,5%
Nonidet-P40 e C (de eluicao) — contendo 200 mM imidazol. A lise das células foi feita com 20 mL de
tampao AB, 1 mg/mL de lisozima, 0,5% de NP-40 (Nonidet) e 10 ug/mL de RNAse a 4C por 30
minutos. As suspensodes foram sonicadas (10 a 25 pulsos de 20 segundos, ou até clarificagcdo do
extrato, amplitude 40%) e filtradas em gase (para remover DNA gendmico) antes de serem
centrifugadas a 4C, 14.000 rpm por 1 hora. Os extr atos soluveis lisados e filtrados foram incubados
com DNAse (0,5 ug/mL) e 2 mM de MgCl, e aplicados em coluna contendo 1 mL de resina
equilibrada com tampao AB. Foram feitas 5 lavagens com 5 volumes de coluna com o mesmo
tampéao e de 6 a 10 eluigcbes com 1 volume de coluna cada (tampao C). Nas amostras eluidas foi
adicionado DTT para concentracdo final de 1 mM. A expressao e purificagdo destas construgdes
foram analisadas por gel de poliacrilamida (10%) SDS-PAGE.

3.3. Ensaios de GST Pull-Down

As proteinas recombinantes (a-importina, Cyp, TDX e seus dominios TPR e TRX, Uev e Ubc13)
expressas em fusao com GST, foram ressuspendidas em 1 mL de tampao de lise (PBS 1X pH 7,4 ; 1
mM de DTT), lisadas e as fragdes sollveis obtidas foram incubadas separadamente com 50 uL de
resina “Glutathione Sepharose 4 Fast Flow’ (Amersham Biosciences), previamente equilibrada com
tampao de ligacdo (mesmo de lise), por 1 hora e 30 minutos sob leve agitagcao a 4C. Apds o periodo
de incubacao, a resina foi lavada com tampao de ligacao (30 volumes de coluna), para remogao de
amostra ndo ligada. Em seguida, esta resina foi incubada com 1 mL pET28a-PthA2, pET28a-PthA4,
pET28a-PthA-RD2, pET28a-PthA5.5rep+CT2 ou pET28a-PthA-CT2 previamente expressas e
purificadas por afinidade em resina NINTA como ja descrito anteriormente. A incubagéo foi realizada
por 2 horas sob leve agitagéo a 4C. As amostras fo ram centrifugadas e a resina lavada com tampao
de ligacdo (40 volumes de coluna). As proteinas ligadas a resina foram eluidas com tampéao de
amostra SDS-PAGE sendo fervidas por 15 minutos a 95T e fracionadas em gel de poliacrilamida
10% para coloragao com corante Coomassie blue e visualizagdo por Western blot com os anticorpos

34



Tese de Doutorado

Anti-PthA e Anti-GST, como serd descrito no item 3.15. Como controle foi realizado o mesmo
procedimento para a proteina GST sozinha presa a resina e incubada separadamente com as
mesmas proteinas purificadas mencionadas acima.

O ensaio de interagao entre GST-Cyp e 6xHis-PthA2 foi realizado também na presenga do inibidor
de ciclofilinas, CsA. 100 uM da proteina purificada (6xHis-PthA2) foi incubada com 200 uM de CsA.
GST imobilizada na resina foi utilizada como controle.

Foram realizados também ensaios para testar a interagdo das proteinas TDX, Cyp e Uev entre
elas. Para tal, fracdes soluveis lisadas de GST-TDX e GST-Cyp foram imobilizadas em resina. Em
seguida, as resinas contendo GST-TDX imobilizada foram incubadas com as seguintes proteinas
purificadas: 6xHis-Uev, 6xHis-Cyp e uma combinagdo de 6xHis-Uev + 6xHis-Cyp. J& a resina
contendo GST-Cyp imobilizada foi incubada com 6xHis-Uev purificada. Como controle foi realizado o
mesmo procedimento para a proteina GST sozinha presa a resina. As amostras foram aplicadas em
géis de poliacrilamida 10 e 13% para coloragdo com corante Coomassie blue e visualizagdo por
Western blot, com os anticorpos Anti-6xHis (Sigma) e Anti-GST (Sigma).

O mesmo procedimento foi empregado para testar a interacao da proteina Uev com a proteina
Ubc13 isolada da biblioteca de cDNA de citros. Para tal, fracao soluvel lisada de Ubc13 fusionada a
GST foi imobilizada em resina. Em seguida, a resina contendo esta proteina imobilizada foi incubada
com 6xHis-Uev purificada por afinidade como descrito no item 3.2.4. Foram seguidas as mesmas
etapas descritas no inicio deste item. Como controle foi realizado o mesmo procedimento para o
extrato soluvel de GST presa a resina e incubada com 6xHis-Uev purificada. As amostras foram
aplicadas em géis de poliacrilamida 10 e 12% e visualizadas por Western blot, com os anticorpos
Anti-6xHis e Anti-GST.

3.4. Ensaio de Atividade PPlasica de Ciclofilina

As proteinas da familia das ciclofilinas sdo conhecidas por possuirem atividade de peptidil-prolil
cis-trans isomerase (PPlase), a qual catalisa a isomerizagdo cis-trans de ligagdes peptidicas
precedentes de residuos de prolina (Gullerova et al., 2006). Estas enzimas aceleram a taxa de
enovelamento in vitro e tem habilidade de se ligar a proteinas, além de atuarem como chaperones
(Galat, 1993). As ligacdes peptidicas podem adotar duas conformagdes, cis ou trans. Em todas as
ligacdes peptidicas amida, os isdbmeros frans sao favorecidos. Entretanto, as caracteristicas
estruturais do iminoacido prolina capacitam ambas as conformacgdes cis e trans. As ligagdes peptidil-
prolil cis estdo presentes em pequena porcentagem em proteinas nao—enoveladas (Coaker et al.,
2006). A isomerizagao de ligagbes de cis para trans ocorre espontaneamente, porém numa taxa
muito lenta (Romano et al., 2004). E como este é um passo limitante no enovelamento proteico, a
importancia destas enzimas é salientada pelo fato de que mais de 90% das ligagdes prolil imidicas
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estdo na conformacao trans (Stewart et al., 1990). A isomerizacao espontanea de ligagdes peptidil-
prolil requer energia livre e € um processo lento, particularmente em temperaturas mais baixas, e isto
constitui o passo limitante no enovelamento. As ciclofilinas estabilizam o estado de transicdo cis-
trans e aceleram a isomerizagdo, um processo que € considerado importante ndao s6 no
enovelamento proteico, mas também durante a reunido de proteinas multidominios (Wang &
Heitman, 2005).

A atividade de PPlase da Cyp de citros foi determinada através de um ensaio enzimatico pareado
com a a-quimiotripsina, de acordo com Kofron et al., 1991, com algumas modificagdes. Neste ensaio
foi utilizado um substrato cromogénico da a-quimiotripsina, N-Succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-p-Nitroanilide
(Suc-AAPF-pNA) (Sigma-Aldrich) ressuspendido em TFE (Trifluoroetanol) contendo 470 mM de LiCl,
para maximizar a quantidade de peptideo presente como isdmero cis. A atividade foi medida pelo
aumento na absorbancia no comprimento de onda de 390 nm devido a liberagdo do p-nitroaniline
pela clivagem proteolitica do substrato Suc-AAPF-pNA. O ensaio foi realizado com a temperatura
controlada em 10<C. A solugdo aquosa do substrato foi preparada imediatamente antes do uso e
mantida no gelo durante o procedimento.

Para este experimento a proteina recombinante Cyp foi expressa em E.coli, purificada por
cromatografia de afinidade em resina de niquel e a cauda de Histidina clivada com Trombina, como
descrito no item 3.2.4. Cyp também foi incubada na presenca de 15 nM de 6xHis-PthA2 purificada ou
com Ciclosporina A (CsA) nas concentragées de 30 e 300 nM ou ainda com o controle negativo BSA
(Bovine-Serum Albumine) purificada.

Ambas as proteinas purificadas foram dialisadas para o tampao da reagao enzimatica: 50 mM
HEPES pH 8,0; 100 mM NaCl, utilizando membrana de 12-14.000 Da. As amostras foram mantidas
sob leve agitagdo a 4<C por 16 a 18 horas.

A concentracao das proteinas foi determinada por técnicas espectroscopicas, através da absorcao
no comprimento de onda de 280 nm. Apds a subtragdo do branco (tampao da dialise), as leituras
foram utilizadas para estimar a concentracdo das proteinas pela equacao de Beer-Lambert: A=¢ x /
x C, onde A é a leitura de absorbancia; €, coeficiente de absortividade molar; /, comprimento do
caminho 6tico em centimetros e C, concentracdo em mol/L. Os valores de € foram calculados pelo
programa ProtParam Tool (http://ca.expasy.org/tools/protparam.html) de acordo com Gill & Von
Hippel (1989).

As reacdes foram feitas em triplicata utilizando diferentes concentragcdes da proteina em questao
variando de 0 nM (branco) a 1 uM, sendo o volume final da reacdo de 1 mL. A proteina, nas suas
diferentes concentracdes, juntamente com o tampao da reacdo foram colocados em cubeta de
quartzo, com comprimento éptico de 1 cm, dentro do espectro e a temperatura deixada estabilizar em
10C durante 5 minutos. Em seguida, proteina e tamp &o foram incubados com 1 mg da protease a-
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quimiotripsina e imediatamente ap6s, com 100 uM do substrato Suc-AAPF-pNA. A catélise entdo se
inicia logo ap6s adicao do substrato e a absorbancia a 390 nm foi monitorada, em espectrofotdmetro
UV/visivel, de 5 em 5 segundos durante 5 minutos. Apos definida a melhor concentracao de Cyp
para visualizagdo da curva de atividade foram procedidos 0s ensaios na presencga da proteina 6xHis-
PthA2 purificada, do inibidor CsA ou do controle BSA purificada.

Foram entdo obtidas médias entre as triplicatas de cada procedimento e os valores, plotados em
graficos da absorbancia no comprimento de onda de 390 nm em fungéo do tempo em segundos.

3.5. Expressao Transiente em Nicotiana benthamiana

As sementes de Nicotiana benthamiana (cedidas por Dr. Robert Sablowski do John Innes Centre
— Norwich - UK) foram desinfectadas com hipoclorito de sodio (10%) por 10 minutos e lavadas em
agua estéril antes de serem transferidas para placas de meio de cultura MS soélido (Murashige &
Skoog, 1962) contendo 10 g/L de sacarose e 3 g/L de phytagel. As sementes foram germinadas em
uma sala com temperatura controlada de 26 + 2C e com fotoperiodo de 8 horas de escuro e 16
horas de luz. Ap6s a germinacao, as plantulas foram periodicamente transferidas para um novo meio
de cultura a fim de obterem bom desenvolvimento. E, entdo, transferidas para solo autoclavado,
contendo duas partes de substrato para uma parte de vermiculita e mantidas nas mesmas condi¢des
de crescimento.

3.5.1. Clonagem das proteinas em vetor binario

Ha duas estratégias para a transferéncia de genes via Agrobacterium tumefaciens: o sistema de
vetor cointegrado e o sitema do vetor binario, que é o mais utilizado atualmente. Em todos os
experimentos de expressao transiente utilizaram-se as cepas de A. tumefaciens LBA4404 e EHA105,
contendo o vetor binario pBI121 (Clontech).

As seguintes construgdes utilizadas ja estavam disponiveis em nosso laboratério: pBl121-PthA2,
pBI121-PthA3 e como controle pBI121-GUS.

A construcao pBI121-PthA4 foi feita a partir da subclonagem do plasmideo pET29a-PthA4 nos
sitios de restricao Xbal/Xhol e ligado no pBI121 previamente digerido com Xbal/Sacl utilizando um
adaptador Xhol/Sacl (5- TCG AAG CT -3’). A confirmagdo desta construcdo foi realizada por
sequenciamento de DNA com primers forward 35S (5’- CCT TCG CAA GAC CCT TCC TC -3), PthA
RD forward (5'- CGG GAT CCC CCA TGA ACC TGA CCC -3’) e PthA RD reverse (3- GAG CTC
GAG ATT ACT GGG CAACAATGC T -5).

3.5.2. Transformacao em cepas competentes de Agrobacterium tumefaciens

As construgées em pBI121 depois de confirmadas por seqUenciamento foram utilizadas para
transformar células competentes de A. tumefaciens LBA4404 e EHA105 por eletroporacdo. Estas
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culturas foram crescidas por 48 horas em estufa a 28°C, em meio YEP sdlido (10 g/L de peptona, 10
g/L de extrato de levedura, 5 g/L de NaCl e 10 g/L de Bacto-agar) com os antibiéticos adequados a
selecdo: 50 yg/mL de kana (resisténcia no T-DNA) e para as cepas em questao; 100 pg/mL de
rifampicina e 25 pg/mL de estreptomicina (resisténcia cromossomal). A fim de se fazer uma triagem
dos transformantes, colénias isoladas de A. tumefaciens que cresceram em meio YEP seletivo foram
submetidas a PCR de colbnia com oligonucleotideos especificos.

3.5.3. Agroinfiltracao em Nicotiana benthamiana

A transformagéo via Agrobacterium foi realizada na superficie adaxial das folhas em plantas com
5 semanas de idade aclimatadas em sala climatizada. Culturas transformadas em A. tumefaciens
contendo o cassete de expressao foram crescidas no meio liquido YEP seletivo até atingirem OD a
600 nm entre 0,6 e 0,8 unidades de absorbéncia a 28C sob agitacdo constante de 200 rpm. Em
seguida, foram coletadas por centrifugagéo (2.500 x g por 5 minutos) e ressuspendidas em tampao
de infiltragdo (MES pH 5,6; 2 mM Na,HPO,; 0,5% de glicose; 100 uM de acetoseringona). Estas
suspensodes foram entdo infiltradas, com o auxilio de seringas de 1 mL sem agulha, em folhas de
Nicotiana benthamiana usando-se de quatro a seis pontos de inoculagéo por folha; e estas plantas,
mantidas em sala com temperatura controlada e continuamente observadas quanto a manifestacao
de sintomas.

3.6. Experimentos de Fluorescéncia GFP e DsRed

O gene GFP codifica a proteina verde fluorescente (Green Fluorescent Protein), composta por
238 aminoacidos que € intrinsecamente fluorescente, isto é, ndo necessita de substrato ou co-
fatores, e emite uma luz verde quando exposta a irradiagao ultravioleta (Chalfie et al., 1994). GFP
nao provoca interferéncia nas atividades celulares, o seu ensaio é simples e sua atividade pode ser
detectada por varios métodos, inclusive usando microscopia de fluorescéncia, microscopia confocal
ou medindo intensidade de fluorescéncia em células individualmente (Welsh et al., 1997); sendo
estavel em condi¢cées de ensaio (Cubitt et al., 1995). A GFP possui varias propriedades favoraveis a
seu uso como repbdrter, incluindo localizagdo citoplasmatica, baixa toxicidade e facil visualizagédo e
quantificacdo (Chalfie et al.,, 1994). O gene reporter GFP pode ser utilizado em uma grande
variedade de aplicacdes bioldgicas. Estudos mostraram o uso de GFP na quantificacdo da expressao
génica, na marcacao de células, na localizacao de proteinas e no monitoramento da transferéncia
génica (Welsh et al., 1997).

As seguintes construgdes utilizadas ja estavam disponiveis em nosso laboratério: pBl121-PthA1-
GFP, pBI121-PthA2-GFP, pBI121-PthA3-GFP e como controle pBI121-GFP.

A construcao pBl121-PthA4-GFP foi preparada a partir da subclonagem do plasmideo pET29a-
PthA4 digerido com Sacl/Notl (vetor + PthA4 linearizado). Este fragmento foi ligado a EGFP N1,
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obtido por meio da digestdo do vetor pEGFP N1 (Clontech) com Sacl/Notl. Em seguida, esta
construgao pET29a-PthA4-GFP foi submetida a uma outra subclonagem através da digestao com as
enzimas Xbal/Xhol para o vetor pBl121 com o adaptador Xhol/Sacl, como procedido para a
construcao pBl121-PthA4, descrito no item 3.5.1.

Como controle para a DsRed foi produzido um plasmideo contendo o gene reporter DsRed no
vetor binario pBl121. Para tal, a DsRed foi removida do vetor pDsRed-Monomer-C1 (Clontech) nos
sitios de restricdo Ncol/Sacl e subclonada no pUC-pBI121-GFP (2x35S - cedido pelo Prof.Dr. lvan de
Godoy Maia da UNESP - Botucatu). O casset desta construcao pUC-pBI121-DsRed foi removido
com Hindlll/Sacl e subclonado no vetor pBl121. Esta construgao controle pBl121-DsRed foi entao
utilizada para a clonagem das proteinas TDX, Cyp, Uev e Ubc13. As quatro proteinas foram
removidas do pOAD com as enzimas Sall/Notl e subclonadas em pET28a. E na seqliéncia,
removidas deste vetor nos sitios de restricdo Sall/Xhol e ligadas no vetor pBl121-DsRed linearizado
com Xhol (sitio Xhol no final da seqiéncia da DsRed). Clones transformantes foram selecionados por
PCR de col6nia com primers forward da DsRed (5’- GGA CAT CAC CAA CCA CAA CG -3)) e reverse
de cada proteina em questédo (TDX Notl, Cyp Notl, Uev Notl e Ubc13 Notl). A confirmagao dos clones
foi feita por seqiienciamento com primer forward da DsRed e por digestdo com enzimas de restricdo
especificas para cada construcao (Cyp — digestdao com Sacl e Uev — com Hindlll/BamH]).

Estes plasmideos foram transformados em cepas competentes de A. tumefaciens conforme
descricdo do item 3.5.2 e entéo, infiltradas em N. benthamiana como no item 3.5.3. A localizagao
destas proteinas foi visualizada utilizando microscopia de fluorescéncia. Para marcagao de nucleos
foi empregado o corante DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole — Sigma-Aldrich). Este composto foi
diluido em tampéao PBS 1X pH 7,4 para concentragéo final de 600 nM e deixado em contato com a
superficie foliar a ser analisada por 10 a 15 minutos no escuro antes da observagao.

3.7. Clonagem, Expressao e Purificacado de Proteinas Recombinantes em S.
cerevisiae

3.7.1. Clonagens em vetor para expressao de proteinas em S. cerevisiae

As proteinas de citros Uev em vetor pGEX-4T-1 e Ubc13 em vetor pGEM-T foram subclonadas para
o vetor pYEX 4T-1 (Clontech) nos sitios de restrigao Sall e Notl. As proteinas PthA2 e PthA4 de Xac
em vetor pOBD foram digeridas com as enzimas de restricdo EcoRl e Notl e, entdo, subclonadas no
vetor pYEX 4T-1 previamente digerido com as mesmas enzimas. Desta forma, os PthAs foram
expressos sem a porgcao inicial da regidao N-terminal correspondente a aproximadamente 100
aminoacidos. O vetor pYEX 4T-1 expressa os genes clonados sob o controle do promotor CUP1, que é
induzivel por Cu*? e contém uma cauda de GST. Proteinas recombinantes produzidas em leveduras
freqientemente possuem antigenicidade e atividade funcional das proteinas nativas, sendo esta a
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principal vantagem deste sistema comparado aos sistemas de expressdo em E.coli. Este vetor possui
um gene de resisténcia a Ampicilina (Amp") em E.coli e em leveduras marcadores de selecéo leu2-d
(um gene LEUZ truncado, mas com promotor funcional) e URAS3. As variantes 2 e 4 do PthA em fuséo
com GFP também foram clonadas neste vetor para expressdo em leveduras. A construcao pET29a-
PthA4-GFP foi entdo digerida nos sitios de restricao Xbal/Sacl e o vetor pET29a-GFP, liberado desta
digestao, foi purificado e ligado com o inserto PthA2 proveniente do plasmideo pET28a-PthA2 digerido
com as mesmas enzimas de restricdo. Para obter PthA4-GFP em pYEX 4T-1, o plasmideo pET29a-
PthA4-GFP foi linearizado no sitio Nofl e ligado no vetor de interesse linearizado também com Notl e
desfosforilado. Para a desfosforilagéo, o vetor purificado foi incubado com tampao de desfosforilacao,
agua e CIAP (Calf Intestinal Alkaline Phosfatase) em banho 37<C durante 1 hora e 30 minutos. O
plasmideo desfosforilado foi obtido utilizando Kit de Purificacdo de PCR (Qiagen). Apds digestao com
estas enzimas, vetor e inserto foram extraidos do gel de agarose (1%), purificados com Kit de Extracédo
de DNA (Qiagen) e ligados com T4 DNA ligase (Fermentas) sob incubacao no banho a 16<C por 14 a
16 horas. Esta ligacao foi entdo transformada em células competentes de E. coli DH5a ou DH10B por
choque térmico, plagueada em meio LB seletivo com 100 ug/mL Amp e incubadas em estufa 37<C por
16 horas. Para verificar clones transformantes, alguns deles foram crescidos em meio liquido seletivo e
os plasmideos purificados por miniprep. Todas as construgdes foram confirmadas por PCR de colbdnia
e seqlUenciamento de DNA utilizando os primers pYEX 4T forward (5'- GCA TGG CCT TTG CAG GG)
e pYEX 4T reverse (5'- TTT GCA GCT ACC ACATT).

3.7.2. Transformacao das construcoes pYEX 4T-1 em leveduras

Foram utilizadas a cepa selvagem SUB62 (MATa lys2-801leu2-3, 112 ura3-52 his3-D200 trp1-
1[am]) e as cepas mutantes Aubc13 e Amms2/uevia cedidas por Dr. Robert Cohen e Dr. Candice
Carlile (Hofmann & Pickart, 1999). Nestes mutantes a lisina 63 foi trocada por arginina e com isso,
essas leveduras ndo sdo capazes de realizar ubiquitinagdo K63 e sao deficientes na via Radé6 de
reparo no DNA. As cepas foram recuperadas em meio completo YPD e em seguida, foram repicados
em meio seletivo SC —Leu —Ura e crescidas em estufa 30T por 4 a 5 dias. Foram preparados inéculos
contendo uma das cepas de levedura descritas em meio YPD liquido incubados por 16 horas a
30C/200 rpm. As células foram centrifugadas e aos pellets foi adicionado um mix de transformagao
contendo 240 uL PEG 3350 50% w/v; 36 pL LiAc 1M; 50 uL ssDNA de esperma de salméo (2 mg/mL);
5uL de plasmideo pYEX 4T-1 e agua para completar um volume final de 360 uL. As células foram
ressuspendidas, submetidas a choque térmico no banho a 42<C por 2 horas e 30 minutos e novamente
centrifugadas. Os pellets foram ressuspendidos em 130 uL de agua, as transformacdes foram
plagueadas em meio SC —Leu —Ura e incubadas em estufa 30C por 4 dias. As seguintes constru¢des
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foram transformadas dessa forma nas trés cepas mencionadas: pYEX 4T-1-Uev, pYEX 4T-1-Ubc13,
pPYEX 4T-1-PthA2, pYEX 4T-1-PthA4, pYEX 4T-1-PthA2-GFP e pYEX 4T-1-PthA4-GFP.

3.7.3. Expressao e Purificacao

Para a inducdo de genes clonados em vetor pYEX 4T-1, o qual contém promotor CUP1, foi
utilizado um protocolo de inducdo com Cu*® como descrito no manual da Clontech. As construgdes
descritas no item anterior foram entao crescidas em 100 mL de meio SC —Leu —Ura sob agitagao
constante de 200 rpm a 30T por 18 horas. Apds esta fase de crescimento, as culturas foram
centrifugadas a 550 x g por 5 minutos, ressuspendidas em mais 50 mL de meio SC —Leu —-Ura e,
entdo, crescidas durante mais 2 horas a 30T sob ag itagao constante de 200 rpm ou até atingirem a
fase logaritmica - OD a 600 nm entre 0,8 e 1,2 unidades de absorbancia e a sintese das proteinas
recombinantes foi induzida por 1 a 2 horas com adi¢cao de 0,5 mM de CuSO, = As células foram
recuperadas por centrifugacéo de 4.000 rpm por 5 minutos a 4<C.

Para verificar se proteinas PthAs sdo ubiquitinadas in vivo (em leveduras), estas proteinas obtidas
por meio deste sistema de expressdo em leveduras foram purificadas. Com esta finalidade, varios
testes para lisar as células de leveduras e melhorar a solubilidade das proteinas recombinantes em
fusdo GST foram realizados. Assim sendo, foi utilizado o reagente Y-Per (Pierce) e lyticase (20
ug/uL) incubados por 30 minutos a temperatura ambiente e, em seguida, as células foram ou néo
sonicadas (15 pulsos de 30 segundos cada). Uma outra estratégia foi ressuspender as células em
tampéao Z (21,5 g/L de Na,HPO,.12H,0; 5,5 g/L de NaH,PO4.H.,O; 0,75 g/L de KCI; 0,246 g/L de
MgSO,.7H,O pH 7,0), na presenga ou nao de lyticase e 0,01% de Triton X-100 incubados por 30
minutos a temperatura ambiente, e realizar de 3 a 7 ciclos de congelamento/descongelamento em N,
liquido e banho a 37T, respectivamente. Alternativamente, os pellets foram também lavados com
1,2 M de Sorbitol e ressuspendidos em tampao PBS 1X pH 7,4 contendo 1 mM do inibidor de
protease PMSF e lyticase incubados por 1 hora sob agitacao constante de 60 rpm a 37<C. As células
foram lavadas novamente com Sorbitol e ressuspendidas em tampao PBS e sonicadas (8 pulsos de
15 segundos cada). Foi testado também um protocolo no qual as células foram lavadas em agua
MiliQ gelada, ressuspendidas em tampdo PBS e submetidas a 3 ciclos de
congelamento/descongelamento em N, liquido e banho a 37C. Em seguida, foram adiciona dos
glass beads previamente lavados em agua MiliQ , a mistura foi vortexada 15 vezes de 30 segundos
com intervalos de 1 minuto no gelo e centrifugada a 18.000 rpm por 20 minutos a 4C, sendo o
sobrenadante descartado e realizada uma nova centrifugacdo a 18.000 rpm por mais 50 minutos a
4.
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O extrato soluvel lisado foi incubado com resina de GST - “Glutathione Sepharose 4 Fast Flow” ,
previamente equilibrada com tampao PBS, por 16 a 18 horas a 4T sob leve agitagdo. Apds o periodo
de incubacéo, a resina foi recuperada por centrifugacdo 1.000 x g durante 1 minuto e lavada com PBS
— 3 vezes de 10 volumes de coluna cada por 3 minutos a 500 x g. A proteina ligada a resina foi eluida
com tampao de amostra SDS-PAGE, sendo fervida a 95°C por 15 minutos. A indugao, a solubilidade e
a purificacao foram avaliadas em gel de poliacrilamida (10%) SDS-PAGE corados com Coomassie
blue e Western blot, como sera descrito em seguida no item 3.15, com Anti-PthA, Anti-GST, Anti-
Ubiquitina e Anti-K63 clone HWA4C4. As amostras foram sonicadas em sonicador de banho por 15
minutos antes de serem submetidas a SDS-PAGE para evitar o efeito no gel da presenca excessiva de
DNA nas amostras.

3.8. Ensaios de Complementacao do Fenétipo de Cepas Mutantes

As cepas mutantes em ubiquitinacdo especifica K63 (UbK63R), dubc13 e Amms2/uevia, ambas
sdo capazes de crescer e degradar proteinas em niveis normais, mas sado altamente sensiveis a
radiacdo UV e ao agente alquilante MMS (methyl methanesulfonate). Dessa forma, o objetivo era
verificar se as cepas mutantes transformadas com as proteinas de citros Uev e Ubc13 seriam capazes
de recuperar o crescimento na presenga de MMS.

Para isto, a cepa selvagem SUB62, as cepas mutantes, bem como os transformantes contendo as
construcées pYEX 4T-1-Uev e pYEX 4T-1-Ubc13 foram crescidos em meio liquido YPD a 30<C sob
agitacao constante de 200 rpm até atingirem a fase exponencial de 0,8 unidades de absorbancia.
Foram plagueadas aliquotas de 5 uL com distancia de 1,5 cm entre elas em placas contendo YPD e
um gradiente de MMS de 0 a 0,025% e incubadas em estufa a 30T por 24 horas.

A cepa de levedura mutante ess?’ —H164R (Wu et al., 2000) derivada da cepa selvagem W303-1A

(MATa ura3-1 leu2-3,112 trp1-1 can1-100 ade2-1 his3-11,15 [psi+]) € sensivel a temperatura e
apresenta defeitos no ciclo celular. O gene ESST codifica uma prolil isomerase essencial para a
viabilidade celular. Esta cepa mutante foi transformada com a proteina Cyp de citros clonada no vetor
pYEX 4T-1 ou neste vetor vazio (controle negativo). Transformantes foram crescidos em meio SC-Leu-
Ura em estufa 30C por 7 dias. As proteinas foram i nduzidas pela adi¢do de 0,5 mM de CuSO, por 2
horas e a presenga das proteinas recombinantes detectadas por analise em Western blot (descrito no
item 3.15) com anticorpo Anti-GST. Para analises qualitativas de crescimento em tempertaturas
permissiva e nao-permissiva, culturas foram crescidas até a fase logaritmica em meio YPD e diluicdes
seriadas de 1:5 foram plaqueadas. Estas placas foram incubadas a 21<C ou 37<C por 24 horas, como
indicado por Wu et al., 2000.
A proteina Ciclofilina A (CypA) é conservada em leveduras e codificada pelo gene CPR1. A cepa

de levedura mutante neste gene (cprid::kanMX4/cpriA::kanMX4) (Arévalo-Rodriguez & Heitman,
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2005) foi também transformada com a proteina Cyp de citros ou com o vetor pYEX 4T-1 vazio como
controle negativo, e induzida pela adicao de CuSO, da mesma forma como descrito para o mutante
ess1. CypA normalmente atua no nucleo das células no controle da esporulagdo. Desta forma, foram
realizados ensaios de esporulacdo com a cepa mutante em CypA transformada com a proteina Cyp
de citros. Nestes ensaios, as células foram incubadas em meio de pré-esporulagao (0,8% extrato de
levedura; 0,3% peptona; 6% glicose e 2% Bacto-agar) por 48 horas em estufa 30C. Em seguida, as
células foram transferidas para um meio de esporulagéo (1% acetato de potassio; 0,1% extrato de
levedura; 0,05% glicose e 2% Bacto-agar) por 72 horas. As culturas foram crescidas até OD a 600
nm de 1,0 unidade de absorbancia e a formagcdo dos ascos foi monitorada por observacao
microscoépica em diferentes pontos ao longo do tempo apés transferéncia das células para o meio de
esporulacao.

3.9. Localizacao de PthAs em Leveduras

Com o objetivo de verificar se a localizagcdo nuclear das proteinas PthAs seria dependente do
complexo Ubc13/Uev, estas proteinas em fusdao com GFP no vetor pYEX 4T-1 foram entédo
transformadas na cepa SUB62 e nas cepas mutantes Aubc13 e Amms2/uevia como descrito nos
item 3.7.2. As proteinas em fusdo GFP foram entdo expressas como descrito no item 3.7.3 e
amostras ap6s 2 horas de inducdo com CuSO, foram submetidas a diferentes procedimentos,
visando uma melhor observacdo das células por microscopia de fluorescéncia. Para marcacao de
nucleos foi empregado o corante DAPI. Este composto foi diluido em tampao PBS 1X pH 7,4 para
concentracao final de 600 nM e deixado em contato com a superficie foliar a ser analisada por 10 a
15 minutos no escuro antes da observagao na fluorescéncia. Foram estes procedimentos: 1) apenas
fixacao com etanol 50% + corante DAPI; 2) fixagcdo com metanol 2%, Triton X-100 + DAPI; 3) fixacao
com formaldeido 3,7% com ou sem 0,5% de Triton X-100 + DAPI; 4) sem fixacdo + corante
Hoechest; 5) fixacdo com formaldeido 8% por 18 horas a 4T + DAPI; 6) fixagdo com 0,5% de Triton
X-100 + DAPI; 7) fixagdo com formaldeido 10% + 1% de Triton X-100 + DAPI e 8) fixagdo com
glutaraldeido 5% + 1% de Triton X-100 + DAPIL. O melhor resultado foi repetido para todas as
condicdes.

3.10. Expressao Transiente Mediada por Agrobacterium em Citros

Sementes de laranja doce (Citrus sinensis) variedade ‘Hamlin’ foram obtidas do Centro APTA
Citros Sylvio Moreira no Instituto Agronémico de Campinas (IAC — Cordeir6polis - SP), armazenadas
a 4T e esterilizadas antes do uso por 1 minuto em etanol 70% e solugao contendo 0,1% de Tween
20 sob leve agitagao por 15 minutos e, em seguida, lavadas trés vezes com agua MiliQ. Epicétilos
estiolados germinados in vitro foram utilizados como fontes de explantes. As sementes esterilizadas

43



Tese de Doutorado

foram inoculadas em frascos contendo meio basal MS (Murashige & Skoog, 1962) suplementado
com 50 mg/mL de mio-inositol, 25 g/L de sacarose, 5 mL/L de solucao de ferro e solidificado com 7
g/L de &gar para germinagdo e mantidas em sala climatizada 26 + 2°C, no escuro, durante 4
semanas e mais 2 semanas com fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro. Apds este
periodo, os epicétilos foram cortados transversalmente em segmentos menores de 1 cm e feridos de
ambos os lados. In6culos de Agrobacterium tumefaciens EHA105 pBl121-PthA2, pBl121-PthA4 e
pBl121-GUS (Controle) foram crescidos por 16 horas sob agitacao constante de 200 rpm a 28T em
meio YEP contendo 50 mg/L de kanamicina, 25 g/L de estreptomicina, 100 mg/L de rifampicina para
selecdo da bactéria. Bactérias na OD a 600 nm entre 0,8 a 1,0 unidades de absorbancia foram
centrifugadas a 3.000 rpm por 10 minutos e ressuspendidas em meio basal MS liquido contendo 60
uM de acetoseringona. Segmentos de epicoétilos foram incubados por 30 minutos nestas suspensdes
de A. tumefaciens EHA105 (ODgoonm 1,0). Excesso da suspensao bacteriana foi removida em papel
de filtro estéril e os explantes foram distribuidos em placas contendo meio de co-cultivo — meio MS
basal contendo 100 uM de acetoseringona e crescidos no escuro em sala climatizada 26 + 2°C por 2
dias. Apds este periodo, os epicotilos foram macerados em tampao de amostra 2X SDS-PAGE sem
corante azul de bromofenol (100 mM DTT, 2% SDS, 10% glicerol e 50 mM Tris-HCI pH 6,8) e as
amostras aquecidas a 95T por 15 minutos. Proteinas na fracdo solluvel foram recuperadas por
centrifugacdo a 14.000 rpm por 30 minutos em temperatura ambiente, resolvidas em gel de
poliacrilamida (8 a 10%) SDS-PAGE corados com Coomassie blue e detectadas por Western blot
com os anticorpos Anti-PthA, Anti-Ubiquitina, Anti-SUMO e Anti-K63 clone HWA4C4.

3.11. PthAs X Mecanismos de Reparo no DNA

Considerando que a cepa selvagem de levedura SUB62 € capaz de realizar ubiquitinacdo K63 e
de crescer em certas quantidades de MMS e com o intuito de verificar se as proteinas PthAs de Xac
estariam associados com reparo de DNA, esta cepa selvagem foi transformada com os genes PthAs
2 e 4 clonados em vetor pYEX 4T-1, como descrito no item 3.7.2. Para isto, a cepa selvagem SUB62
e os transformantes contendo as construgdées pYEX 4T-1-PthA2 e pYEX 4T-1-PthA4 foram crescidos
em meio liquido YPD a 30 sob agitacdo constante d e 200 rpm até atingirem a fase exponencial de
0,8 unidades de absorbéancia. Foram plaqueadas aliquotas de 5 uL com distancia de 1,5 cm entre
elas em placas contendo YPD e um gradiente de MMS de 0 a 0,025% e incubadas em estufa a 30C
por 24 horas.

3.12. Tentativas de Co-Imunoprecipitacdao de PthA em C. sinensis

Nos ensaios com citros foram utilizadas folhas de laranja doce da variedade péra. Bactérias Xac
da linhagem 306 foram crescidas em meio LB sélido sem adicao de NaCl (LBON), na presenca de
100 pg/mL de Amp, durante 48 horas em estufa 28€T. As bactérias foram coletadas mediante
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raspagem das placas, ressuspendidas em agua e diluidas para OD a 600 nm entre 0,6 e 0,8
unidades de absorbancia. Folhas de laranja foram entdo infiltradas com estas suspensoes, utilizando
seringas de 1 mL, em trés pontos de inocula¢do na superficie adaxial de cada folha. Foram infiltradas
4 folhas com Xac e 4 folhas com agua (Controle), as areas infiltradas foram pontilhadas e estas
plantas, mantidas em salas climatizadas. Apds 48 horas de infiltragao foi realizada a extragédo de
proteinas das folhas infiltradas utilizando um Kit de Extracao de Proteinas Totais de Plantas (Sigma).
Inicialmente as areas infiltradas foram recortadas, as plantas maceradas com N, liquido e foram
seguidas as etapas de extragdo de acordo com as instru¢des do kit. A fragcdo de proteinas hidrofilicas
(sobrenadante) foi incubada com Anti-PthA (1:60) ou soro pré-imune (Controle) e Proteina A
Sepharose (PIERCE) a 4C sob leve agitacdo por 18 horas. Foi feito também um controle negativo
(agua infiltrada) incubado com o anticorpo Anti-PthA (1:60) e Proteina A Sepharose. Apds o periodo
de incubacéo, a resina foi recuperada por centrifugacao 1.000 x g durante 1 minuto e lavada 4 vezes
com PBS. Proteinas ligadas a resina foram eluidas com tampéo de amostra SDS-PAGE, sendo
fervida a 95 por 15 minutos. As amostras foram re solvidas em gel de poliacrilamida (10%) SDS-
PAGE corados com Coomassie blue e detectadas por Western blot como sera descrito em seguida
no item 3.15, com os anticorpos Anti-PthA, Anti-Ubiquitina e Anti-K63 clone HWA4C4.

3.13. Obtencao de Proteinas Recombinantes para Producao de Anticorpos

As proteinas de citros Cyp e Uev clonadas em pET28a e Ubc13 clonada em pGEX4T-1 foram
expressas em 500 mL de meio LB Amp (100 mg/mL - para pGEX) e meio LB Kana (50 mg/mL - para
pET28a) a 37T sob agitacdo constante de 200 rpm. A s culturas foram crescidas até atingirem a fase
logaritmica — OD a 600 nm entre 0,6 e 0,8 unidades de absorbancia e a sintese das proteinas
recombinantes foi induzida por 2 horas com adicdo de 0,4 mM de IPTG. As células foram
ressuspendidas com 20 mL de tampéo A1 (para as construgbes com cauda de Histidina - 20 mM
Tris-HCI pH 8,0; 200 mM NaCl; 15 mM imidazol; 5% glicerol; 1 mM PMSF; 0,5% Nonidet P-40) ou
tampéao A2 (para a construcao com cauda de GST — PBS 1X pH 7,4; 1 mM de DTT; 0,5% Nonidet P-
40) e incubadas com 1 mg/mL de lisozima e RNAse (10 pg/mL) a 4C por 30 minutos. As
suspensodes foram sonicadas, centrifugadas a 4C, 14.000 rpm por 1 hora e a fracdo soluvel lisada
incubada com DNAse (0,5 pg/mL) e 2 mM de MgCl, e filirada em filtro 0,45 uM. As proteinas
fusionadas a cauda de Histidina ou cauda de GST foram purificadas utilizando Akta Purifier FPLC
(Fast Protein Liquid Chromatography) e colunas pré-equilibradas com os mesmos tampdes A1 para
HiTrap Chelating HP 1 mL e A2 para GSTrap 1 mL (GE Healthcare). As colunas foram lavadas
também com 20 a 30 volumes de coluna de tampao A1 ou A2 e eluidas com gradiente de 0 a 100%
de tampao B1 (para as constru¢des com cauda de Histidina — 20 mM Tris-HCI pH 8,0; 200 mM NaCl;
500 mM imidazol; 5% glicerol; 1 mM PMSF) ou B2 (para a construgdo com cauda de GST — 50 mM
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de Tris-HCI pH 8,0; 20 mM de glutationa reduzida). Apés purificagdo em todas as fragdes eluidas foi
adicionado DTT para concentragdo final de 1 mM. As amostras foram analisadas em gel de
poliacrilamida (10 a 13%) — SDS-PAGE e as fragdes com mais alto grau de pureza foram dialisadas
para tampao C1 (para as construgdes 6xHis-Uev e 6xHis-Cyp — 20 mM Tris-HCI pH 8,0, 200 mM
NaCl) ou C2 (para a construgdo GST-Ubc13 - 20 mM Tris-HCI pH 8,0) sob leve agitacao a 4 por 16
a 18 horas. Para as construgdes com cauda de Histidina foi utilizada membrana de diélise de 3.500
Da e para a construcdo GST-Ubc13, membrana de 12-14.000 Da.

As amostras de 6xHis-Cyp, 6xHis-Uev e GST-Ubc13 foram concentradas para 1 mg/mL utilizando
concentrador Amicon Ultra Millipore MWCO — 5.000 Da em centrifuga a 4C —2.500 rpm e liofilizadas
durante um periodo de 2 dias. As amostras liofilizadas foram enviadas para producao de anticorpos
por imunizagdo seriada em ratos para Célula B — Servico de Produgcdo de Anticorpos Mono e
Policlonais (http://www.celulab.ufrgs.br/).

A especificidade dos anticorpos foi testada para deteccdo das proteinas recombinantes
purificadas de E. coli e das proteinas enddgenas de extratos proteicos de leveduras e de epicotilos
de citros. Os extratos proteicos de citros foram processados por maceragao mecéanica com nitrogénio
liquido. Tampao de amostra para SDS-PAGE foi adicionado e as amostras aquecidas por 15 minutos
a 95T, centrifugadas a 20.000 x g durante 30 minut os e as fragdes sollveis submetidas a Western
Blot. Foram utilizados também extratos soluveis de levedura como descrito no item 3.7.3.

3.14. Tentativas de Co-Imunoprecipitacao de PthA de Xac por proteinas de C.

sinensis

Epicétilos de laranja doce expressando transientemente PthA2 como descrito no item 3.10 foram
macerados em nitrogénio liquido e ressuspendidos em tampao de lise (PBS pH 7,4; 10 mM MgCly;
0,1% Triton X-100; 10 mM EDTA; 0,1 mM PMSF) contendo inibidores de protease. Extratos proteicos
foram imunoprecipitados com os anticorpos policlonais Anti-Cyp, Anti-Uev ou Anti-Ubc13 (1:50) ou
com os correspondentes anticorpos pré-imunes (controles). As proteinas ligadas foram imobilizadas
em resina - Proteina A Sephorose (PIERCE), separadas por SDS-PAGE, transferidas para
membranas de PVDF e imunoblotadas com os anticorpos Anti-PthA (1:5000) e Anti-Cyp (1:3000),
Anti-Uev (1:3000) ou Anti-Ubc13 (1:3000) e com os anticorpos secundarios Anti-rabbit (1:3000) no
caso de Anti-PthA como anticorpo primario e Anti-mouse (1:3000) para os demais.

3.15. Western Blot

As andlises de Western blot foram realizadas a partir de géis de acrilamida de 8 a 13%. As
proteinas separadas pelo gel foram transferidas para membrana de PVDF (difluoreto de polivinila)
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em tampao de transferéncia (48 mM de Tris-base; 39 mM de glicina; 0,0837% de SDS e 20% de
metanol). A transferéncia foi realizada a 350 mA por 1 hora. Apés a transferéncia a membrana foi
incubada em solucdo bloqueadora (5% de leite em p6 desnatado em 1X TBS-T) por 1 hora. Em
seguida a membrana foi incubada com o anticorpo primario em solugdo bloqueadora. Depois desta
incubagao, a membrana foi lavada trés vezes (de 10 minutos cada sob leve agitacdo) em solugao
TBS-T (20 mM de Tris-base; 150 mM de NaCl, pH 7,5; 0,05% de Tween 20) e incubada com o
anticorpo secundario (ECL Kit — Amersham Biosciences) por 1 hora. A membrana foi novamente
lavada trés vezes de 10 minutos em solugcao TBS-T. A deteccao foi feita utilizando-se o0 método de
quimioluminescéncia do Kit ECL (Amersham Biosciences).

Foram utilizados os anticorpos primarios da Sigma: Anti-GST (diluicdo de 1:3000) e Anti-6xHis
(1:3000). Os anticorpos policlonais Anti-PthA (1:5000), Anti-Cyp, Anti-Uev e Anti-Ubc13 produzidos
pela Célula B — Servico de Producado de Anticorpos Mono e Policlonais. E como anticorpos
secundarios correspondentes Anti-mouse ou Anti-rabbit (ambos na diluicdo de 1:3000), dependendo
do animal no qual foram produzidos.

Além disso, nos ensaios de ubiquitinagdo utilizou-se também Anti-Ubiquitina (Sigma - 1:50 a
1:500), Anti-SUMO (Sigma - 1:75) e Anti-K63 clone HWA4C4 (Biomol - 1:25 a 1:500) como
anticorpos primarios. No caso do anticorpo Anti-K63 também foi testada a incubagdo em solucao
TBS contendo 5% de BSA e 3 mM de azida sédica, sem adigao de leite sob leve agitagéo a 4<C por
20 horas, como descrito por Wang et al., 2008. Seu respectivo anticorpo secundario Anti-mouse
também foi incubado apenas em solucdo TBS na auséncia de leite, visto que poderia haver a
possibilidade do mesmo inviabilizar a detec¢ao do blot.

3.16. Preparacao de Amostras para SAXS (Small Angle X-ray Scaterring)

3.16.1. Expressao e Purificacao de PthA-RD2

A constru¢do PthA-RD2 (apenas dominio central contendo as 15,5 repeticdes da variante 2 de
PthA) com cauda de Histidina foi expressa em 1L de LB contendo kanamicina (50 mg/mL) até OD a
600 nm de 0,6 unidades de absorbancia e induzida com 0,4 mM de IPTG por 3 horas sob agitagao
constante de 200 rpm a 25C. As células foram centrifugadas, ressuspendidas com tampao de
ligacdo e lisadas como descrito no item 3.2.5. O extrato soluvel lisado e filtrado foi carregado em
coluna HiTrap Chelating HP 5 mL (GE Healthcare). A coluna foi lavada com 20 volumes de coluna
num fluxo continuo de 1 mL/min. e eluida em 15 volumes de coluna com gradiente de imidazol em
fracdes de 1 mL. Apds purificacdo por afinidade foram feitas tentativas de purificagdo por Troca
I6bnica e Gel Filtracdo com as aliquotas de mais alto grau de pureza com o objetivo de melhorar a
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qualidade das amostras. A proteina em questao tem ponto isoelétrico (pl) de 6,71, assim sendo em
pH 8,0 foi realizada uma Troca Anidnica com coluna HiTrap HP Q-Sepharose 5 mL. As fragbes
provenientes da purificagéo por Afinidade foram centrifugadas a 14.000 rpm por 15 minutos a 4T e
diluidas em tampao contendo 20 mM Tris-HCI pH 8,0; 5% glicerol; 1 mM PMSF e 0,5 mM DTT, de tal
forma que apds diluigdo a concentragdo de NaCl passou de 200 para 20 mM, concentragao esta
utilizada no tampao A. As proteinas foram eluidas com gradiente de NaCl (20 volumes de coluna) de
0 a 100% de tampao B (20 mM Tris-HCI pH 8,0; 1M NaCl; 5% glicerol; imM PMSF e 0,5 mM DTT).
Uma alternativa foi também realizar um passo de purificacao por Gel Filtracdo apos a Afinidade. Para
tal foi utilizado um tampao inicial sem imidazol e PMSF (20 mM Tris-HCI pH 8,0; 200 mM NaCl; 5%
glicerol e 1 mM DTT) e coluna Superdex 75 HR 16/60 (GE Healthcare). Foi injetada uma fragao
proveniente da purificagdo por Afinidade (volume de 1 mL) direto no equipamento e, em seguida, foi
feita uma segunda injecao de outra fracdo. Algumas aliquotas resultantes da purificagcdo por
Afinidade foram reservadas e dialisadas com mesmo tampao da Gel Filtracdo (sem imidazol e sem
PMSF) sob leve agitacdo a 4C por 18 horas. Em seguida, as mesmas foram concentradas, assim
como algumas fragdes provenientes da purificacdo por Gel Filtragdo, com Centricon Amicon Ultra
Millipore MWCO — 5.000 Da ou Centriplus MWCO — 10.000 Da em centrifuga a 4C — 3.000 x g.
Todas as aliquotas preparadas foram mantidas a 4C até serem utilizadas.

3.16.2. DLS (Dynamic Light Scattering)

A técnica de espalhamento dindmico de luz foi utilizada como uma forma de controle de
qualidade para avaliar a monodispersividade e o efeito de agregacao das amostras para a coleta de
dados de SAXS, além de proporcionar informagédo sobre tamanho hidrodindmico das particulas em
solugéo. A polidispersividade é relativa ao desvio padrao da amostra e pode ser dividida em 3 ramos:
a amostra € monodispersa se a polidispersividade esta menor que 20%, € médio dispersa se a
polidispersividade esta entre 20 e 30% e € polidispersa se a polidispersividade for maior que 30%. As
medidas foram realizadas a temperatura constante de 4C no equipamento DynaPro (Protein
Solutions), sendo previamente centrifugadas 14.000 rpm por 30 minutos a 4C. As medidas foram
obtidas com um angulo de espalhamento de 90C e com 300 acumulagbes de 10 segundos cada.
Parametros hidrodinamicos foram determinados usando o software DYNAMICS v.6.10.1.2.

3.16.3. Coleta de dados de SAXS
Os dados de espalhamento de raios X a baixos angulos (SAXS) foram coletados na linha de luz
D11A-SAXS no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS). O comprimento da radiagdo foi
ajustado para 1,488 A e foi utilizado um detector sensivel & posicdo MARCCD, sendo a distancia
amostra-detector ajustada para aproximadamente 141 cm para resultar num vetor de espalhamento
de 0,1 nm™ a 3,5 nm™. Foi utilizada uma cela porta-amostras constituida de mica, para reduzir ao
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minimo possivel o espalhamento do sistema e favorecer o espalhamento da amostra. O vetor de
espalhamento é definido como g = 4nsing /I, onde q é o angulo de espalhamento e I, 0 comprimento
de onda da radiagéo espalhada.

As medidas foram realizadas com amostras em concentra¢des de 1 a 2 mg/mL em temperatura
constante de 18<C. Todas as amostras foram previame nte analisadas por espalhamento dinamico de
luz como descrito no item 3.16.2, sendo utilizadas apenas solugdes monodispersas, ou seja, que
apresentaram polidispersividade menor que 20%. As amostras proteicas foram centrifugadas 10.000
X g durante 15 minutos para eliminar o efeito da presenca de possiveis agregados imediatamente
antes de cada experimento. As curvas de espalhamento da amostra proteica e de seu respectivo
tampao foram coletadas em frames de 300 segundos cada para evitar danos na amostra que
poderiam ser induzidos por radiagdo. Além disso, cada frame foi cuidadosamente analisado para
formacgao de bolhas ou ocorréncia de agregacao da proteina induzida por radiacao antes do célculo
da intensidade média e do erro experimental associado. As intensidades experimentais foram
corrigidas pelo background, contribuicdes do tamp&o, ndo homogeneidade da resposta detector e
decaimento da fonte de luz sincrotron. Informagdes sobre a MM da particula espalhadora foram
obtidas utilizando a proteina soro albumina bovina (BSA — 66 kDa) e a proteina lisozima (14,3 kDa),
como padrdes externos de MM, sendo diluidas no mesmo tampé&o das amostras proteicas. A partir
da razéo entre o valor extrapolado /(q) — 0 para a proteina de interesse e os padrées, foi obtida uma
estimativa da MM da particula espalhadora.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Interacao Proteina-Proteina in vivo e in vitro

A cepa de levedura utilizada nos ensaios de duplo-hibrido possui diferentes genes repoérteres sob
o controle de diferentes promotores e isto reduz significativamente o nimero de falsos-positivos
(James & Craig, 1996; Coates & Hall, 2003). Como descrito no item 3.1 foram utilizados os seguintes
controles negativos: pOBD-vazio + pOAD-presa, pOBD-isca + pOAD-vazio. Desta forma, caso a
interacao seja positiva, somente a condigdo pOBD-isca + pOAD-presa deve crescer, indicando que
ha interacdo entre isca-presa por se restabelecer a atividade do fator de transcricao, que culmina na
ativacdo dos genes reporteres sob seu controle. J& no caso dos controles, ndo deve ocorrer
crescimento, pois ndo ha ativacdo dos genes repérteres, visto que a proteina fusionada a um dos
dominios esta ausente, BD (Binding Domain) no caso pOBD-vazio + pOAD-presa e AD (Activation
Domain) no caso pOBD-isca + pOAD-vazio. Caso houvesse crescimento nos controles seria um
indicativo de que a presenca de apenas uma das proteinas (isca ou presa e ndao a presenca do
potencial par de interacdo) estaria ativando a transcricdo dos genes repoérteres, fenbmeno este
conhecido como transativagao ou auto-ativagao.

A remocao de Adenina do meio de interacdo e a adicdo de 3-AT em concentracdes crescentes (3
e 5 mM) proporcionaram um cenario mais restritivo. O composto 3-AT, como ja mencionado, atua
como um inibidor competitivo da enzima codificada pelo gene HIS3 e seu uso se justifica pelo fato de
que algumas leveduras apresentam uma expressao basal de Histidina, mesmo na auséncia deste
aminoacido. Com estas estratégias eliminou-se a possibilidade de auto-ativagéo ou transativacao dos
genes repérteres ADE2 e HIS3, pela presenga somente da isca (dominio de ligacdo) ou da presa
(dominio de ativacdo) no meio. Assim sendo, pode-se dizer que as interagcdes isca-presa
confirmadas néo constituem falsos-positivos.

As quatro variantes de PthAs diferem essencialmente no numero das repeticbes do dominio
central e em alguns outros aminoacidos ao longo das sequéncias (Figura 18). Portanto, decidimos
testar as interagdes entre todas as variantes de PthAs contra as presas selecionadas.

Ensaios de duplo-hibrido confirmaram as interagdes, detectadas no screening inicial, entre as
proteinas de laranja doce a-imp, Cyp, TDX, Uev e os dominios TPR e TRX da TDX com a isca PthA2
de Xac. Com o intuito de verificar se estas proteinas presa interagiam também com outras variantes
de PthA, além de PthA2, as iscas PthA1 (16,5 repeticbes no dominio central), PthA3 (15,5 repeticbes
no dominio central) e PthA4 (17,5 repeticbes no dominio central) fusionadas em pOBD foram
testadas. Nestes ensaios in vivo foram utilizadas as constru¢gdes de PthAs indicadas na Figura 19,
as quais possuem uma delecdo na parte N-terminal, uma estratégia encontrada para evitar a
transativagao do gene repoérter HIS3 causada por esta porgao da proteina. A truncagem na regiao N-
terminal provavelmente ndo afetaria os resultados por ndo ser necessaria para o desenvolvimento
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dos sintomas do cancro citrico. Em meio restritivo, todas as proteinas presa interagiram com as iscas
PthA2 e PthA3, enquanto que PthA4 interagiu apenas com a a-importina (Figura 20). Curiosamente,
PthA1 nao interagiu com nenhuma das proteinas presa. Entretanto, havia a possibilidade das
interagdes com as iscas PthA1 e PthA4 nao terem sido detectadas por serem mais fracas, assim isca
e presa foram riscadas em um meio menos restritivo (SC +Ade —His —Leu —Trp) (Figura 21). Neste
meio constatou-se que a isca PthA4 interage com todas as proteinas em diferentes intensidades,
com destaque para os dominios da TDX, uma vez que esta isca interagiu fortemente com TRX, mas
nao houve interagdo com TPR. Por outro lado, a isca PthA1 interagiu fracamente com a maioria das
presas testadas e observou-se fraca interagdo com o dominio TRX e auséncia de interagcdo com o
TPR, seguindo 0 mesmo padrao da variante PthA4.
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Figura 18: Representacdo esquematica das quatro variantes de PthAs da cepa 306 de X. citri. Mostrando que
estas variantes diferem essencialmente no nimero de repeticdes no dominio central. Os nimeros indicam a
posicdo dos aminoacidos na seqiiéncia e as letras, as variagdes dos residuos fora da regido central repetitiva.
LRR = Leucine Rich Repeat; NLS = Nuclear Localization Signal, AD = Activation Domain.

129
pthad v (ISR cre == a0

Figura 19: Representacao esquematica das constru¢des das quatro variantes de PthAs de Xac utilizadas nos
ensaios in vivo de duplo-hibrido em leveduras. Os primeiros 128 residuos de aminoacidos na por¢cao N-terminal
da proteina foram removidas para evitar a transativagdo do gene repérter HIS3. As letras indicam as variagbes
dos residuos fora da regido central repetitiva.
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Nos ensaios de duplo-hibrido pode-se constatar que as variantes de 15,5 repeticdes (PthA2 e
PthA3) seguem um mesmo padrdo e interagem com todas as proteinas presa testadas, enquanto
que as variantes maiores de 16,5 e 17,5 repeticbes (PthA1 e PthA4, respectivamente) seguem um
padrao contrario, visto que nao interagem com a maioria das presas ou apresentam interacées mais
fracas com estas. Tendo entdo por base estes resultados in vivo (em leveduras), os ensaios de
confirmacao in vitro foram realizados apenas com os PthAs 2 e 4 (construgdes indicadas na Figura
18).

Os experimentos de pull-down imobilizando na resina de GST o extrato de uma das proteinas
expressas (iscas em fusdao GST — a-imp, Cyp, TDX, TPR, TRX e Uev) e aplicando em seguida, a
presa purificada (6xHis-PthA2 ou 6xHis-PthA4) podem ser analisados nas Figuras 22A e 20B,
respectivamente. Assim como o controle da proteina GST sozinha imobilizada na resina e incubada
com a presa purificada. Este controle mostrou que nao houve interagéao inespecifica das presas com
a proteina GST em ambos os casos. Os ensaios de pull-down confirmaram os resultados obtidos no
duplo-hibrido, de tal forma que PthA2 interage com todas as proteinas de citros testadas, inclusive
com os dominios TPR e TRX da TDX. Interagdes mais fortes foram observadas com o-imp e TDX
(Figura 22A), assim como nos dados in vivo na Figura 20.
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Figura 20: Placas representando os ensaios de duplo-hibrido das 4 variantes de PthA com as proteinas a-imp,
Cyp, TDX, Uev e os dominios TPR e TRX da TDX como presas, em meio restritivo SC -Ade —His —Leu —Trp
nas concentracdes de 3 a 5 mM de 3-AT. Numeros indicados na primeira placa: 1— pOBD-isca + pOAD-presa
(interac@o); 2- pOBD-isca + pOAD-vazio e 3- pOBD-vazio + pOAD-presa (controles). O mesmo padrao segue
para todas as demais placas.
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a-imp

Cyp

TDX

TPR

TRX

Figura 21: Placas representando os ensaios de duplo-hibrido das variantes 1 e 4 de PthA com as proteinas o-
imp, TDX, Cyp, Uev e os dominios TPR e TRX da TDX como presas. Em meio menos restritivo SC +Ade —His
—Leu —Trp nas concentragdes de 3 a 5 mM de 3-AT, crescidas em estufa 30T por 4 dias.
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Figura 22: Géis de poliacrilamida 10% e Western blots, com os anticorpos Anti-PthA e Anti-GST, representando
as interagdes de PthA2 (A) e PthA4 (B) com as proteinas a-imp (65 kDa), Cyp (44 kDa), TDX (63 kDa) e seus
dominios TPR (47 kDa) e TRX (43 kDa), Uev (43 kDa) e controle GST (26 kDa). As proteinas 6xHis-PthA2 (116
kDa) e 6xHis-PthA4 (118 kDa) purificadas estao indicadas na primeira canaleta em cada figura. As proteinas
fusionadas a GST estao destacadas por asteriscos.

Na Figura 22B pela andlise do blot Anti-PthA pode-se constatar que TDX, Cyp e Uev também
interagem com PthA4, porém a interacdo com as duas Ultimas proteinas citadas, sdo mais fracas.
Pois, no caso destas proteinas, bandas de menor intensidade correspondentes a PthA4 séao
observadas no western em comparagdo com as bandas de interagdo com o-imp, TDX e TRX. Por
este mesmo blot também foi possivel observar que o dominio TPR néao interage com PthA4, como
era esperado pelo resultado do duplo-hibrido, portanto, a interagdo de PthA4 com TDX
provavelmente ocorre via dominio TRX. No blot Anti-GST foi notado um pouco de degradacao da
cauda de GST para a-imp, TDX e TRX, o que nao interferiu na constatagao das interacoes.

Como mencionado na introducdo Cyp, TDX e Uev tém sido associadas com enovelamento
proteico, ativacdo e controle de qualidade, desta forma foi testado se estas proteinas poderiam
interagir entre si. Para tal, TDX e Uev foram subclonadas no vetor pOBD e testadas como isca contra
Cyp no pOAD. Estas construgdes crescidas em meio SC —Ade —His —Leu —Trp contendo 5 mM 3-AT
estao representadas na Figura 23A. Nesta figura nota-se que TDX interage com Cyp e Uev e ambos
os dominios da TDX contribuem para esta interagao (Figura 23C). Apesar da interagao entre TDX e
Uev ter se mostrado relativamente fraca nos ensaios de pull-down comparada com a intera¢ao entre
TDX e Cyp é notada uma interagdo mais pronunciada entre TDX e Uev na presenca de Cyp. Da
mesma forma, maior quantidade de Cyp foi detectada no pull-down com TDX na presenca de Uev
(Figura 23B). A interagéo entre Cyp e Uev foi relativamente fraca tanto in vivo quanto in vitro (Figura
23A e 23B, respectivamente).
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Figura 23: (A) Ensaios de duplo-hibrido mostrando a interagéo entre TDX, Cyp e Uev em meio SC -Ade —His
—Leu —Trp contendo 5 mM de 3-AT; (B) Gel de poliacrilamida 13% e Western blots, com os anticorpos Anti-
GST e Anti-6xHis, referente aos ensaios de pull-down utilizando GST-TDX e GST-Cyp como iscas e 6xHis-Cyp
(20 kDa) e 6xHis-Uev (18 kDa) como presas; (C) Ensaios de duplo-hibrido mostrando que os dominios TPR e

TRX da TDX também interagem com Cyp e Uev.

InUmeros trabalhos descrevem a interagao entre Ubc13 e Uev em varios organismos (Hofmann &
Pickart,1999; Hoege et al., 2002; Mckenna et al., 2001; 2003a; 2003b; Andersen et al., 2005b; Hau et
al., 2006; Hurley et al., 2006; Syed et al., 2006; Wen et al., 2006; Panier & Durocher, 2009; Pelzer et
al., 2009). Visando constatar se a Uev isolada interage com Ubc13 de citros, esta proteina foi
amplificada a partir de uma biblioteca de cDNA de Citrus sinensis e subclonada nos vetores

apropriados para o duplo-hibrido.
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A Figura 24A mostra que a Ubc13 de C. sinensis (c6digo GenBank nimero GQ862814) contém

um unico dominio Ubc caracteristico desta familia de proteinas e na Figura 24B nota-se a alta
identidade de sequéncia desta proteina com Ubc13 humana e de levedura.
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Figura 24: (A) Representagdao esquematica do dominio de conjugacdo a ubiquitina (Ubc) na seqiliéncia de
aminodcidos da proteina Ubc13 de C. sinensis; (B) Alinhamento de seqliéncias de aminoacidos da proteina
Ubc13 de C.sinensis com as proteinas HsUbc13 e ScUbc13 mostrando a alta identidade de seqiéncia entre
elas. Alinhamento realizado com o programa MultAlin (Corpet, 1988).

Nos ensaios de duplo-hibrido pode-se observar que a Uev interage fortemente com a Ubc13 de
citros mesmo em meio mais restritivo na presenca de 5 mM de 3AT (Figura 25A). Notavelmente,
Ubc13 interagiu apenas com Uev e ndo com TDX ou Cyp, corroborando assim os dados da literatura,
0s quais mostram que Ubc13-Uev formam um heterodimero estavel. Por outro lado, verificamos
interacdo da Ubc13 apenas com as variantes 2 e 3 de PthA (Figura 25B), ou seja, num padrao de
interacao semelhante ao observado para as demais proteinas nas Figuras 20 e 21. Estas interagdes
foram confirmadas por ensaios in vitro de GST pull-down (Figura 25C), no qual verificou-se uma forte
interacao da proteina Ubc13 com Uev e com PthA2, porém ndo houve interagdo da Ubc13 com
PthA4.

Na tentativa de mapear a regido de interagcdo das proteinas em estudo com a proteina efetora
PthA foram realizados ensaios de duplo-hibrido com as formas truncadas de PthA: pOBD-PthA-LRR
(apenas regidao do Leucine Rich Repeat), pOBD-PthA-RD1 (apenas dominio central de PthA1 com
16,5 repeticdes), pOBD-PthA-RD2 (apenas dominio central de PthA2 com 15,5 repetices), pOBD-
PthA-RD3 (apenas dominio central de PthA3 com 15,5 repeticbes), pOBD-PthA-RD4 (apenas
dominio central de PthA4 com 17,5 repetigbes), uma construgcdo contendo as ultimas 5,5 repeticoes
do dominio central seguido da regidao C-terminal (pOBD-PthA 5.5rep + CT2) e uma outra contendo
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apenas a regidao C-terminal de PthA2 (PthA-CT2). Estas construgdes estao representadas na Figura

26.
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Figura 25: Placas representando os ensaios de duplo-hibrido da proteina Ubc13 de citros (A) com as presas
Uev, Cyp e TDX; (B) com as 4 variantes de PthA, em meio SC +Ade —His —Leu —Trp nas concentracdes de 3 a
5 mM de 3-AT; (C) Géis de poliacrilamida 10% e 12%, respectivamente e Western blots, com os anticorpos
Anti-PthA, Anti-GST e Anti-6xHis, das interagées de GST-Ubc13 com 6xHis-PthA2 e 6xHis-PthA4 purificadas (a
esquerda) e com 6xHis-Uev purificada (a direita). As proteinas purificadas estdo indicadas no géis nas
primeiras canaletas logo ap6s a canaleta do marcador de peso molecular. As bandas correspondentes as

proteinas GST-Ubc13 (43 kDa) estéo indicadas por asteriscos.
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Figura 26: Truncagens de PthAs utilizados nos ensaios in vivo de duplo-hibrido em leveduras e nos ensaios in
vitro de GST pull-down. RD2 — dominio interno de PthA2, 5.5rep+CT2 - Ultimas 5,5 repeticbes do dominio
central de PthA2 seguida da regido C-terminal, CT2 — regido C-terminal de PthA2 e LRR — invaridvel nos PthAs.
Estas construgdes foram expressas em fusdo com 6xHis, purificadas e utilizadas nos ensaios de pull-down. A
construgdo CT2 foi utilizada apenas nos ensaios de pull-down, visto que este dominio auto-ativou os genes
repdrteres em leveduras e nao pode ser utilizado nos ensaios in vivo.

Nos ensaios de duplo-hibrido com os dominios centrais de PthA1 e PthA4 ocorreu transativagao
dos controles pOBD-isca + pOAD-vazio, portanto, ndo foi possivel trabalhar com estas truncagens.
Nao foi possivel também realizar ensaios in vivo com a construcdo contendo apenas a regiao C-
terminal de PthA, pois esta construcdo (pOBD-PthA-CT2) auto-ativou o0s genes reporteres,
inviabilizando os ensaios. Os dados obtidos nos ensaios in vivo e in vitro com PthA-RD2 e PthA-RD3
foram muito semelhantes, assim sendo é mostrado apenas o resultado com PthA-RD2.

O dominio central repetitivo de PthA2 (RD2), assim como a construg¢éo contendo 5,5 repeticées do
dominio central de PthA seguido de sua regido C-terminal (5.5rep + CT2) interagiram com Cyp, TDX,
Uev, Ubc13 e a-imp, porém a interacao de RD2 com a proteina a-imp foi menos pronunciada (Figura
27A). O dominio LRR interagiu apenas com a a-importina. Este resultado € muito interessante, pois
o dominio LRR esta adjacente ao dominio central repetitivo e € invariavel entre PthAs. Os dados in
vivo foram também confirmados por ensaios in vitro de pull-down (Figura 27B), os quais mostraram
que RD2 e 5.5rep + CT2 interagem com todas as proteinas de citros em questdo. No caso da
construcdo PthA-CT2, que transativou os genes repérteres da levedura e ndo pode ser utilizada nos
ensaios de duplo-hibrido, foi demonstrado por ensaio in vitro de GST pull-down que esta truncagem
interage somente com a o-imp (Figura 27B). Em conjunto esses resultados indicam que a regiao
central repetitiva da proteina PthA contribui para interagdo com as proteinas de citros Cyp, TDX, Uev
e Ubc13, entretanto o LRR e o NLS parecem ser requeridos apenas para interagao com a a-imp.
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Figura 27: (A) Placas representando os ensaios de duplo-hibrido, em meio menos restritivo SC +Ade —His —
Leu —Trp, das interagbes de 6xHis-PthA-RD2 (59 kDa) e 6xHis-PthA 5.5rep + CT2 (63 kDa) com todas as
proteinas de citros e 6xHis-PhA-LRR (45 kDa) interagiu somente com a proteina a-imp; (B) Western blots dos
ensaios de GST pull-down, com os anticorpos Anti-PthA e Anti-GST, do mapeamento da regido de interagédo de
PthA com as proteinas de citros a-imp, TDX, Cyp, TPR, TRX, Uev e Ubc13. Proteinas PthAs purificadas e o
peso molecular das proteinas estdo indicados a esquerda dos blots. As proteinas fusionadas a GST estao
representadas por asteriscos no blot Anti-GST.
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Como AvrBs3 dimeriza no citosol da célula hospedeira antes de ser transportada para o nucleo
(Gurlebeck et al., 2005) levantamos entdo a hipétese de que as quatro variantes de PthAs poderiam
formar homo e/ ou heterodimeros na célula hospedeira. Para testar esta hipotese ensaios de duplo-
hibrido foram empregados com o intuito de verificar todas as possiveis interagées entre as variantes
de PthA. Para tal, foram utilizadas as construgdes isca pOBD-AN e pOAD-AN (presa) dos PthAs 1, 2,
3 e 4. Verificamos que as variantes 2 e 3 de PthA (ambas com 15,5 repeticdes no dominio central)
interagem consigo mesmo, ou seja, sdo capazes de formar homodimeros. E que as seguintes
combinagdes formam heterodimeros: PthA1 + PthA2, PthA1 + PthA3, PthA2 + PthA3, PthA2 + PthA4
e PthA3 + PthA4 (Figura 28A). Verificamos ainda que PthA1 e PthA4 (16,5 e 17,5 repeticoes,
respectivamente), em meio menos restritivo, formam homodimeros, porém ndo sao capazes de
formar heterodimeros entre si (Figura 28B).

Para verificar se apenas o dominio central de PthA (RD2) ou apenas as ultimas 5,5 repeticées do
dominio central (5.5rep + CT2) seriam suficientes para homo e heterodimerizacdo de PthA, foram
realizados também ensaios de interacao in vivo. Para tal, pOBD-PthA-RD2 e pOBD-PthA-5.5rep +
CT2 foram utilizados com iscas contra as presas pOAD-PthA2 e pOAD-PthA3 (Figura 28C). Em
ambos o0s meios de cultura na presenca ou nao de adenina, pode-se constatar que ha interagao das
duas iscas com os PthAs 2 e 3, de tal forma que conforme esperavamos, a presenga das repetigcbes
do dominio central de PthA s&o suficientes para homo e heterodimeriza¢do destas proteinas.
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Figura 28: (A) Placas representando os ensaios de duplo-hibrido das variantes de PthAs entre si para verificar
a formacao de homo e heterodimeros. PthAs 2 e 3 formam homodimero e também heterodimerizam entre si e
com PthAs 1 e 4, em meio mais restritivo SC -Ade —His —Leu —Trp nas concentragdes de 3 a 5 mM de 3-AT; (B)
Em condi¢cdes menos estringentes (SC +Ade —His —Leu —Trp) PthAs 1 e 4 foram homodimeros, mas ndo sao
capazes de formar heterodimeros; (C) Placas representando os ensaios de duplo-hibrido das iscas PthA-RD2 e
PthA 5.5rep + CT2 com as proteinas PthA2 e PthA3 como presas. Em meio menos restritivo SC +Ade —His —
Leu —Trp nas concentracdes de 3 a 5 mM de 3-AT, crescidas em estufa 30T por 4 dias.
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4.2. Ensaio de Atividade PPlasica de Ciclofilina

Inicialmente o objetivo foi demonstrar que a Cyp isolada de C. sinensis € uma ciclofilina classica e
possui atividade de PPlase. A Figura 29 mostra o resultado da purificacdo das proteinas GST-Cyp
(Figura 29A) e do controle GST (Figura 29B) utilizadas nos ensaios bioquimicos de atividade
PPlasica. Utilizou-se neste experimento Cyp fusionada a GST e a proteina GST como controle
negativo, pois foi previamente reportado por Gopalan e colaboradores (2004) que GST sozinha nao
possui atividade PPlase e a proteina de fusdo ndo mostrou reducao ou variacdo desta atividade
comparada com a proteina pura clivada com trombina. O melhor resultado foi obtido para GST-Cyp
na concentracdo de 50 nM. A Figura 29C mostra um grafico da absorbancia no comprimento de
onda de 390 nm em funcdo do tempo (em segundos) para a média entre triplicatas de GST-Cyp
nesta concentracdo. Na presenca de PPlases, a ligacao prolil do substrato Suc-AAPF-rNA é mais
rapidamente convertida para a conformacao trans, que é prontamente clivada pela a-quimiotripsina
conduzindo a formagao de um produto de cor amarela, o 4-nitroaniline. Entdo, na presenca de Cyp
enzimaticamente ativa é esperado um aumento na absorbancia no 390 nm devido a atividade
PPlase, em relacdo ao tampao ou controle GST. Portanto, como observado na Figura 29C, verifica-
se que os mais altos valores da absorbancia no 390 nm s&o obtidas nas amostras contendo Cyp (no
grafico — curva em vermelho), indicando que Cyp de C. sinensis é uma PPlase ativa.
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Figura 29: Purificacado por afinidade em resina de GST (A) GST-Cyp. A seta indica esta proteina com peso
molecular de 44 kDa; (B) Controle GST. Peso molecular de 26 kDa, indicado pela seta. PM = marcador de peso
molecular (Unstained Protein Molecular Weight Marker - Fermentas); 13h = amostras com 3 horas de indugéo;
Sol = amostra soluvel; P = amostra insoltvel (pellet); FT = Flow Through; Lav2= lavagem; EI1 a 8 = elui¢cdes e R
= amostra resina. As proteinas foram recuperadas em maior quantidade na primeira e segunda eluigdes; (C)
Gréfico representando o ensaio de atividade enzimatica PPlase pareado com a-quimiotripsina para GST-Cyp
de citros (curva em vermelho), o controle GST (curva em azul) e o tampao da reagao (curva em preto). Este
gréfico foi gerado pelo programa ORIGIN 8. 63
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Em seguida empregou-se o0 mesmo ensaio enzimatico para verificar se Ciclosporina A (CsA), um
inibidor de ciclofilinas, seria também um inibidor da Cyp de citros e também para constatar se a
presenca de PthA influenciaria a atividade de Cyp. Nestes ensaios foi utilizada 6xHis-Cyp
recombinante purificada de E.coli e sem cauda de Histidina (removida por clivagem com Trombina).
Na Figura 30A pode se notar a curva em vermelho com mais alto valor de absorbancia indicando
uma atividade PPlase aumentada para Cyp. Atividade esta que foi drasticamente reduzida na
presenca de 30 nM e 300 nM do inibidor CsA (curvas em verde e azul escuro, respectivamente).
Curiosamente, na Figura 30B observa-se que a presencga da proteina PthA2 recombinante purificada
diminuiu a atividade PPlase de Cyp (curva em verde). Proteina BSA purificada foi utilizada como
controle negativo neste ensaio (curva em azul escuro) para mostrar que nao é qualquer proteina
contendo residuos de prolina que pode ser modificada por PPlases ou influenciar esta atividade

enzimatica.
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15- ~——Cyp + CsA 30 nM 1,0 ——Cyp + PthA
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Figura 30: Graficos representando ensaios de atividade enzimatica PPlase pareado com a-quimiotripsina para
Cyp de citros (A) na presenca do inibidor CsA nas concentragées de 30 e 300 nM; (B) na presenca de PthA2
recombinante purificada e do controle BSA. As curvas em preto, azul claro e magenta representam condicoes
controle.

Portanto, diferente do que se acreditava PthA nao é alvo de Cyp, mas sim inibe a sua atividade. A
partir deste resultado foi considerado relevante investigar se a presenca de CsA afetaria a interacao
entre Cyp e PthA. Assim sendo, ensaios de interacao in vitro de pull-down foram realizados utilizando
a isca GST-Cyp e a presa 6xHis-PthA2 (aproximadamente 100 uM de cada proteina) purificada na
presenca de 200 uM de CsA (Figura 31). Analisando-se o blot com Anti-PthA pode-se observar que
com adicao de CsA ndo ha mais interacdo entre Cyp e PthA. Considerando que CsA se liga ao sitio
ativo de Cyp e a presenga de CsA previne a interagdo de PthA2 com Cyp, provavelmente, o sitio
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ativo de Cyp é o sitio de ligacao de PhA e, portanto, PthA e CsA competem pela ligagao ao sitio ativo
de Cyp.

Anti-PthA

«GST-C
Anti-GST P

4GST

Fusdes GST *

Figura 31: Western blots com os anticorpos Anti-PthA e Anti-GST representando ensaios in vitro de pull-down
da isca GST-Cyp na presenga de 6xHis-PthA2 e do inibidor de ciclofilinas, CsA. A presenga do inibidor CsA
interrompe a interagdo de Cyp com PthA2. A proteina 6xHis-PthA2 purificada e os controles sdo representados
nas trés primeiras canaletas. As bandas correspondentes a GST-Cyp estédo indicadas por asteriscos.

4.3. HR em Nicotiana benthamiana mediada por PthAs

Inicialmente foram realizados 8 tratamentos com réplicas de 3 folhas infiltradas para cada
tratamento, sendo o tampao de infiltracdo e cepas de Agrobacterium (LBA4404 e EHA105)
transformadas com pBl121-GUS, utilizados como controles. Os tratamentos consistiram na infiltragéo
das cepas mencionadas acima transformadas com pBl121-PthA2, pBI121-PthA3 e pBl121-PthA4. As
infiltracdes foram realizadas nas folhas mais apicais, as quais estdo mais bem expostas a luz, em
uma area de aproximadamente 1 cm?, para cada ponto de infiltracéo. Cinco dias apés constatou-se a
presenca de lesdes caracteristicas de HR (Hypersensitive Response) nas folhas infiltradas (Figura
32). LesOes estas ndo observadas nos controles (tampao e pBI121-GUS). Onze dias apo6s a
infiltracéo foi detectada inclusive morte celular nas regides infiltradas (Figura 32B). Melhor resposta
foi verificada para a cepa LBA4404, sendo esta utilizada nas demais infiltracées. Folhas
transformadas com a variante 4 de PthA em pBIl121 exibiram maior intensidade de HR (Figuras 32A
e B). Também foi notado que folhas mais basais € menos expostas a luz, apresentaram sintomas
mais sutis, o que pode ser explicado pelo fato da HR ser uma resposta dependente de luz. A
presenca de HR induzida por PthAs em plantas de Nicotiana mostra que a transformagédo com A.
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tumefaciens foi eficiente, além de salientar que PthA poderia ser reconhecida pelo sistema de
resisténcia desta planta, mediado por proteinas R, refor¢gando a existéncia de uma interacao planta-
patdgeno incompativel neste caso.

Figura 32: HR em folhas de Nicotiana benthamiana (A) PthAs 2, 3, 4 e controle GUS em pBI121; (B) Lesao em
maior aumento da regido infiltrada, com pBI121-PthA4, 11 dias apds a infiltragdo. 2 = pBI121-PthA2; 3 =
pBI121-PthA3; 4 = pBl121-PthA4 e C = controle pBl121-GUS. Constru¢cdes em pBl121 transformadas em cepas
de Agrobacterium LBA4404. As regides pontilhadas correspondem a demarcacao das areas infiltradas.

4.4. Localizacao de PthAs em células de Nicotiana benthamiana

Como mostrado no item acima, a transformagdo de plantas de N. benthamiana com
Agrobacterium foi eficiente, e tendo por base esse resultado positivo na transformacao, decidiu-se
verificar a localizagao de PthA fusionada a GFP, em células de Nicotiana, por meio de microscopia
de fluorescéncia. Desta forma, a infiltragao foi procedida como para as constru¢des nao fusionadas a
GFP descritas no item acima. Foram realizados os seguintes tratamentos: pBl121-PthA1-GFP,
pBl121-PthA2-GFP, pBI121-PthA3-GFP, pBIl121-PthA4-GFP e como controle pBI121-GFP
transformados em cepas de A. tumefaciens LBA4404.

A fluorescéncia da GFP foi observada de 48 até 72 horas apoés a infiltragao nas folhas, depois
deste periodo notou-se uma redugdo significativa de sua expressdo. Para visualizagdo em
microscopio de fluorescéncia, as areas infiltradas foram recortadas, imersas em tampao PBS pH 7,4
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e recobertas por laminula. A Figura 33A mostra a fluorescéncia detectada para o controle GFP, a
qual encontra-se dispersa de forma geral nas células tanto epidérmicas quanto do mesofilo foliar. Em
contrapartida, as proteinas PthAs fusionadas a GFP foram vistas preferencialmente no nucleo das
células (Figuras 33 B, C e D).

Para confirmar que estas fusbes realmente estavam localizadas no nuacleo foi utilizada a
marcacao com DAPI. Este composto é um corante fluorescente azul que se liga fortemente ao DNA e
tem sido utilizado extensivamente em microscopia de fluorescéncia, por ser capaz de atravessar
membranas celulares intactas e, com isso, pode ser usado tanto para células vivas, quanto fixadas.
Na microscopia de fluorescéncia, DAPI é excitado com luz ultravioleta e quando ligado ao DNA fita-
dupla sua absor¢gdo maxima é de 358 nm e sua emissdao maxima de 461 nm (Du et al., 1998). Este
corante foi adicionado sobre a superficie foliar recortada na lamina, recoberto com laminula e
deixado agir no escuro por 10 a 15 minutos antes de ser observado.

Por estes experimentos pode-se entdo demonstrar que as variantes de PthA possuem
localizagao nuclear em células de N. benthamiana e provavelmente, também, em citros.
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Figura 33: Fluorescéncia em Nicotiana benthamiana representando a localizagdo das variantes de PthA no
nucleo. (A) controle pBI121-GFP em células do mesdfilo foliar; (B) pBl121-PthA1-GFP; (C) pBI121-PthA2-GFP
e (D) pBl121-PthA4-GFP em células epidérmicas. Na seqiiéncia de trés imagens em A, B e C: campo claro,
emissao da fluorescéncia da GFP e coloracdo com DAPI. As setas estdo indicando nucleos transformados com
PthA.
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4.5. Localizacao de Proteinas de Citros Fusionadas com DsRed

Como descrito no item 3.6 foi produzida uma construgéo controle do gene repérter DsRed no
pBl121. Esta construcdo foi transformada em Agrobacterium LBA4404 como mencionado
anteriormente e infiltrada em N. benthamiana com o intuito de verificar sua funcionalidade. Assim
como para GFP as observagdes foram feitas de 48 a 72 horas apo6s infiltragdo. Com 48 horas pode-
se visualizar apenas a fluorescéncia basal da clorofila dispersa por todo o tecido do mesdfilo.
Entretanto, com 72 horas foi observada uma melhor fluorescéncia da DsRed nas células epidérmicas
do que nas células do mesdfilo (devido a grande quantidade de cloroplastos e, consequientemente,
de clorofila). A construgédo controle, portanto, apresentou uma 6tima taxa de expressao transiente
estando dispersa por toda a célula, como visto também para o controle GFP. Em relagdo as
construgdes das proteinas TDX, Cyp, Uev e Ubc13 de citros fusionadas a DsRed, obteve-se sucesso
na clonagem apenas com Cyp e Uev. Assim como para o controle melhor nivel de expresséao foi visto
nas células epidérmicas 72 horas apés a infiltracdo. Na Figura 34 pode-se verificar que tanto Cyp
quanto Uev estdo localizadas no nucleo das células epidérmicas.

- h
» Y
N
A
.
%

Figura 34: Fluorescéncia em Nicotiana benthamiana representando a localizagéo das proteinas Cyp e Uev no
nucleo de células epidérmicas. (A) e (B) pBl121-Cyp-DsRed; (C) pBl121-Uev-DsRed. Na sequéncia de trés
imagens: campo claro, emissdo da fluorescéncia da DsRed e coloragdo com DAPI. As setas, no campo claro,
indicam nucleos.
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4.6. Complementacao do Fenoétipo de Cepas Mutantes com Ubc13 e Uev de Citros

As cepas de levedura mutantes Aubc13 e AmmsZ2/uevia sao deficientes na ubiquitinacdo K63 e
com isso sao incapazes de crescer na presenca de metil metano sulfonato (MMS), uma vez que
estas cepas sdo deficientes em vias de reparo de DNA (Broomfield et al, 1998; Hofmann & Pickart,
1999). Para testar se as correspondentes proteinas de citros estdo também envolvidas no reparo de
DNA, as proteinas de citros Ubc13 e Uev foram expressas nos respectivos mutantes de levedura
Aubc13 e AmmsZ2/uevia. Os blots da Figura 35A mostram que estas proteinas de citros foram
expressas nas cepas mutantes de leveduras, e estao presentes mesmo na fragdo néo-induzida, que
corresponderia a expressao basal das células, visto que houve um longo periodo de crescimento das
culturas antes da indugdo com CuSO,. Na Figura 35B pode-se observar que a cepa selvagem
SUB62 cresce mesmo na presenca de MMS, uma vez que esta € ativa no reparo de DNA, porém as
cepas mutantes tiveram seu crescimento prejudicado em um gradiente de MMS, assim como era
esperado. Foi constatado também que as cepas mutantes Aubc13 e Amms2/uevia transformadas
com as proteinas de C. sinensis Ubc13 e Uev, respectivamente, tiveram seu crescimento
recuperado na presenca de MMS, indicando que estas proteinas estao envolvidas em vias de reparo
de DNA e assim poderiam ser homologos funcionais das proteinas Ubc13 e Uev de levedura.

Aubc13 + CsUbc13 Amms2 + CsUev
NI | ;s NI | pa

Aube13

(B) Aubc13+CsUbc13

| Amms2

~ Amms2 + CsUev

YPD YPD + 0,025% MMS

Figura 35: Proteinas de C. sinensis Ubc13 e Uev complementam funcionalmente mutantes de levedura
Aubc13 e Amms2/uev1a, respectivamente. Em (A) membrana incubada com Anti-GST, indicando a expressao
das proteinas GST-Ubc13 e GST-Uev (ambas com 43 kDa), presentes mesmo na fracdo ndo-induzida; (B)
placa controle e placa gradiente MMS crescidas em meio YPD por 24 horas em estufa 30C.

70



Tese de Doutorado

4.7. Expressao e Purificacao de Proteinas Recombinantes em S. cerevisiae

As proteinas de citros Ubc13 e Uev bem como PthAs 2 e 4 de Xac clonadas em vetor pYEX 4T-1,
ou seja, em fusdo com cauda de GST apresentaram um 6timo nivel de expressao tanto na cepa
selvagem SUBG62 quanto nas cepas mutantes Aubc13 e Amms2/uevia. Esta expressao pode ser
visualizada na Figura 36, referente aos géis de poliacrilamida 10% (Figuras 36A e 36B) e 8%
(Figuras 36C e 36D) com as amostras ndo-induzidas e induzidas com CuSQO,. A expressao de GST-
Ubc13 e GST-Uev foi confirmada com blots incubados com Anti-GST (Figuras 37A e 37B) e as
proteinas GST-PthA2 e GST-PthA4 foram confirmadas com blots incubados com Anti-PthA (Figuras
37C e 37D). Pode-se constatar que todas as proteinas estdo presentes mesmo nas fracées nao-
induzidas, o que corresponde a expressao basal das células, visto que houve um longo periodo de
crescimento das culturas antes da indugao com CuSOQO.,.

(B)

—

PM NI I NI I NI I PM NI I NI I NI 1

Figura 36: Expressao e inducao por CuSO, em sistema de levedura nas cepas SUB62 e mutantes Aubc13 e
Amms2/uevia de proteinas clonadas em pYEX 4T-1. (A) GST-Ubc13. A seta indica banda correspondente a
esta proteina com peso molecular de 43 kDa; (B) GST-Uev. Peso molecular de 43 kDa, indicado pela seta; (C)
GST-PthA2. A seta indica banda correspondente a esta proteina com peso molecular de 143 kDa e (D) GST-
PthA4 com 148 kDa. PM = marcador de peso molecular (Unstained Protein Molecular Weight Marker -
Fermentas); NI = amostras ndo induzidas; | = amostra induzida com CuSQ,. Canaletas 1 e 2 — SUB62; 3 e 4 -
Aubc13; 5 e 6 - Amms2/uevia.
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Anti-GST

Anti-PthA
(D)

Figura 37: Blots referentes a Expressao e Indugao por CuSO, em sistema de levedura nas cepas SUB62 e

mutantes Aubc13 e AmmsZ/uevia de proteinas clonadas em pYEX 4T-1. (A) GST-Ubc13 e (B) GST-Uey,
sendo ambos os blots incubados com anticorpo Anti-GST; (C) GST-PthA2 e (D) GST-PthA4, sendo ambos os

blots incubados com anticorpo Anti-PthA. NI = amostras ndo induzidas; | = amostra induzida com CuSO,.
Canaletas 1 e 2-SUB62;3 e 4 - Aubc13;5 e 6 - Amms2/uevia.

Na primeira tentativa de purificagdo dos PthAs 2 e 4 produzidos em sistema de levedura,
utilizando o reagente Y-Per e lyticase para lise das células, como descrito no item 3.7.3, ndo foram
obtidos bons resultados (Figuras 38A e 38B), uma vez que as proteinas estavam em grande parte
na fragdo insoluvel e, portanto, ndo se ligaram a resina. Uma estratégia que melhorou a lise e a
solubilidade das células foi 0 uso de lyticase e ciclos de congelamento/descongelamento. Porém, os
melhores resultados foram detectados com o acréscimo de glass beads (Figura 38C).
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Figura 38: Tentativas de Purificacdo em sistema de levedura na cepa SUB62 de proteinas PthAs clonadas em
pYEX 4T-1. (A) GST-PthA2; (B) GST-PthA4; (C) GST-PthA2 nas duas canaletas iniciais ap6s marcador de
peso molecular e GST-PthA4 nas duas Ultimas canaletas. NI = amostras nao induzidas; | = amostra induzida
com CuSQy; Sol = fragdo soluvel; P = fragao insoluvel (pellet); FT = Flow Through; Lav = Lavagem; El = Eluicao
e R = Resina.
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O fato das proteinas de citros Ubc13 e Uev complementarem mutantes de levedura deficientes em
vias de reparo de DNA sugere que PthA poderia ser ubiquitinado in vivo pelo complexo Ubc13-Uev
de levedura. Para testar esta hipétese PthAs 2 e 4 foram expressas em fusdo com cauda de GST na
cepa de levedura selvagem SUB62 e nas cepas mutantes Adubc13 e Amms2/uevia, como
mencionado acima. As proteinas purificadas correspondentes foram transferidas pra membrana de
PVDF e incubada com Anti-PthA para confirmar que PthAs 2 e 4 estavam sendo expressos na cepa
de levedura selvagem e nas cepas mutantes. Como observado na Figura 39A temos bandas
correspondentes a GST-PthA2 e GST-PthA4, indicando que o processo de purificacdo foi bem
sucedido e estas proteinas foram expressas em quantidades relativamente iguais tanto na cepa
selvagem quanto nas cepas mutantes. As mesmas amostras foram entdo transferidas para
membrana de PVDF e incubadas com Anti-Ubiquitina (Figura 39B) para verificar se os PthAs seriam
ubiquitinados in vivo (neste caso em leveduras). A presenca de bandas de menor peso molecular
detectadas tanto no blot marcado com Anti-PthA, quanto no blot marcado com Anti-Ubiquitina
indicam que PthAs sofreram degradacao nas células de levedura. Na membrana incubada com Anti-
Ubiquitina, foi detectada uma banda correspondente ao tamanho de GST-PthA2 na cepa selvagem
em relagdo aos mutantes e a GST-PthA4 como indicado pela seta, porém quando a membrana foi
incubada com o anticorpo monoclonal Anti-K63 nenhuma banda foi detectada (Figura 39C), o que
nos leva a acreditar que PthAs 2 e 4 ndo sofrem ubiquitinagao especifica K63.

PthA2 PthA4 PthA2 PthA4 PthA2 PthA4

Anti-PthA Anti-Ubiquitina Anti-K63
(A) (B) (C)

Figura 39: Blots referentes a Purificagdo em sistema de levedura das proteinas PthA2 e PthA4 clonadas em
pYEX 4T-1 (com aproximadamente 140 e 147 kDa, respectivamente) na cepa selvagem SUB62 (WT) e nas
cepas mutantes Aubc13 e Amms2/uevia. Em (A) membrana incubada com Anti-PthA; (B) membrana incubada
com Anti-Ubiquitina e (C) membrana incubada com Anti-K63. As bandas indicadas por setas no primeiro blot
correspondem ao tamanho esperado das proteinas GST-PthA2 e GST-PthA4 purificadas. Em todas as
canaletas foram aplicadas amostras correspondentes a proteinas que se ligaram a resina de GST.
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4.8. Ubiquitinacao em C. sinensis

Para testar se PthAs sao ubiquitinados in planta, epicétilos de Citrus da variedade "Hamlin" foram
transformados com PthA2, PthA4 ou controle GUS.

Na extracdo de proteinas de epicotilos de laranja doce transformados de forma transiente via
Agrobacterium, melhores resultados foram obtidos com um simples processo de extragao utilizando
tampao de amostra de SDS-PAGE como descrito no item 3.10. Sendo que se pode observar uma
grande quantidade de proteinas na fragao soluvel das amostras (Figura 40). Estas amostras foram
entado utilizadas para verificar se PthAs sao ubiquitinados in vivo (em Citrus), uma vez que nao foi
possivel detectar ubiquitinagdo destas proteinas em leveduras, como descrito no item anterior. Na
Figura 41A observamos que nenhuma banda foi detectada no controle GUS com o anticorpo Anti-
PthA, de acordo com o esperado, e neste mesmo blot observa-se também que PthAs 2 e 4 foram
fortemente expressos em epicotilos de citros, de tal forma que a expressao transiente foi satisfatéria.

Figura 40: Gel de poliacrilamida 8% representando a Extracdo de proteinas de epicétilos de Citrus "Hamlin®
transformados com pBI121-PthA2, pBI121-PthA4 ou controle pB121-GUS. Sol = fragdo soluvel; P = fragao
insoltvel. Canaletas 1 e 2 - pB121-GUS; 3 e 4 - pBI121-PthA2; 5 e 6 - pBl121-PthA4.

Porém, ndo foram encontradas bandas correspondentes a PthAs nos blots com Anti-K63 (Figura
41B), Anti-Ubiquitina (Figura 41C) e nem Anti-SUMO (Figura 41D), indicando que PthAs nao sofrem
ubiquitinagdo especifica K-63 in vivo e nem mesmo sumoilagdo, que poderia ser uma outra
possibilidade de modificagdo p6s-traducional.

Foram detectadas bandas extras no blot com anticorpo ubiquitina especifico Anti-K63, as quais
estdo presentes em células de citros transformadas com GUS, mas nao nas amostras transformadas
com PthAs (Figura 41B), o que nos levou a supor que PthAs poderiam inibir ubiquitinagédo K63.
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Figura 41: Blots referentes & Expressédo Transiente de PthA2, PthA4 e controle GUS via transformagéo por
Agrobacterium em epicétilos de Citrus "Hamlin’. Membranas incubadas com (A) Anti-PthA; (B) Anti-K63; (C)
Anti-Ubiquitina e (D) Anti-SUMO. As setas em (A) indicam bandas correspondentes as proteinas PthA2 e
PthA4 sendo expressas fortemente em Citrus. Nos demais blots ndo foram detectadas bandas
correspondentes a PthAs.

4.9. PthAs X Mecanismos de Reparo no DNA

Para verificar a hipétese de que PthAs poderiam inibir ubiquitinagcdo K63, utilizou-se a cepa de
levedura selvagem SUB62 expressando PthA2 ou PthA4 para testar a habilidade destas constru¢des
de crescerem na presenga do agente alquilante MMS, que induz dano no DNA. Na Figura 42A
observou-se que PthAs, na presenca deste agente, inibiram significativamente o crescimento de
células de leveduras normais. Houve ainda um efeito negativo mais pronunciado na expressao de
PthA2 sobre o reparo no DNA do que quando PthA4 foi expresso, embora os niveis intracelulares de
PthA4 foram mais elevados em comparagdo com PthA2 (Figura 42B). Na Figura 42C, com o
anticorpo Anti-Ubiquitina geral pode-se notar uma perda de bandas na amostra de levedura
expressando PthA2, comparado com o controle GUS e PthA4. Esta inibicao preferencial de PthA2
pela ubiquitinagdo K63 estaria de acordo com nossa observacdao de que PthA2 interage
preferencialmente com Ubc13/Uev em ensaios in vivo e in vitro descritos no item 4.1. Com as
mesmas amostras foi feito também blot com o anticorpo ubiquitina especifico Anti-K63, porém nao
foram detectadas bandas. Estes dados entdao indicam que preferencialmente PthA2 inibe

ubiquitinagdo K63 requerida em vias de reparo ao dano no DNA.
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Figura 42: (A) Cepa selvagem de levedura SUB62 e SUB62 expressando separadamente PthAs 2 e 4,
crescidas em meio YPD (controle) e YPD + gradiente de MMS. As placas foram incubadas por 24 horas em
estufa 30C; (B) Blot com anticorpo Anti-PthA confirmando a expressao de PthAs em células de levedura; (C)
Blot com anticorpo Anti-Ubiquitina das amostras de PthAs e do controle expressos na cepa selvagem de
levedura SUB62.

4.10. Localizacao de PthAs em Leveduras

Para visualizagao dos PthAs por Microscopia de Fluorescéncia o melhor procedimento encontrado
foi utilizando as cepas de leveduras frescas logo apéds indugdo por CuSO, e fixadas com
glutaraldeido e Triton X-100. Neste experimento pode-se notar que PthA2 apresentou uma
distribuicdo mais dispersa, estando presente tanto no ndcleo quanto no citoplasma das células,
enquanto PthA4 foi observado principalmente no nudcleo. Além disso, ndo foram verificadas
diferencas na distribuicdo dos PthAs entre a cepa selvagem de levedura SUB62 (Figura 43A) e as
cepas mutantes Aubc13 (Figura 43B) e A4mms2/uevia (Figura 43C). Uma vez que acreditavamos
que a auséncia das proteinas Ubc13 e Uev e, portanto, a auséncia de ubiquitinacdo K63 poderia
alterar a localizacao dos PthAs nas células.
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Figura 41: Imagens de Microscopia de Fluorescéncia representando PthA2-GFP e PthA4-GFP expressos nas
cepas de levedura SUB62 e nas cepas mutantes Aubc13 e AmmsZ/uevia. (A) cepa selvagem SUB62; (B)
cepa mutante Aubc13 e (C) cepa mutante Amms2/uevia. Corante DAPI foi utilizado para marcagao de nucleos.
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4.11. Co-Imunoprecipitacao de PthA em C. sinensis

Para os ensaios de co-imunoprecipitacdo em citros inicialmente foram realizados testes para
obtencdo de um bom protocolo para extragdo de proteinas de folhas de laranja doce. Os melhores
resultados foram obtidos com um simples processo de maceragao das folhas com N, liquido (Figura
44A). Com este protocolo obteve-se uma quantidade bem maior de proteinas na forma soluvel
comparado com o protocolo utilizando o kit de Extracdo de Proteinas Totais de Plantas (Figura 44B).
Como descrito no item 3.12 a fragdo de proteinas sollveis foi incubada com Anti-PthA ou soro pré-
imune (Controle) e Proteina A Sepharose, além de um controle negativo (agua infiltrada) incubado
com anticorpo Anti-PthA e Proteina A Sepharose. As amostras foram resolvidas em gel de
poliacrilamida (Figuras 45 e Figura 46A) e blotadas com os anticorpos Anti-PthA (Figura 46B) e
Anti-Ubiquitina (Figura 46C). Tanto no gel quanto nos blots, as duas maiores bandas evidentes
correspondem as cadeias leve e pesada da Imunoglobulina G e nao foram detectadas bandas
correspondentes a PthAs nem com Anti-PthA e nem com Anti-Ubiquitina, além disso ndo foram
observadas diferengas entre a condicdo Xac + Anti-PthA em relagcdo aos controles Xac + anticorpo

pré-imune e agua + Anti-PthA.
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Figura 44: Géis de poliacrilamida 10% representando a Extracao de proteinas de folhas de Citrus "Hamlin® (A)
simples protocolo de maceragdo com N liquido e (B) utilizando kit de Extragao de Proteinas Totais (Sigma). Em
(A) Sol = fragédo solluvel e P = fragdo insolivel e em (B) Canaleta 1 — amostra de proteinas hidrofilicas; 2 —
amostra de proteinas hidrofébicas; 3 — amostra de proteinas insolUveis.
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Figura 45: Géis de poliacrilamida 10% representando os Ensaios de Co-Imunoprecipitacdo em folhas de
laranja doce infiltradas com suspensao de Xac. (A) suspensdo de Xac incubada com anticorpo Anti-PthA; (B)
Controles - suspenséo de Xac incubada com anticorpo pré-imune e 4gua incubado com anticorpo Anti-PthA. XS
= suspensdo de Xac; XH = suspensdo de Xac solavel; FT = Flow-Through; L1 = primeira lavagem; L4 = Ultima
lavagem e R = resina.
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Figura 46: Ensaios de Co-Imunoprecipitagdo em folhas de laranja doce infiliradas com suspensao de Xac. (A)
Gel de poliacrilamida 10% SDS-PAGE representando um destes ensaios com controles de PthAs 2 e 4 com
cauda de Histidina purificados de bactérias; (B) Blot com anticorpo Anti-PthA e (C) Blot com anticorpo Anti-
Ubiquitina. Canaletas 1 e 2 — Controles PthAs 2 e 4 purificados de E. coli, respectivamente; Canaleta 3 —
suspensao de Xac incubada com anticorpo Anti-PthA; Canaleta 4 — suspensao de Xac incubada com anticorpo
pré-imune e Canaleta 5 — Controle negativo de agua incubado com anticorpo Anti-PthA.
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4.12. Obtencao de Proteinas Recombinantes para Producao de Anticorpos

e Cypem pET28a

A proteina Cyp com cauda de Histidina apresentou um bom nivel de expressao a 37<C ( Figura
47A). Pode-se observar uma boa quantidade de proteina na fracao soluvel, a qual foi utilizada para
purificagdo por Afinidade em resina de niquel com o sistema FPLC. A proteina foi eluida com quase
100% de tampéao B, nas aliquotas de B12 a C1 indicadas na Figura 47B. Como a purificagao por
afinidade teve um bom resultado e as amostras eluidas apresentaram um bom grau de pureza nao
foram necessarios passos adicionais de purificagcdo. Portanto, as aliquotas destacadas por um
retdngulo na Figura 47B foram dialisadas para remog¢ao do imidazol do tampao de eluicdo e entao,
concentradas e dialisadas como descrito no item 3.13. A amostra final apos didlise e concentragao
para 1 mg/mL esta indicada na Figura 47C, sendo que a mesma foi liofilizada e enviada para
produgdo de anticorpos.
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Figura 47: Géis de poliacrilamida 13% SDS-PAGE representando a Expressao e Purificacdo por Afinidade em
resina de niquel da proteina Cyp com cauda de Histidina (A); (B) Expresséao e Purificacao; (C) Amostra final da
proteina dialisada e concentrada. A seta indica a proteina 6xHis-Cyp com peso molecular de 20 kDa. PM =
marcador de peso molecular; NI = amostra ndo-induzida; I3h = amostra com 3 horas de indugéo; Sol = amostra
sollvel; P = amostra insoluvel; FT = Flow Through; Lav = lavagem e A7 a C1 = fragdes da eluigdo. Retangulo
destacado em (B) indicam as fra¢6es da eluigao utilizadas.
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e UevempET28a

A proteina Uev com cauda de Histidina foi bem expressa a 37C e o protocolo empregado
produziu uma quantidade suficiente de proteinas na forma soluvel (Figura 48A). O extrato soluvel foi
submetido a purificagcao por Afinidade em resina de niquel no sistema FPLC e foi obtida, na eluigéo,
uma quantidade razoavel de proteina com um étimo grau de pureza (Figura 48B). No grafico da
Figura 48D ha um pico no qual a proteina foi eluida com quase 100% de tampao B. As amostras
correspondentes a este pico podem ser observadas na Figura 48B. Algumas aliquotas da eluicao
foram dialisadas e concentradas para 1 mg/mL. O resultado final da amostra que em seguida foi
liofilizada e enviada para produgéo de anticorpos esta indicada na Figura 48C.

(A) (B) (C)

{1

P
-— .'- '
>
PM NI 13h Sol P FT Lav PM B8 B9 B10 Bll Bl12 B13 Bl14 BI15 PM Uev

(D)

Figura 48: Géis de poliacrilamida 13% SDS-PAGE representando a Expressao e Purificacdo por Afinidade em
resina de niquel da proteina Uev com cauda de Histidina (A); (B) Expresséao e Purificacao; (C) Amostra final da
proteina dialisada e concentrada e (D) Grafico da Purificagdo gerado pelo sistema FPLC. A seta indica a
proteina 6xHis-Uev com peso molecular de 18 kDa. PM = marcador de peso molecular; NI = amostra ndo-
induzida; 13h = amostra com 3 horas de indugédo; Sol = amostra sollvel; P = amostra insoltuvel; FT = Flow
Through; Lav = lavagem e B8 a B15 = fra¢6es da eluigéo.
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e Ubc13 em pGEX4T-1

Diversos testes foram realizados com o intuito de utilizar a construgdo da proteina Ubc13 com
cauda de Histidina em pET28a, porém nenhum deles foi satisfatorio, visto que esta proteina expressa
muito pouco neste vetor e se liga de forma inespecifica na resina de niquel, sendo eluida com uma
série de contaminantes, apesar de haver um pico bem definido no grafico gerado pelo programa do
sistema FPLC. A presenca de contaminantes nas fragdes eluidas acabou inviabilizando a utilizagao
destas amostras para producdo de anticorpos e, desta forma, optamos por trabalhar com a
construgdo com cauda de GST em pGEX4T-1. O nivel de expressao da proteina foi melhor nesta
construgao, assim como a quantidade de proteina na fragao sollvel do extrato (Figura 49A). Apesar
da proteina ter sido eluida juntamente com alguns contaminantes (Figura 49B), a quantidade de
proteina purificada foi bem maior quando comparada a quantidade de contaminantes, diferentemente
do que foi verificado para a construgao com cauda de Histidina. As aliquotas da eluicdo destacadas
no retangulo da Figura 49B foram dialisadas, concentradas, liofilizadas e enviadas para obtengao de
anticorpos.
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Figura 49: Géis de poliacrilamida 10%SDS-PAGE representando a Expressao e Purificagdo por Afinidade em
resina de GST da proteina Ubc13 em pGEX4T-1. (A); (B) Expressao e Purificagao e (C) Grafico da Purificacdo
gerado pelo sistema FPLC. A seta indica a proteina GST-Ubc13 com peso molecular de 43 kDa. PM =
marcador de peso molecular; NI = amostra ndo-induzida; I83h = amostra com 3 horas de indugdo; Sol = amostra
soluvel; P = amostra insoluvel; FT = Flow Through; Lav = lavagem e A1 a A9 = fragbes da eluicdo. Retangulo
destacado em (B) indicam as fragdes da elui¢cdo utilizadas.
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4.13. Complementacao do Fenodtipo de Cepas Mutantes com Cyp de Citros

De acordo com Arévalo-Rodriguez & Heitman (2005) a proteina CypA, conservada em leveduras,
normalmente atua no nucleo das células no controle da esporulagéo e é codificada pelo gene CPR1.
Foi reportado também que Cpr1 se torna essencial em células que tenham a funcdo da proteina
Ess1 comprometida e, nestes casos, a superexpressdo de Cpr1 suprime as mutacdes de AessT,
sugerindo uma sobreposicao funcional entre essas duas prolil-isomerases nao relacionadas e
proporcionando assim evidéncia de que a atividade enzimatica de CypA de levedura é importante
para a funcgao biol6gica. A proteina Cyp de citros apresenta 70% de identidade de seqiiéncia com a
proteina Cpr1 de levedura (Figura 50). Tendo em vista a elevada identidade entre estas proteinas
decidimos testar se a Cyp de citros seria capaz de complementar o fenétipo de cepas de levedura
mutantes em Cpri1 ou Essi. As cepas mutantes Aess? (H164R) e Acpri/Acpr1 (33513) foram
gentilmente cedidas por Steven Hanes (Wu et al., 2000) e Joseph Heitman (Arévalo-Rodriguez &
Heitman, 2005), respectivamente. Procedemos, entdo, para as transformagdes destas cepas com
Cyp fusionada a GST (no vetor pYEX 4T-1) ou com o vetor vazio (controle negativo), como descrito

no item 3.8.
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Figura 50: Alinhamento de seqiiéncias de aminoacidos da proteina Cyp de C.sinensis com a proteina ScCPR1
mostrando a identidade de seqiiéncia entre elas. Alinhamento realizado com o programa MultAlin (Corpet,
1988).

Na Figura 51A pode-se constatar que a proteina Cyp de citros foi expressa no mutante Cpri,
estando presente mesmo na fragdo nao-induzida, como também foi visto para Uev e Ubc13 neste
mesmo sistema de expressdo que emprega um promotor induzido por cobre. Células induzidas
expressando GST-Cyp ou GST (controle) foram entdo crescidas em meio de pré-esporulacdo e, em
seguida, transferidas para um meio de esporulacdo. Contagens de células em processo de
esporulacao (Figura 51B) foram feitas apartir do terceiro dia apds transferéncia para o meio de
esporulacdo. As contagens foram realizadas em 20 campos de imagem, em microscépio, para cada
uma das seguintes condi¢des [33513 — cepa mutante ndo transformada; 33513 + pYEX vazio (GST)
e 33513 + pYEX-Cyp (GST-Cyp)]. As médias dessas contagens ao longo do tempo bem como o erro
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padrao associado estdo indicadas no grafico da Figura 51C. Analisando este grafico observa-se que
Cyp de citros foi capaz de substituir a funcdo da proteina Cpr1 de levedura no processo de
esporulacao, visto que a porcentagem de ascos foi bem maior nas células complementadas com
GST-Cyp de citros, comparadas com as células nao transformadas e com o controle GST. Nota-se
também que mesmo células de leveduras mutantes em CypA (Acpri/Acpri1 - 33513) sdo ainda
capazes de passar por processo de esporulacdo em niveis reduzidos, indicando que CypA é
importante para a esporulacdo, mas nao estritamente essencial, como j& havia sido reportado
anteriormente (Arévalo-Rodriguez & Heitman, 2005). Esses dados indicam que Cyp de citros poderia
ter a mesma fungéo de Cpr1 de leveduras.
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Figura 51: (A) Cepa mutante de levedura 33513 (Acpri/Acpr1) expressando a proteina Cyp de C. sinensis em
fusdo com cauda de GST. Proteinas foram induzidas com 0,5 mM de CuSo, por 2 horas e blotadas com
anticorpo Anti-GST. Amostras ndo-induzidas (NI) e induzidas (l) sdo mostradas; (B) Leveduras em processo de
esporulacdo 120 horas apds incubacdo em meio apropriado estao indicadas por circulos; (C) Cyp de citros
complementou cepas de levedura mutantes Acpri/Acpri deficientes no processo de esporulacdo. A
esporulagéo foi medida ao longo do tempo apds transferéncia para um meio de esporulagéo e representada
como a porcentagem de ascos em relacdo ao numero total de células para a cepa mutante 33513 néao
transformada (em preto), 33513 transformada com pYEX vazio (em azul) e 33513 transformada com pYEX-Cyp
(em vermelho). 33513 nao transformada e 33513 transformada com pYEX vazio representam os controles.
Barras de erro padrdo séo indicados para os tempos de 120 e 144 horas.

CypA também interage com Ess1, uma prolil-isomerase envolvida no remodelamento de
cromatina e no processo de transcricao através da isomerizagao de prolinas do C-terminal (CTD) da
RNA polimerase Il (Hani et al., 1999; Wu et al., 2000; Krishnamurthy et al., 2009). A ligacdo de Ess1,
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altera sua estrutura para promover a ligacao ou dissociagao de proteinas que interagem com CTD e
funcionam na transcrigdo e no processamento de mRNA (Wu et al., 2000). Além disso, a atividade
de Ess1 é afetada por uma ubiquitina E3 ligase que promove ubiquitinagdo K63 e na degradacao de
RNA polimerase Il (Wu et al., 2001; Somesh et al., 2007). Ess1 consiste, portanto, num forte link
entre PPlases e a maquinaria transcricional. Tendo por base estes dados testamos se a Cyp de
citros seria capaz também de complementar a fungao da proteina Ess1 de levedura.

O blot da Figura 52A indica que a proteina GST-Cyp de citros transformada na cepa mutante de
levedura para Ess1 (H164R) estd sendo expressa mesmo na fragdo ndo induzida do extrato de
células. A cepa mutante H164R tem dois dos trés residuos cataliticos de PPlases substituidos,
porém estas substituicbes ndo alteram a atividade mitética em temperaturas permissivas, assim,
esses mutantes sao capazes de crescer a 21C, mas nao a 37C. Na Figura 52B pode-se notar que
a expressao de Cyp de citros foi capaz de recuperar o crescimento de mutantes Aess? na
temperatura ndo-permissiva de 37<C. Este resultado sugere que Cyp de citros poderia desempenhar
funcdes semelhantes as de Ess1 de levedura na maquinaria transcricional, através da isomerizagao
de prolinas do CTD da RNA pol II.
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Figura 52: (A) Western blot marcado com anticorpo Anti-GST indicando a expressao da proteina GST-Cyp na
cepa mutante de levedura H164R (Aess1). Amostras ndo-induzidas (NI) e induzidas (I) sdo mostradas; (B)
Crescimento da cepa de levedura selvagem W303-1A (WT), da cepa mutante H164R nao transformada e das
cepas mutantes transformadas com GST-Cyp ou com GST (controle — pYEX vazio) em temperaturas
permissiva (21C) e ndo-permissiva (37C). Células foram crescidas até a fase logaritmica em meio YPD e
diluigbes seriadas foram plaqueadas e incubadas por 24 horas em estufa nas temperaturas indicadas. Extratos
de células expressando WT e células com o gene Ess1 deletado (H164R) também serviram como controles.
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4.14. Co-Imunoprecipitacao de PthA de Xac por Cyp de C. sinensis

Inicialmente foram realizados testes para estabelecer a titulacao e verificar a especificidade dos
anticorpos produzidos e, ainda, se haveria reacao cruzada com proteinas enddégenas de leveduras e
de citros. Os anticorpos obtidos, Anti-Cyp, Anti-Uev e Anti-Ubc13, foram especificos e marcaram as
correspondentes proteinas recombinantes purificadas de E. coli. Nos trés anticorpos em questéao,
titulos de 1:1000 a 1:3000 foram suficientes para a detecgéo. Porém, o anticorpo Anti-Cyp foi o Unico
capaz de fazer reacéo cruzada com proteinas endégenas de citros, enquanto Anti-Uev e Anti-Ubc13
falharam no reconhecimento de proteinas enddgenas, tanto de leveduras quanto de citros (Figura
53).

Anti-Ubc13

Figura 53: Blots marcados com os anticorpos Anti-Cyp, Anti-Uev e Anti-Ubc13 para verificar se os anticorpos
produzidos reconhecem as correspondentes proteinas endégenas em leveduras e em citros. Canaleta 1 —
proteina recombinante purificada de E. coli; Canaleta 2 — extrato lisado de levedura da cepa selvagem SUB62;
Canaleta 3 - lisados celulares de epicétilos de citros expressando GUS; Canaleta 4 - lisados celulares de
epicotilos de citros expressando PthA2. Peso Molecular das proteinas Cyp e Uev com cauda 6xHis e de Ubc13
com cauda GST sao indicados a esquerda.

A técnica de Co-Imunoprecipitagdo foi empregada com o objetivo de confirmar a interacdo das
proteinas de citros com PthA de Xac in vivo (in planta), gerando assim uma maior confiabilidade na
descricdo das interagbes detectadas. Para tal, epicotilos de laranja doce expressando
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transientemente PthA2 foram lisados em tampao apropriado como descrito no item 3.14 e procedeu-
se a incubagao do extrato proteico com cada um dos anticorpos mencionados acima separadamente
ou com o respectivo anticorpo pré-imune (controles) e Proteina A Sepharose. As amostras foram
imunoblotadas com Anti-PthA e com Anti-Cyp, Anti-Uev ou Anti-Ubc13. No caso da incubagcao com
Anti-Uev e Anti-Ubc13 nada foi detectado nos blots marcados com Anti-PthA, entretanto encontrou-
se um resultado positivo para a incubagcao com Anti-Cyp (Figura 54). Nesta figura pode-se notar que
PthA de Xac foi co-imunoprecipitada por Cyp de citros.

14 - Anti-PthA

Anti-Cyp

1 2 3

Figura 54: Lisados celulares de epicétilos de citros expressando transientemente PthA2 imumoprecipitados
com Anti-Cyp (canaleta 2) ou com soro pré-imune (canaleta 3 - controle) e imunoblotados com os anticorpos
Anti-PthA e Anti-Cyp. Na canaleta 1 esta indicada a amostra de entrada (input) — extrato proteico incubado com
Anti-Cyp, porém antes da incubag¢do com Proteina A Sepharose.
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4.15. Preparacao de Amostras para SAXS

Para os experimentos de SAXS foi utilizada a constru¢gdo PthA-RD2 com cauda de Histidina. Esta
proteina apresentou bom nivel de expressao a 25T s endo que maior parte da proteina foi obtida na
parte soluvel do extrato de E.coli (Figura 55A). O processo de purificacao foi bem sucedido e grande
quantidade de proteina foi eluida, como pode ser visto na Figura 55B, porém na eluicado também foi
detectada a presenca de contaminantes que se ligaram de forma inespecifica na resina. Analisando
o grafico da Figura 55C pode-se notar que o volume de lavagem foi pequeno e que os
contaminantes poderiam ter sido eliminados caso a lavagem fosse maior, de tal forma que o valor de
mAU decaisse até proximo ao zero, ou ainda, no primeiro pico do grafico poderia ter sido dado um
hold, até que o valor de mAU decaisse proximo ao zero, e pudesse haver uma melhor separagao
entre a amostra desejada e os contaminantes. Foi realizado um passo de Gel Filtracdo apés a
purificacao por Afinidade.
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Figura 55: Géis de poliacrilamida 10% SDS-PAGE representando a Expressao e Purificagdo por Afinidade em
resina de niquel da proteina PthA-RD2 em pET28a. (A); (B) Expressdao e Purificacdo e (C) Grafico da
Purificagdo gerado pelo sistema FPLC. A seta indica a proteina 6xHis- PthA-RD2 com peso molecular de 59
kDa. PM = marcador de peso molecular; NI = amostra ndo-induzida; 13h = amostra com 3 horas de indugéo;
Sol = amostra solavel; P = amostra insolavel; FT = Flow Through; Lav = lavagem e A14 a F7 = fragdes da
eluicao.
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Diversas tentativas foram realizadas para a etapa de Gel Filtragdo no processo de Purificagao,
nas quais varios picos sao observados durante a eluicdo da amostra, porém em nenhum deles a
eluicao da proteina em questao foi satisfatoria.

Como descrito no item 3.16.1 para tentar melhorar a qualidade das amostras para a coleta de
SAXS foi realizado ainda uma etapa de Troca Anibnica. Para tal foi utilizada uma aliquota
proveniente de Purificagcdo por Afinidade e dialisada. Entretanto, o resultado encontrado também néo
foi bom, visto que esta etapa apenas diluiu a amostra inicial de entrada e nao houve separagao das
bandas correspondentes aos contaminantes.

Desta forma, as melhores amostras obtidas e utilizadas na coleta de dados de SAXS estédo
representadas na Figura 56A. Amostras estas provenientes de purificagdo por Afinidade e Gel
Filtracdo, purificada apenas por Afinidade, purificada por Afinidade e dialisada, purificada por
Afinidade, dialisada e concentrada ou purificadas por Afinidade, Gel Filtracdo e concentradas. O
melhor conjunto de dados da coleta foi obtido com a amostra purificada apenas por Afinidade e
dialisada para remocado do imidazol do tampéao de eluigdo. Na Figura 56B esta indicado o DLS
proveniente desta amostra, no qual a polidispersividade esta dentro da faixa considerada como uma
amostra monodispersa (abaixo de 20%) e o peso molecular estimado, préximo do valor real da
proteina. Analise dos dados de SAXS foi realizada em colabora¢cdo com Dr. Mario T. Murakami do
Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio).
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Figura 56: (A) Gel de poliacrilamida 10% SDS-PAGE representando as amostras utilizadas na coleta de dados
de SAXS. (B) DLS para a amostra que resultou no melhor conjunto de dados para coleta de SAXS. A seta
indica a proteina 6xHis-PthA-RD2 com peso molecular de 59 kDa. 1 - amostra purificada por Afinidade e Gel
Filtracdo; 2 - purificada apenas por Afinidade; 3 - purificada por Afinidade e dialisada; 4 - purificada por
Afinidade, dialisada e concentrada; 5 e 6 - purificadas por Afinidade, Gel Filtragao e concentradas.
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5. CONCLUSOES
De acordo com os objetivos propostos para este trabalho foram descritas novas e diferenciais
interacdes das variantes de PthA de Xac com as proteinas de citros Cyp, TDX e o par Ubc13-Uev.

® As 4 variantes de PthA de Xac exibiram 2 padrbes distintos de interacao: PthA2 e PthA3
(15,5 repeticdes no dominio central) interagem com todas as proteinas de Citrus sinensis analisadas
(a-importina, TDX, Cyp, Uev e Ubc13), tanto in vivo quanto in vitro; enquanto que as interacées com
as variantes 1 e 4 de PthA (16,5 e 17,5 repeticdes, respectivamente) sdo mais fracas ou ndo ha
interacao;

e As variantes de PthA de 15,5 repeticdes formam homo e heterodimeros, enquanto as
variantes maiores, 16,5 e 17,5 repeticdes ndo sdo capazes de formar heterodimeros. Neste caso, a
especificidade das interagdes é mediada pelo dominio central da proteina;

e A presenca de 5,5 repeticoes do dominio central de PthA foi essencial para interacdo com
todas as proteinas de citros testadas, o que indica que a regido central de PthA seja a responsavel
por mediar as interagées com as proteinas de citros TDX, Cyp, Uev e Ubc13. Portanto, os resultados
obtidos até agora indicam que a regido repetitiva de PthA pode ndo ser apenas critica para o
reconhecimento de seqiiéncias promotoras alvo de citros, como esperado, considerando o papel
desempenhado por AvrBs3, mas parece também desempenhar um importante papel na interacao
com proteinas do hospedeiro;

e A regido do LRR de PthA, adjacente ao NLS, é suficiente para promover interagdo com a

proteina a-importina;

e PthAs de Xac e as proteinas de citros Cyp e Uev possuem localizagdo nuclear em células
epidérmicas de Nicotiana benthamiana;

¢ PthAs induzem HR em plantas de tabaco, de tal forma que PthA poderia ser reconhecida
pelo sistema de resisténcia desta planta, mediado por proteinas R, reforcando a existéncia de uma
interacao planta-patégeno incompativel neste caso;

* As proteinas de citros TDX, Cyp, Uev e Ubc13 interagem entre si e podem fazer parte de um
possivel complexo juntamente com PthAs de Xac;

e Cyp de citros € uma ciclofilina classica, ou seja, possui atividade de PPlase e ¢ inibida por
Ciclosporina A;

e PthA e CsA competem pela ligacdo ao sitio ativo de Cyp e ao contrario do que se acreditava
PthA nao é alvo de Cyp, mas sim inibe sua atividade;
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¢ Cyp de citros complementou funcionalmente mutantes de leveduras Cpri e Ess1 envolvidos
na maquinaria transcricional, indicando que a proteina de citros poderia exercer um papel

semelhante;

e PthA de Xac foi co-imunoprecipitado com Anti-Cyp em epicétilos de citros, confirmando os

ensaios de interagdo em leveduras e in Vvitro;

¢ Analises da expressao génica de PthA na presenga do inibidor de Cyp, CsA, estdao sendo
realizadas para investigar um possivel papel de Cyp de citros na transcricao dependente de PthA;

e Ubc13 de citros interage, in vivo e in vitro, com Uev e apenas com a variante 2 de PthA, mas
nao com a variante 4, o que indica que o numero de repeticées no dominio central de PthA afeta seu
perfil de interacao, de tal forma que PthA2, mas ndao PthA4, poderia ser alvo da ubiquitinacao K63;

e Ubc13 e Uev de citros complementaram funcionalmente as cepas mutantes de leveduras
Aubc13 e Amms2/uevia, respectivamente, indicando que estas proteinas poderiam ser homologos
funcionais das proteinas Ubc13 e Uev de levedura e assim, estariam envolvidas em vias de reparo
de DNA;

¢ Dados de Ubiquitinacao in vivo (em leveduras e em citros) nos leva a acreditar que PthAs 2
e 4 nao sofrem ubiquitinacao especifica K63, sendo que preferencialmente PthA2 inibe ubiquitinacao
K63 requerida para o reparo no DNA;

e Por meio de ensaios de fluorescéncia em N. benthamiana foi visto que a auséncia de
ubiquitinagdo K63 (cepas mutantes de leveduras) nao altera a localizagdo dos PthAs nas células e,
portanto, ndo € dependente do complexo Ubc13-Uev;

e (Os dados obtidos apontam para um modelo em que PthAs deveriam inibir a atividade de
um complexo de proteinas de citros associado com reparo ao dano no DNA;

e PthAs poderiam inibir também a ubiquitinacdo K63 do CTD da RNA pol Il e ao mesmo
tempo favorecer a agdo de Cyp para aumentar as taxas de iniciagdo e terminagdo da transcri¢ao.
Esta idéia esta de acordo com o papel esperado para PthAs como ativadores transcricionais e é
suportada pelo fato que ambas as proteinas de citros Cyp e Uev foram identificadas no ndcleo.

De forma geral, nossos dados permitem concluir que PthAs de X. citri, funcionam como fatores de
transcricdo em citros, porém, ndo devem atuar de forma isolada e sim necessitam da atividade de
outras proteinas da célula hospedeira para promoverem uma a¢ao como ativadores transcricionais.
Nossos dados sugerem que pelo menos PthAs 2 e 3 modulam a transcri¢éo alterando a atividade da
RNA polimerase |l pela inibicdo de proteinas acessorias da maquinaria transcricional.
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The Xanthomonas citri effector protein PthA interacts with citrus
proteins involved in nuclear transport, protein folding and
ubiquitination associated with DNA repair
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SUMMARY

Xanthomonas axonopodis py. oitn utilizes the type 11 effector
protein. Ptha to modulate host transcription o promote citrus
canker, PthA proteins beleng to the AvrBs3/Ptha family and camy
a domain comprising tandem repeats of 34 amino acids that
mediates protein—protein and probein-DNA interactions. We
show here that variants of Pthas from a single bacterial strain
loralize to the nucleus of plant celis and form homo- and het-
erodimers through the association of their repeat regions. We
hypothesize that the PthA varants might also interact with
distinct host targets. Here, in addition to the interaction with
o-importin, known to mediate the nuclear import of AvrBs3, wea
describe new interactions of PthAs with citrus proteins involed
in protein folding and K&3-linked wbiguitination. Pthas 2 and 3
preferentially interact with a citrus cyclophilin {Cyp) and with
TDX, a tetratricopeptide domain-containing thioredoxin. In addi-
tion, Pthas 2 and 3, but not 1 and 4, interact with the ubiguitin-
conjugating enzyme complex formed by Ubc13 and ubiguitin-
conjugating enzyme wvariant (Uev), reguired for K63-linked
ubiguitination and DNA repair We show that Cyp, TDX and Uev
interact with each other, and that Cyp and Uev localize to the
nucleus of plant cells. Furthermore, the citrus Ubc13 and Uav
proteins complement the DMA repair phenotype of the yeast
Anbc?3 and Amms2iuevla mutants, strongly indicating that
they are also imvolved in K&3-linked ubiguitination and DNA
repair. Motably, Pthi 2 affects the growth of yeast cells in the
presence of a DMA damage agent, sugoesting that it mhibits
K63-linked ubiguitination reguired for DNA repair.
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INTRODUCTION

Citrus canker, caused by the bacterial pathogen Xanthomonas
axonopodis pv. atn, is characterized by watersoaked eruptions
and pustule formation on the surface of the host plant {Brunings
and Gabrel, 2003). Although it is known that canker lesions
result from the intense division and expansion of the host cells at
tha site of infection, the molecular events leading to cell hyper
trophy and hyperplasia are not fully comprehended. Previous
studies have shown that X. awonopodis pv. ot infection
changes the transcription of a large set of host genes associated
with cell division and expansion, induding genes involved in
ribosome biogenesis, cell wall remodelfing, vesicle wrafficking,
and the synthesis and mobilization of auxin and gibberellin
(Cemadas et al,, 2008). The exprassion of the cell wall remodel-
ling genes, & well as those involved in the synthesis and mobi-
lzation of awxin and gibberellin, was shown to be simiarly
reqgulated by auxin and gibberellin, indicating that X. axonopoadlis
pv. aitn changes the active comtents of baoth hormones to
promote cell division and enlargement {Camadas and Benedetti,
2009). Indeed, it was found that both auxin and gibberellin are
required for canker development and that polar transport of
auxin and vesice trafficking mediate this process {Cemadas and
Benedatt, 2009; Carnadas ot &l., 2008).

The transcriptional changes associated with the growth and
expansion of citrus cells in response to X. axonopodis pv. oitn
infection are thought to be triggered by the Type N effector
pratein Ptha. Pthé is recognized as the major detarminant of X.
axonopodis pv. atr pathogenicity (Al-5aadi ot al,, 2007; Brun-
ings and Gabriel, 2003). This protain is required for pathogen
growth and canker elicitation, and is sufficient to promiote yper-
trophy and hyparplasia im citrus (Duan et al., 1999; Swarup at al.,
1991, 1992). PthaA belongs to the AvrBs3/Ptha protein family.
Membears of this family, also known as transcription activator-like
{TAL) effectors, are translocated by the Type NIl sacretion systom
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and function as transcriptional activators in the host (Kay
at al., 2007; Romer ot &, 2007; Sugio ot al., 2007; Yang of &,
2006},

Ona of the most surprising features of AvrBs3/Ptha protoins is
that they hawe an internal region comprising variable, nearly
identical tandem repeats of 34 amino acids that determine both
pathogenicity and avirulence (Kay and Bonas, 2009; Swarup
at al., 1992; Yang and Gabriel, 1995). For instance, AvrBs3, tha
most well-characterized TAL effector, dimerizes throwgh its
repeat region and interacts with an o-importin (e-imp) that
madiates its transfer to the niecleus of the host call (Girdebeck
at al., 2005; Szurek ef &, 2001). In the nucleus, AvrBs3 recog-
nizes plant promoters and activates the transcription of a helix—
loop—helix factor required for cell enlergement in suscoptible
plants, whereas, in resistant plants, it transactivates its cognate
Bs3 resistance gene, triggering a hypersensitive reaction (Kay
et al., 2007; Romer of /., 2007). Most remarkably, it is the repoat
region that mediates DMA recogniticn, and the amino acid poly-
morphism found within the repeat units determines the DNA
saquence specificity of TAL effactors (Boch ot al., 2009; Moscou
and Bogdanove, 2009).

Many Xanthomonas pathogens contain multiple variants of
AvrBs3/PthA proteins. The existence of multiple copies of aurBs3y
pthA genes in a single strain is thoeght to fadilitate recombina-
tion and repid adaptation to new hosts (Yang and Gabriel,
1995}, However, in the light of the findings of Boch at al. {2009)
and Moscou and Bogdanove (2009), it is expected that multiple
variants of TAL effoctors would also diractly affect the transcrip-
tion of target genes in the host and, consequently, the outcoma
of the disease process Accordingly, it has been shown that
multiple TAL effectors contribute additively to symptom deval-
opment {¥ang and White 2004; Yang ot al, 1996). The X. axo-
mopodis py, oitrf strain 306 (da Silva ot al., 2002) contains four
related Pth& proteins (PthA 1-4) that differ from each other
essantialy by the number of their 34-aminc-acid repeats and by
the polymorphic residues found within the repeat wnits
(Fig. 514 B, seo Supporting information). These PthA variants are
the equivalents of the four functionally characterized Pthas of
strain 3213 (AFSaadi et al, 2007). Interestingly, it was found
that all X. axonopodis py. ot strains camy one PthA variant with
17.5 repeats that determines the pathogenicity on citrus, and
that the other variants of different repeat sizes do not comple-
ment a knockout mutation of the 17.5-repest Ptha [Al-Saadi
at al., 2007). Thus, how Ptha variants with 15.5 (PthAs 2 and 3)
and 16.5 (Ptha 1) repeats contribute to symptom development is
not yet clear Microamay analyses of sweat orange opicotyls
transformed with individual PthAs have shown that Ptha 4 (175
repeats) up-regulates a larger set of citrus genes associated with
cell division and expansion refative to PthA 2. Neverthelass, a
number of gemes implicated in canker development are
up-reguiated by both PthAs, and some are specifically induced by
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Peha 2 {A. Pereira and C. Benedetti, unpublished data), indicat-
ing that they contribute to symptom development in an additive
oF synengistic manner.

Although the ultimate target of Typa Il TAL offectors appears
to be the plant nuclear GNA (Kay e &/, 2007; Romer ot al, 2007;
Sugic et al., 2007; Yang et &l., 2006), it is reasonable to expect
that these proteins might interact with other host factors to
direct the transcriptional activation of their target genes. Thus
far, o-imp is the only TAL effector interactor known (Szurek
atal., 2001). Therefore, considering the saquence wariability
among the four Pthd intamal repeats (Fig. 51, see Supporting
Information), and given the extraordinary phenotypes elicited by
TAL effactors in the host, we hypothesizad that the Ptha variants
might differentially interact with distinct host proteins in addi-
tion to c-lmp.

To gain insights into the functional dynamics of TAL effoctors,
we combined two-hybrid assays with in witro binding and
complementation studies to identify and characterize the inter-
actions of each of the X. axonopodis pv. ot Pthas with sweet
orange proteins. In addition to the identification of a citrus
-imp similar to that responsible for the nuclear import of
AwrBs3 (Szurek ot &, 2001), we desaibe new interactions of
Ptha proteins with components of a citus protein complex
implicated in protein folding and DNA repair.

RESULTS

PthA proteins localize to the nucleus and form
homo- and heterodimers

Figure 14 shows that all Ptha variants localize to the nucleus of
Nicotiana bemthamiana cells and, in some nuclei, the proteins
appear to concentrate into multiple nuclear dots, indicating that
thay might be associgted with sites of increased transcriptional
activity.

As AvrBs3 dimerizes in the oytosol of the host cell prior to its
nuclear import (Gorlebeck of 8, 2005), we hypothesized that
the four Ptha variants would possibly form homo- andior het-
erpdimers in the host cell To test this assumption, we used
two-hybrid assays to verify all possible interactions amang the
PthiA proteins. We observed that all PthAs are capable of forming
homodimers, but only Pthas 2 and 3 heterodimerize with each
oifver and with PthAs 1 and 4 (Fig. 1B). Surprisingly, PthAs 1 and
4 do not form haterodimers even under less stringent conditions
of interaction, i.e. in the presence of adenine {Fg. 1C). As shown
for AwrBs3, the repeat domain of Ptha was sufficient for home-
and heterodimerization (Fig. 10). In additicn, a truncated version
of PthAZ {5.5mep + CT2), camying the last 5.5 repeat units plus
the C-terminus (Fig. 51C, ses Supporting Information), also
formed homo- and heterodimers with Pthas 2 and 3, respactively
{Fig. 10).
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Fig: 1 Pth# proteins loctze to the nideus and ferm homo- and
hetesedimers. (A} Fluarescence of FthA—green Bucsescent profaein {GFF)
fusians in the reiclews of frarsienty ramsfected Micotians benthamizng cefs
72 h after Agrobactarium fumelacens infiltmtion. The top panels show the
Ptha£—GFP and 4°,6-ciamiding-2-phenylindcle [DAPT) fluarescence af tha
same cell at x400 magnification_ The bottom panels show the localization
of Peh1— and PrhAZ—GFF fusions in nuedesr dots a2 = 1000 magnificasion.
[B) Yeast twe-hybrd 2ssays showing that Pthds 2 and 3 form homadimers
bt aleo hetarodimerize with each othet and with Pthids 1 and 4. Yeast
celts co-tramsfoemed with the bait and prey constnacts are shown at the top
of the piate. wherazs cells cerying the bait construct plus the empty pOAD
o the prey constrict pus the ematy p08D are shawn at the sides, as
indicated. [T} Under bt stringent conditions of interaction [synthesic
complete medum kadong histidine but containing adanine, 5C — His +
Adel, Pthis | and 4 homademenze but do not self-interact. {0) The repeat
domain (RD2} a5 well a5 the 5. 5%ep + CTZ of PthiZ wee sufficient for
hama- and heterndimerizatan with Prthas 2 and 3. respectivedy. In (-0,
bait and prey & indicated hasizentally and vertically, respeciively.
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PthA Interactlon with dirus proteins 3

Identification of sweet orange interactors of PthA

To identify interactors of Pthas, we performed two-hybrd screen-
ing of a citrus cOMA library using Pthas 2, 3 and 4 as bait (Fig. 51,
see Supporting Information). The majority of the identified pro-
teins can be classified imto four major functional categories,
incleding protein folding, nudlear transport, transcriptionad control
and DMA repair The screenings made with Ptha 4 retrieved
primarily proteine associated with transcriptional control, RNA
stabilization and DNA ropair, camying either DNA- or RNA-binding
meotifs. These interactions will, however, be reportad elsewhere.
Below, we describe the interactions of the four Pthas with the
Citrus proteins implicated in protein folding, K63-linked ubiguiti-
nation and nieclear transport, identified with Pthas 2 and 3

Of particular relevance was the identification of interactions
with -imp, which is 87% identical to the Capsicum annuom
o-Imp shown to interact with AvwBs3 and to mediate its nuclear
import {Szurek ot al, 2001}, and with citrus cyclophilin (Cyp),
thioredoxin (TDX) and ubiguitin-conjugating enzyme variamt
(Uev). The citrus Cyp has a single peptidyl-prolyl os—frans
isomerase (PPizse) domain and & 84% identical to ROCY, an
Arzbidopsis thaliana Cyp requirad for the activation of AvrRpt2
inside the host cell (Coaker et &, 2005). TOX {tetratricopeptide
domain-containing thioredexin} is a. two-domain protein with
disulphida reductase activity found only in plants (Vignols ot al.,
2003). Its N-terminus contains a tetratnicopeptide repeat (TPR)
found in the co-chaperone Hsp?0-interacting protein HIP
whereas its C-terminus camies @ thioredoxin (TRX) domain
(Fig. 2B). The citrus Usy is closely related to the yeast methyl-
methanesulphonate 2 (MMS2) and its human orthologue Usvla,
which act in conjunction with Ubcl3 to promote K63-linked
ubiguitination of components of the DMA repair machinery
[Hofmann and Pickart, 1999; Petroski ef af., 2007; Windheim
at al., 2008).

To confirm the interactions, the fullHength Cyp, TDX and Uev
proteins were wsed as prey in two-hybrid assays against all four
Pthay baits. We also used an e-lmp construct in which the first
B0 residues camying the M-terminal auto-inhibitory region (Har-
reman of al., 2003} were deleted. Figure 24 shows that both
Pthiis 2 and 3 interact more strongly than PthaAs 1 and 4 with the
citrus proteins. Indeed, with the exception of o-imp, Ptha 4
imteracts wieakly with Cyp, TDX and Uev, and the interactions of
Ptht 1 with tha citrus prey are even weaker, as observed in
synthetic complete medium lacking tryptophan, leucine and
histidine but containing adenine (5C — Lew — Tip — His + Ade)
(Fig. 2A).

A5 TOX was the only prey protein displaying two functional
domains (Fig. 2B), we tested the requirement of each of its
domains for interaction with PthAs. Figure 2C shows that both
the TPR and TRX domains of TOX strongly and preferentially
interact with Pthas 2 and 3, whereas only the TRX domain
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Fig. 2 Differential interactions betwesn PthA peotesns with the citrus a-importin (e-ima), oydophifin [Cypl. thisradoen (TOX) and ubiquitin-oonjugating enzyme
wairiant [ Uew). (A) Yeast two-hybrid assays showing that Fthas 2 and 3 interact mast strongly with the dirus prateins, whereas Pihaiz 1 and 4 interact with the
prey unider less stringent conditons [synthetic comalete medium lacking hestidine bt containing adenine; SC — His + Ade). The dispesition of the yeast
rco-tansdoermants in the plates is the same as-shawn in Fig. 1.{B) Schematsc representation of the tet=tricapepfids repeat (TPRY and thiored-axin [THX) domains
of TOX with the numbers representing the positions of the aming add resdues The TPR (residues 1-178) and TR [residues 1 79-328) domains were subdaned
into the pOAD vacios for two-bybeid assays. {C) Differential interactions between the four PthA proteins with the TDX domains, showing the preferential
intersction of PthAs 2 and 3 with both TPR and TRX domans, relative to Pihids 1 and 4. PthA £ and the TRX domain o TOX sel-nteracted in the presence of
adening, {0, E) Glutathione wansferase (G5T) pulidown assays with FthAs and the dirus aroseins. 8 = Hs-FthAs 7 and 4 were exgressed in Eschanchia ool and
parified by affinity chromatagranhy. The purified protains were subjectsd to GST palldown-assays, a¢ described = Expenimental procedures, and the resulting
samples were separated by electrophoresis and peobed with the anti-Prhi and anb-G5T serm. (D) PhAZ binds so & cipus proteins (5T fusions), but mare
strongly & a-img and TOX. (£} Pronaunced inteaction of Pthéd with a-imp, Mo interactions were detecied betwean PthA 4 and Cyp o2 the TPR domain of
T0X. Pisitied PthA proteins used as controls are shown on the lefi. The G5T fusions are indicated by asténisks and the moleculer sires of the proteins are shown
o the left. The corespanding sodm dodecylsudphate (505} -gals are shows in Fig. 52 (see Supposting information).

interacts with PthAs 1 and 4, and only under less stringent
conditions {Fig. 20).

To confirm the mteractions observed in yeast; glutathione
transferasa (G5T) pulldown assays were camied out using PthAs
Z and 4 as representative bait This choice was based on the
differential interaction shown by the PthA variants with the prey
proteins, ie PthA 1 interacts weakly with the prey, Pthas 2 and

3 show similar interaction patterns with all prey, and both have
the same number of repeat wnits, and PthA4, camying 17.5
repeat units, is the form required to elicit canker on citrus (4
Saadi et &, 2007; Duan f 5/, 1999). Consistent with the two-
hybnid data, pulldown assays revealed that PthA 2 binds to all
prey proteins, including the TPR and TRX domains of TDX. Stron-
ger interactions were observed with c-Imp and TOX, as observed
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in yeast {Fig. 20). Similarly, we cbserved a good comespondence
between the two-hybrid and in wiro protein interaction assays
performad with PthA 4 (Fig. 2E). PthA 4 binds more tightly to
o-imp than to Cyp and Uev. In addition, only the TDX domain of
TOX interacts with PthA 4 in vitro (Fig. ZE).

Cyp, TDX and Uev interact with each other

As described in the Discussion, Cyp, TOX and Uey have been
associatad with protein folding, activation and quality control.
We thus tested whether they could interact with each other
Figure 3A shows that TDX interacts with Cyp and Uey, and that
both TPR and TRX domains contribute to these interactions.
Although the binding of TDX to Uev is relatively weak in the in
vitro pulldown assays relative to the binding with Cyp, it is
notable that significantly larger amounts of Uev were pulled
down with TOX in the presence of Cyp (Fig. 38). Similarty, langer
amounts of Cyp wera detacted when Uev was added in tha
pulldown with TDX (Fig. 38). Considering that the interaction
between Cyp and Uev is relatively weak (Fig. 34 B), this synar-
gism of interaction is best interpreted as evidence of the forma-
tion of a protein complex involding TOX, Cyp and Uev.

The citrus Ubc13 intaracts with PthAZ and forms a
heterodimer with Uev

The role of the Uev—Ubct3 heterodimer in the K-63 ubiguitina-
tion of components of the DNA damage repair machinary has
been well documentad in yeast, animals and plants {Broomfield
atal, 1998; Hofmann and Pickart, 1999; Motegi ot al, 2008;
Panier and Durocher, 2009; Wen at al, 2006, 2008). Given tha
high degres of identity shared by Ubc13 proteins, we were able
to idantify the citrus Ubc13 orthologue We therefore investi-
gated whether the citrus Ubct3 would interact with Uev, as has
been observed in yeast and vertebrates. Figure 44 shows that
Ubc13 strongly interacts with Uew, but not with TDX or Cyp. In
addition, consistent with the results shown in Fig. 2, Ubc13
intaracts with Pthis 2 and 3 only {Fig. 44). These intaractions
were also confirmed by in wiro pulldown assays, where we
detected strong binding of Ubc13 to Uev and PthaZ, but no
binding to Pthad (Fg. 48).

The Pth& repeat domain and leucine-rich repeat
(LRR) are important for protein—protein interactions

Yoast two-hybrid assays showed that the repeat domain of
PthA2 (RDZ), as well as the 5.5rep + CT2 fregment (Fig. 51C,
sea Supporting Information), imtoracts with Cyp, TOX, Usy,
Ubc13 and o-Amp, except that the interaction of RD2 with
ir-imp is less pronounced (Fig. SA). Interestingly, LRR, which is
located adjacent to the repeat region and is invariable among
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Fig. 3 The cirus profeins cydophilin {Cypl, thioredosin {T0X) and
ubiquetin-onjugating enzyme vanant (Uey) interac with each ather (A}
Yeast two-hybeid assays shawing interactions batween TOX, Cyp and Ley,
3z we 3z between Cyp and Uew. The seiratricopeptide repest (TPR and
thicredaxin (TRX) domains of TOX alsa interact with Cyp and Uev. The
disposition of the yeast o-transformants in the’ plates is the same as
shawn @ Fig. 1.(8) Western blot of glumathions transferase [G57) pulldown
assays using E51-T0X or GST-Cyp == bait and & = He—Cyp and 6 =
His—ew az prey. Consistent with the in o assay shown in {A), stronger
mteractions between TOX and Cyp are chsarved in the presence of Lisw,
suggesting the existence of 2 protein compéex formed by TOX, Cyp and Uay.
The comespanding sodum dodecdsulphate (SOS) gl s shawa = Fig. 52
|se= Supporting information).
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Fig. 4 The citns Ubc12 interacts with whiguitin-conjiugating enzyme
variant (Uev) znd Pthi proteirs. {A] Swest crangs Ubc13 mterscts with Uew
ant with Pthas 7 znd 3. The dispasition of the yeast m-trandoemans in
the plates is the same as shawn @ Fig. 1. {B) Westen blots of glntzthicne
tramsterase 4E5T) pulidown assays using GST-Ubc13 25 bastand 6 =
His—Llex and & = His—Fthéz 7 and 4 a5 prey. According to the asssy shown
in (A, Ubc13 binds to Uev and FthAZ, but nat to Pthit 4. Furified Peha
peotens used as conbols and the mobecular sizes of the prateins are shown
ol the left. The carrespanding sodium dodecysulphate (505 pes are
shown in Fig. 52 (see Suppeeting Indoemation).

Pthas (Fig. 51, see Supporting Information), interacts only with
r-imp (Fig. SA). These results were also confirmed by GST pull-
down assays, which showed that both RDZ and 5.5mep + CT2
bind to the citrus proteins (Fig. 5B). The C-tarminus of Pthas
transactivated the yeast reporier genes and so could not be
used in the in wvo assays. In this case, we demonsirated by
GST pulldown that the C-terminus of PthAZ {CT2), camying LRR
and the nuclear localization signal (NLS) (Fig. 51, see Support-
ing Information), binds to o-imp only [Fig. 5B). Taken together,
the results indicate that the repeat region, which is sufficient
for homo- and heterodimerization of Pthas (Fig. 1C), also con-
tributes to the interactions with Cyp, TDX, Uev and Ubcl3,
whereas LRR and MLS appear to be required for interaction
with c-lmp only.

Citrus Uev and Ubc13 complement the Aube?? and
Amms2/uevia yeast mutants

The yeast mutants Aubcl3 and Amms2ivevla are defective in
K63-linked uhiquitination and, as a result, are unable to grow in
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Ubc13

almp Cyp TOX Uewv

Fig. 5 The repest damain and leusine-sich repeat {LRR) are important for
orofein-profein mteractions. {A) Yeast swo-hybeid asays showing the
mieractions af the mtemal repeat domain of FRhAZ {ROT) and the 5 .5mp +
T2 constrsc-with all crus protesns. LR inteaced with a-smpersin
{a-imp) only. (B) Westem blat of glutathéane transferaze [G5T) pulldawn
assays showing that both RDZ and 5 Srep + C12 constrects bind 1o dtms
progeins (35T fusions). The C-terminus of PthAZ {C13), cerying LRR and the
nudear lozdization signal NLS), binds i a-imp onfy. Puified PIhA protsins
used as confnals and the moleculer sizes of the prozeins are shown on the
lefe. Tha cosresponding sodivm dodeoylaulphate (SD5) gels are shaown in
Fig. 57 (se= Supgorting Information).

the presence of MMS as they are defortive in DNA damage
repair (Broomfield ef &/, 1998; Hofmann and Pickart, 1999). To
test whether the comesponding citrus proteins are also invobved
in DNA repair, we exprossed the citrus Ubc13 and Usv genes in
the comesponding yoast mutants (Fig. 6A). We observed that the
growth of both mutants in MMS gradient plates can be rescued
by the citrus proteins, strongly indicating that the citrus Ubc13
and Uev are functional homologues of the yeast proteins
{Fia. GEY.
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Fig. 6 The ditrus Ubcl3 and ubiguitin-conjugating enzyma vasiznt [Uev)
proteins mmplement yeast Aubcl3 and Amms2iuevia mutant. [A) The
Citrais simensis Ubc13 znd e genes undes the contral of a copper-induced
mromoter were expessed in the yeast mutams Acbc!3 and Amms7iveviz
as ghutathione transferase (G5T) fusionz The predeirs 443 kDe) were indused
with 0.5 mM - copper sulphate for 7k, poeified by sffinisy chromatography
ant prebed with anti-G5T senem. induced ([ and norinduced (NI) samples
are shawn. The amownis of protein loaded on the ek are shown in Fig. 52
[see Supporting Information). (B} Growth of the yeact strain SUBEZ and B
deivative mutants Aubcl and Amms2iwev!a in synthetic comalete (5C)
madium in the presence of incessing amownts of mathyimethansuinhanate
[WAkAS). The growsh of both mutants in MMS oradient plates can be rescued
by the correspooding atrus Uac3 and Uev genes.

PthA proteins are not K63-linked ubiguitinated

n vivo

The fact that the citrus Uev and Ubct 3 complemented the yeast
Awbe3 and Amms2fovey!a mutants suggested that Ptha could
be ubiquitinatad in wivo by the yeast Ubc13—Uev complex. To test
this hypothesis, we expressed PthAs 2 and 4 as GST fusions in
the wild-type yeast and mutant derivatives. The protoins wera
purtfied by affinity chromatography and detected by Western
blot. Blots developed with the anti-PthA serum revealed a major
band with the expected size for the GST-PthA fusions (Fg. 74).
Both PthAs wera expressed in the wild-type and mutant calls at
relatively equal amounts, and the presence of lower molacular
weight bands detected by the anti-Pth& and anti-ubiguitin sera
indicates that the PthAs were degraded in the yeast cells
(Fig. 74). Although a band comesponding to the size of the
Z5T-PthAZ fusion was predominantly labelled by the anti-
ubiquitin serum in the wild-type yeast, relative to the mutants
and relative to the G5T—PthA4 fusions, no bands ware detected
by an anti-Ke3dinked ubiquitin monoclonal antibody (not
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showm), indicating that the Pthf&s were not ubiguitinated
throwgh K63-linked ubiquitin chains.

To test whether PthA is ubiguitinated in planta, sweet orange
hypocotyls were tansformed with Ptha 2, Pthia 4 or
B-glucuronidase (GUS) as control. Both PthAs 2 and 4 wero
detocted by the anti-Ptha serum, but not by the anti-KE3-linked
ubiquitin or by the gensral anti-ubiguitin antibodies (Fig. 78).
Taken together, these resuits indicate that PthA proteins are not
K&3-linked ubiquitinated in wvo.

PthAs inhibit K63-linked ubiquitination and affect
DMA repair

The fact that tha Ptha proteins were not ubiguitinated in wivo
suggests that they might, on interaction with the Ubc13—Uey
complex. inhibit or promote the K63-linked wbiguitination of
target proteins. Indeed, the presence of extra bands detected by
the anti-k&63-linked ubiquitin antibody in citrus cells transformed
with GUS ralative to Pthas (Fig. 78) suggests that PthAs might
inhibit K&3-linked ubiquitination. Consistent with this idea, the
exprassion of PthAs 2 and 4 significantly inhibited tha growth of
normal yeast cells in the presence of MMS (Fig. 7C), indicating
that DMA repair mechanisms were affected by the PthA proteins.
Motably, the negative effect of PthAZ? expression on DINA repair
was more pronouncad than that of PthAd cipression, although
tha intracellular levels of PthA4 were higher in comparison with
the levels of PthaZ {Fig. 7D). This is in agreement with the
observation that Ptha2 preferentially interacts with the Ubci3—
Lew proteins. In addition, although the anti-K63-linked ubiguitin
antibody detected no bands in yeast extracts, blots developed
with the general anti-ubiguitin serum revealed a missing band in
tha yeast oxtract expressing PthAZ relative to control and PthAd
{Fig. D). Taken together, these results indicate that Ptha2 pref-
erentially inhibits K63linked ubiguitination required for DHA
repair,

DISCUSSION

The presence of four PthA variants in a single bactarial strain
suggests that they might interact with distinct host factors. Here,
in addition to the interaction with o-imp, the only protein inter-
actor of this class of effectors known to date (Szurek atal,,
2001), we describe new and differential interactions of Ptha
variants with the citrus proteins Cyp, TDX and the Uev—Ubc13
pair. In agreement with previous reports (Szurek et al., 2001), all
PthAs interacted with o-imp and were localized to the nudeus.
This interaction appears to be mediated primarily by NLS found
at the C-terminus of the protein. Howewer, we noted that LRR
located adjacent to MLS, which has been shown to influence
AvrBs3 dimerzation (Glrlebeck et al, 2005), was sufficient to
promote an interaction with o-imp. in addition, as dimerization
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of TAL effectors is required for their nudear import (Girlebeck
ot al., 2005), the existence of related PthA proteins in a single
pathogen also suggested that they might interact with each
other. Indeed, all Pthas formed homodimers, but only Pthas 2
and 3 heterodimerized with each other and with Pthés 1 and 4.
As the repoat region was sufficient to promaote homo- and het-
erodimerization, thesa interactions may reflect variations in the
number of repeat units.

The pattern of homo- and heterodimerization of Pthas may ba
comelated with the preferontial interaction of Pthas 2 and 3,
relative to Pthis 1 and 4, with Cyp, TOX and Usv. Again, this
seams to reflect variations in the repeat region as this region also
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Fig. 7 PrhA protsias are not ¥63-Snked ubiguisinated in wivo (4] Phis 2
and & were eapressed in the wild-type yeast strasn SUBED and its desivative
mutanis Autcl? znd Ammed/uevls a3 glutathione trarsferese (G5T) fusians
{=140 and 147 kDa, respectively). The proteins were purified by affinity tag
and subjected to sodium dodecylsulphaze-pohemydamide gel slecirephareds
{S05-PAGE) followed by Westem blot detection with ansi-Ptha or anti-
ubsquitin serz. Maior PthA bands of the expected size for the G5T fusians are
indicated by the arows. (B} Prhés 2 and 4 were expressed in sweet oenge
epicotyl sections using Agrobadienum temefagens trensformation, A
B-glocuranidase (GLUS) mnstnect was used a5 contnal. Both PhA protesns
{—1 16 kD:a) were detected by anti-PthA serwm {armow], but not by anti-
ubsquitin sarum. [T} Growth of yeast steen SUBGZ [control expeessing G5T
ardy) and SURGZ separately ranshormed with Pth& 2 and 4 G5T fusions in
yeast paptone dextrose (YPD) medzim in the presence of a methylmethane-
sighanate (MMS) gradient. (D) The ami-PthA serum confirms the presence
af PthA prateirs in the yeast sxtracts (arrow], whereas the anit-ubiquitin
serem reveals 3 mEssng band in the yeast extract exgressng PthAZ [zmow].
The-amawnts of proteins |oaded on the sodium dodecdsulphate {S05) gels
are shown in Fig. 51 (see Supporting Iformation).

contributed to the interactions with the citrus proteins. There-
fore, the results indicate that the repeat region may not only ba
critical to match citrus targat promoters, as expected considering
the role played by AvrBs3 (Boch ot al., 2009; Kay et al., 2009
Ramer et al., 2009), but may also play a role in the interaction
with host proteins,

The Ptha-interacting proteins Cyp, TDX and the Uev—Ubc13
pair have all been associated with protein folding, activation and
quality control. In this study, we have presented evidence indi-
cating that they interact to form a protein complex. This &
consistent with the fact that Cyps are targets of TRX (Laxa et al.,
2007; Motohashi af &, 2003} and interact with tha TPR domain
of Hsp30 and Hsc70 (Camello of &/, 2004 Ratajczak and Car-
rollo, 1996). In addition, Uevia, which lacks ubiquitin-
Conjugating activity, associates with Ubcl3 to form a functional
heterodimer that promotes K63-linked ubiguitination of tanget
proteins implicated in DNA repair, signal transduction and
homologous recombination (Hofmann and Pickart, 1999; Wang
at al., 2001; Zhao et al,, 2007). The Uevia—Ubc13 pair has also
been described as a component of the quality control C-terminus
of Hsp70-interacting protein (CHIPY U-box ubiquitin figase
complex, which comprises a TPR domain that mediates interac-
tions with Hsp90 and Hsp?0 (Zhang et al., 2005). As soma effac-
tors are transferred by secretion systems in an unfolded or
inactive state and are activated by plant Cyps related to the
citrus Cyp (Cosker et al, 2005; Deng ot al., 1998), we mitially
hypothesized that the citrus proteins might be part of a chapar-
ane or quality control protein complex required for the folding
andfor activation of Pthas. However, recombinant Pthis pro-
duced in Eschanichia cofi are structured and have DMA-binding
activity (M. Domingues and C. Banadetti, unpublished results),
supgesting that proline Bomerization by the plant Cyp is not
critical for Ptha folding/action. Accordingly, Pthas are not ubig-
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uitinated in wivo, but apparently inhibit K63-finkad ubiguitina-
tion associated with DNA repair. Thus, our data strongly point to
a model in which Pthis would inhibit the activity of a citrus
protein complex associated with DNA repair Interastingly, other
citrus proteins identified as PthAd interactors, including a high
mohility group (HMG) protein, a homologue of the mammalian
translin-associated factor (TRAX) and an SMC (structural main-
tenance of chromosomes), are associated with DMA repair and
chromatin stability {Erdemir of al, 2002; Hirano, 2002; Prasad
at af,, 2007).

Although the role of Uev—UBC13 in response to DNA damage
has been well established in yeast, animals and plants (Broom-
field ef al., 1998; Hofmann and Pickart, 1399; Motagi ef &l 2008;
Panier and Durocher, 2009; Wen ef al., 2006, 2008), recent studies
hawve shown that K&3-linked ubiquitination also serves as a tar-
geting signal for the 265 proteasome (Saeki ef al, 2009). This is in
lima with recent findings showing that CHIP targets the degrada-
tion of mammalian SRC-3, a transcriptional co-activator associ-
ated with tumour progression (Kajiro et al, 2008). it & thus
attractive to spaculate that, if a CHIP-relsted complex operates in
itrus, its inhibiticn by PthAs might favour canker development.

Alternatively, it is notable that citrus Cyp is 64% identical to
yeast Cyp A, a protein that decreases gene silencing (Ardvalo-
Rodriguez and Heitman, 2005; Ardvalo-Rodriguez et &l 2000)
and interacts with Ess1, & prolyl-isomerasa that affocts chroma-
tin remodelling and the process of transcription through isomer-
ization of prolines of the C-torminal domain of the RNA
polymerase H (Hani ef af., 1999; Krishnamurthy ot af,, 2009; Wu
et al., 2000). Interestingly, Ess1 activity is affected by & ubiquitin
ligase that promotes K63 ubiquitination and the degradation of
RMA polymerase Il {Somesh et al,, 2007;Wu of al., 2001). As tha
ubiguitination and degradation of RNA polymerase Il ecour in
response o DNA damage and during transcriptional elongation
amrest, as @ mechanism to avoid the transcription of damaged
chromatin and prolonged transcriptionsl amest of active genes
(Daulny and Tansey, 2009; Somesh etal, 2005, 2007), we
propose that PthAs might increase the rates of transcription
through the modulation of the activity of a protein complex
associated with chromatin remedelling and  transcriptional
controd. This idea is in agreement with the axpacted role of Pthas
as transcriptional activators, and is supported by the fact that
both Cyp and Uev identified here localize to the nucleus (Fig. 53,
see Supporting Information). A possible role of the dtrus Cyp in
Ptha-dependant transcription is under investigation.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Plant material and bacterial infiltration

Si-month-old plants of sweet ocrange (Citrus sinensis) wene
obtained from certified nurseries and kept in & growth room at
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2528 °C under 14 hiday fluorescent light Leawes wero infil-
trated with suspensions of X. axonopodis pv. atri, as described
previously (Cemadas of &, 2008). Leaf soctors were infiltrated
with approximately 0.3 mlL of an agueous suspansion of bacts-
rial cells joptical density at 600 nm (0D ot = 0.5].

Leaves of N. benthamiana were infiltrated with Agrobacte-
rum tumefadens suspensions (0D = 0.5) carmying the
constructs pBl-355::PthA{1-4)-GFP. pBl-355.GFP, pBI-355:GUS,
pBI-355:DsRed, pBl-355: Cyp-DsRed or pBl-355:Usv-DsRed. The
subcellular localization of the fusion proteins was visualized by
fluorescence microsoopy equipped with filters for green fluores-
cent protein (EFP), red fluorescent protein (DsRed) and 476
diamidino-Z-phenylindole (DAPI) fluorescence.

Citrus cDNA fibrary construction and yeast
two-hybrid assays

Messenger RNA was extracted from swest orange leaves 48 h
after X. axonopodis pv. o infiltration using Trizod and FastTrack
(Invitrogen). ANA samples from noninfiltrated and infilttrated loaf
seCtors werz reverse-transcribed wsing an oligo-dT with a Nodl
restriction site. cOMAs were ligated to Safl adaptors, digested
with SalliNetl and ligated into a modified pOAD vector {Uetz
atal., 2000) carmying a Notl site between 5afl and Psti. The
generated cONA library containing approximately 0.8 = 10% inde-
pandent clones was moved into the Sacoharomycas corovisiae
strain PI694a (M4Ta trp?-907 loud-3 112 wai-52 his3-200
galdA gelf0A LYSZ:GALT-HIST GALZ-ADEZ matZGALT-lacd)
(lames et al., 1996} by high-efficency lithium acetate transfor-
mation {Gietz and Woods, 2002).

The genes comesponding to Pthas 1-4 were amplified from X.
anonopodis pv. it plasmids and coned into the NdelfEcoRi
sites of pET28 (Novagen). The genes were subseguently digested
with Notl and subcloned into pOBDVpOAD vectors (Usetz at al.,
2000). This created an N-terminal truncation of the proteins
lacking the first 128 amino acid residues (Fig. 51C, see Support-
ing Information). This construct was chosen to avoid the trans-
activation of the yeast HIS3 reporter gene by the N-terminus (not
showm). The constructs were verified by DNA sequencing and
used as bait/prey in two-hybrid assays.

The initial two-hybrid screening was performed on synthetic
complete medium lacking tryptophan, leucing, histidine and
adenine (SC — Trp — Leu — His — Ade), supplementad with 5 mm
3-aminotriazole (3AT), using Pths 2 and 3 as bait pOAD plas-
mids recovered from positive clones were sequenced and, when
required, the fulHength ctrus cDMAs, incleding Ubcl13, were
obtained by reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-
PCR) and subcloned downstream of and in frame with the fusion
proteins Gald (pOAD), G5T {pGEX-4T1) and 6 = His (pET2E). Bait
{(pOBD} and prey (pOAD) constructs, incuding controls {empty
pOBD + pOAD prey and pOED bait +empty pOAD), were usad to
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co-transform P1694a cells, The cells were grown on 5C — Tip —
Leu — His (= Ade) containing 0, 3 or SmMm 3AT for 5 days at
30 °C. The cDMA sequences of the citrus Cyp, TDX, Uaw, Ubc13
and i-lmp were deposited in the GENBaME database as
GOB53548, GOB53549, GO455410, GORE2E14 and GQ4T5487,

respectivaly.

Protein purification and G5T pulldown

The & x His-tagged proteins Ptha2, Pthad, 5.5rep + (T2, (T2 and
Uev were expressad in £. colf BL21(DE3) cells and pusified by
metal affinity chromatography. Briefly, cuftures were grown at
25°C in Lluria—Bertani (LB} medium containing kanamycin
(50 pafml) 1o 0D e = 0.6, followsd by induction with 0.4 mm
isopropyl-thio-f-0-galactopyranoside (IPTG) for 3 h. Cells har-
vested by centrifugation were suspended in binding buffer
[20 mM Tris-HCl, pH 8.0, 300 mM NaCl, 5 mM imidazole, 20%
ghyceral, 1 ms phenyimetiwisulphonyifluoride (PMSF), 0.5 mM
dithiothreitol (DTT)] and incubated on ice with lsozyme {1 mo/
mL} for 30 min. Bacterial cells were sonicated and the clarified
supematants were incubated with nickel ar cobalt resins for 4 h
at4 " under slow agitation. The baads were washed three times
with twao column volumes of washing buffer (20 mM Tris-HCI, pH
8.0, 300 mM NaCl, 15 mM imidazole, 20% glycerol, T mM PMSF,
0.5 mm DTT} and the ratained proteins wera efuted with washing
buffer containing up to 200 mM imidazola

Prey proteins, subchoned into the SaliiNotfl sites of pGEX-4T,
were axpressed in BL21(DE3) cells on induction with IPTG for 2 h
at 30-37 °C. Cell pallets were suspended in phosphate-buffered
salina {PBS) containing 1 mM DTT and lysozyme. After sonication
and centrifugation, soluble fractions of G5T fusions were immo-
bilized on glutathione resin and nonbound proteins wene
removed with throa PBS washes. Thirty micragrams of the puni-
fied & » His fusion proteins were incubated with the resins
containing G5T or the G5T fusion proteins for 2 h at 4 °C. The
beads ware washed four times with PBS and the resin-bound
proteins were resolved on 10~13% sodium dodecylsulphate-
polyacrylamide electrophoresis (SDS-PAGE) gels. Proteins werne
transferred onto nylon membranes, probed with anti-Ptht
(1 : 5000), anti-6 3 His {1 : 3000) or anti-G5T (1 : 1000) sera and
developed with the ECL kit (GE Healthcara).

Functional complementation of yeast mutants

The yoast strain SUB62 (MATa ly=2-801eu?-3, 112 ura3-52 his3-
D200 trp?-1famf) and its single mutant dervatives Awbcl 3 and
Amms2 (wev a} {Hofmann and Pickart, 1999) were transformed
with the citrus Ubc13 or Uev genes cloned into pYEX-4T (Clon-
tech). Transformants were grown on 5C — Leu — Ura plates at
30 °C for 4 days. For qualitative analysis of MMS sonsitivity,
liquid cultures were grown overnight to expanential phase in
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yoast peptone dextrose (YPD) medium and plated in YPD supple-
mented with 0.025% MMS gradient (Pastushok ot af,, 2005}, The
plates wore incubated at 30 °C for 24 b

In wivo ubiguitination

Pthis ubiguitination in yeast was evaluated using the wild-typa
yeast strain SUBE2 and the comesponding mutant derivatives
ubeT3A and LovA The strains were transformed with Ptha 2 and
4 G5T fusions cloned into pYEX4T-1 and grown in 5C - Leu— Ura
for 4 days at 30 “C. Liguid cultures were grown 2 ODsom = 0.8
and protein expression was induced with 0.5 mi Cus0;y for 2 h.
Cells were collected by centrifugation (5000 g for 15 min at
4 2C), resuspended in PBS containing 1 mM PMSF and lysed with
glass beads and freeze—thaw cycles. Recombinant proteins wera
purified using glutathione sepharose beads. Purified proteins
were analysed by 7% 5D%-PAGE and probed with the anti-Ptha
and anti-ubiguitin sera.

To evaluate possible Ptha ubiquitination jn planta, Pthas 2
and 4 were expressad in etiolated epicotyls of sweet orange
'Hamiin' according to de Oliveira ot al, (2009). Surface-sterilized
soads were sown in half-strongth Murashioe and Skoog (MS)
bazal medium supplemented with 50 mg/L myo-inositol and
25 gl sucrose. Seeds were incubated at 27 = 2 °C under dark
conditions for & weeks. Epicotyl sections of etiolated seedlings
ware cut transversally into T-om segments and incubated for
15 min with Agrobacterum tumefagons EHAT0S (005w = 1.0}
camying the pBI121-PthAZ, pBI121-PthA4 or pBI121-GUS con-
struct in M5 basal medium containing 100 uM acetosymingone.
Excess of Agrobactorium suspension was removed by blotting,
and co-cultivetion was camied out in the dark at 26 = 2 °C for
2 days. Epicotyls were macerated in liquid nitrogen and resus-
pended in SD5-PAGE sampla buffer. Soluble proteins were recow-
ered by centrifugation (16 000 g for 30 min at 4 *C), resolved by
10% SD5-PAGE and detected by the anti-Ptha, anti-ubiguitin
(Sigma) and ant-polyubiquitn  ¥63-linkage-specific clone
HWA4C4 (Biomol Intemational) antibodies.

Inhibrtion of K&63-linked ubigmtination-mediated DNA
repair in yeast

Pthas 2 and 4 were expressed in the SUBGZ wild-type strain.
Transformants were selected on 5C — Lou — Ura plates at 30 7C
for 4 days. Liquid cultures were grown ovemight to exponential
phase in YPD medium and plated in YPD supplementad with a
0.025% MM5 gradient. The plates were incubated at 30 *C for
24 h and the expression of PthAs 2 and 4 was detected by
Westorn blot with anti-Ptha serum.
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SUPPORTING INFORMATION

Additional Supporting Information may ba found in the online
version of this article:

Fig. 31 PthA proteins and constructs used in two-hybrid and
pulldown assays. (4) Schematic represantation of the four Pthas
from Xanthomaonas axonopodis pv. oitid strain 306. Dark-groy
bars indicate the 34-amino-acid repeats depicted in {B). Light-
grey boxes indicate the C-terminal leucine-rich repeat (LRR) and
the acidic domain (AD} flanking three nuclear localization
signals (ML5s). The numbers represent the positions of the amino
acid residues and the letters indicate residue variation outside
the repetitive domain. The proteins were expressed in Escheari-
chia cofi 8s & » His fusions and used in glutathione transferase
(G5T) pulldown assays. (B) Sequence alignment of the 34-amino-
acid repeats of the four Ptha proteins, depicting the regions of
increasad amino acid vanation (*). Comma indicates "and’,
whereas hyphen indicates "to”, (C} Schematic reprasentation of
the PthA constructs in pOBD/pOAD used as bait/prey in the
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two-hybrid assays. The internal repeat domain of Ptha2 (RDZ),
the invariable LRR and the C-terminal {CT2) and C-terminal with
the last 5.5 repeats of PthAZ (5.5mep + CT2) werz also expressed
a5 & x His fusions for pulldown assays.

Fig. 52 Coomassie blue-stained sodium dodecylsulphate-
polyacrylamide gel electrophoresis (S0G-FAGE) gels correspond-
ing to the Western blots shown in Figs 2D, E, 3B, 48, 55,64, 7A B
and 0, showing the relative amounts of proteins loaded in each
lane. The molecular size markers are indicated on the left. The
glutathione transferase (G5T) fusion proteins used in the pull-
down assays of Fgs 20, E 38, 4B and 58 are indicated by the
astarisks. The gels comesponding to Fig. BA show the copper
induced expression (I} of citres ubiquitin-conjugating enzyme
variant {Uev) and Ubc13 in the yeast mutants, relative to nonin-
duced samples (NI). Arrows indicate the indured bands. The geks
comesponding to Fig. 7A show the G5T-PthA samples purified
from wild-type and mutant yeast cells Ml {nponinduced), |
(induced), 5 {soluble), FT (flowe-through), W (wash} and E (elution).
The 'E’ samples were loaded side by side in the blot shown in
Fig. 7A. The gels comesponding to Fig. 78 and D show the
amounts of proteins loaded from plant and yeast cells exprassing
Pthas 2 and 4. Ammows indicate the positions of PthA bands.

Fig. 53 Nuclear localization of cyclophilin (Cyp} and ubiguitin-
conjugating enzyme variant (Uev) in Aicotiana benthamiana
cells. Fluorescence of Usv—red fluorescent protein (DsRed) and
Cyp—DsRed fusions in the nudeus of transiently transfected N.
bonthamiana cells 72 h after Agrobacterium tumafadions infil-
tration. 4’ 6-Diamidino-2-phenylindale (DAPI) fluorescence of
the same celis is shown alongside.

Please note: Wiley-Bladkwell are not responsible for the comtent
or functionality of any supporting materials supplied by the
authors. Any gueries {other than missing material) should be
directed to the comesponding author for the articla.
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The repeat domain of the type lll effector
protein PthA shows a TPR:like structure
and undergoes conformational changes upon

DNA interaction

Mirio Tyago Murakami, Mauricio Luis Sforca, Jorge Luiz Neves, Joice Helena Paiva,
Mariane Noronha Domingues, André Luiz Araujo Pereira, Ana Carolina de Mattos Zeri,

and Celso Eduardo Benedetti*

lahorawinn Nacinnal de Bindbndas, Cemm Madonal de Pesquisa em Energin = Materials, 13085970, Campinas, 5P, Brazi

ABSTRACT

Many plant pathogenic bacteria rely on effector pro-
teins to suppress defense and manipulate host cell
mechanisms to cause discase. The effector protein PthA
modulates the host transoiptome to promote diros
anker, PthA possesses mmusnal protein architecture
with an internal region encompassing variable numbers
of near-identical tandem repeats of 34 amino acids
termed the repeat domain. This domain mediates pro-
tein—protein and protein-DNA interactions, and two
polymorphic residues in each repeat unit determine
DMA spedficity,. To gain insights into how the repeat
domain promotes protein—protein and proten-DNA
oontacts, we have solved the structure of a peptide cor-
responding to 1.5 units of the PthA repeat domain by
nudear magnetic resonance (WMR) and carried oot
small-angle X-ray scattering (SAXS) and  spectroscopic
stndies on the entire 155-repeat domain of PthAZ
(HD2). Consistent with secondary strocture predictions
and circular dichroism data, the NMR soructure of the
1L5repeat peptide. reveals three a-helices conneced by
two turns that fold into a tetratricopeptide repeat
(TPR)-like domain. The NMR structure corroborates the
theoretical TPR superheix prodicted for RD2, which is
ko in sgreement with the elongated shape of RDZ
determined by SAXS, Furthermore, RD2 undergoes con-
formational changes in a pH-dependent manner and
upon DMNA interaction, and shows sequence similari tes
to pentatricopeptide repeat (PPR), a nucleic add-binding
mattif structurally related to TPR. The resolts point to a
maodel in which the RD2 structure changes its compact-
ness as it embraces the DNA with the polymorphic dire-
sidues facing the interior of the superhelin oriented to-
ward the nucleotide bases,

Prosteties 200 O (0000004
& 2010 Wikey-Lisa, Inc.

Key words: TAL effectors; tetratricopeptide repeat; pen-
tatri ide repeat (PPR); Xanthomonas citri.

INTRODUCTION

Kanthemonas axenopodis pv, diri (Xac), the causal agent of
citrus canker, induces the formation of raised pustules on the
surface of the host plant The pustules typically develop into
larger cocky and water-soaked lesions, which break the epider-
mis favoring bacterial dissemination. ]2 Although it is known
that canker lesions result from the intense division and expan-
sion of the host cells at the site of infection, how exactly Xac
induoces cell division and growth is not yet clear. We have shown
that Xac mod ulates the synthesis of cell growth regulators during
the onset of infection? and that the common action of auxin
and gibberellin is required for initial canker Jc'-'clupmrn[."‘
Interestingly, these hormones alone or in combination had no
apparent effect on citrus cell growth or division, suggesting that
another factor is required for canker formation.® This additional
factor is thought to be the Xac effector protein Ptha, which is
sufficient to promote cell hypertrophy when transiently
expressed in citrus leaves.” Accordingly, expression of PthA pro-
teins in citrus cells provokes ranscriptional changes that overlap
with those triggered by Xac infection associated with auxin and
gibberellin action (Percira and Benedetti, unpublished data),

PthA proteins differ ffom each other primarily by the
number of near-identical repeats of 33-34 amino acids that are
tandemly located in the central region of the protein. This
domain confers host selectivity and is critical to determine
patl'mg.*n'pr_-ity.“-? PthA proteins are 95-97% identical to
AvrBs3, the best known Xanthomonas type I effector protein,
AvrBs3 is targeted to the nuclens of host cells where it modu-

Addiional Supparting Indhrmation may he found in the online version of this armide
{zrant sponsors: Fundacio de Amparo & Pesquisa do Estado de 830 (FAPESP), Conselha
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lates transcription® Motably, AvrBs3 recognizes different
plant promoters and activates transcription of particular
penes in both susceptible and resistant plants B0 The
interaction of AveBs3 with i target DNA s mediated by
its repeat domain, =12 which is also essential for AveBs3
dimerization before its nuclear import.!? Likewise, we
found that the repeat domain of PthA proteins is critical
for protein—protein interactions. !4 Therefore, it s
becoming clear that the repeat domain of such effectors
has a dual character as a protein scaffold that allows pro-
ein-protein and protein-DNA contacts with host targets,

An intriguing aspect of the repeat domain of such effec-
tors is the variability found in every repeat unit at certain
amino ackd positions. In the case of the PthA varants, the
polymorphism occurs preferentially at Positions 4 (D, E, Q,
orA), 12 (N or H), 13 (1, I, G, o0r 5), and 24 (R or A) of the
repeat units, ' Since most members of the AveBs3/PthA
protein family share high-sequence identity, it has been
postulited that, besides the variation in the number of
repeat units, the polymorphissm within the repeat units
would play a crtical role in conferring the specificity
required for the interactions with particalar protein or
DA targets. Indeed, recent studies have demonstrated that
the pair of residees at Positions 12-13 determines the DNA
sequence specificityl 916, however, the structural basis for
these interactions is presently unknown, Thus, strudurl in-
fisrmation on the répeat region becomes highly relevant for
understanding the moleculir function of this unique pro-
ein domain. Although numerous homologues of AveBsY
PrhA proteins have been identified, no three-dimensiomal
(3D} strocture is yet available for any transeription activa-
tor-like (TAL} effector. Despite onsiderable efforts, we have
not yet been able to crystallize any of the PthA varfants or
their repeat domains, Thus, we used a combination of circu-
lar dichroism (D), dynamic light scattering (DLS), nuclear
magnetic resonance (NMR), small-angle X-ray scattering
(SAXS) and molecular modeling ap proaches 1o gain insights
into the 3D structure of the PthA repeat domain, In this
work, we present the first 3D structure of a peptide corre-
sponding to 1.5-repeat units of PthA? (PDB code: 2K05)
and a low-resolution envelope for the entire repeat domain
of PrhA2 (RD2) that is in agreement with its theoretical tet-
ratricopeptide repeat ([ TPR)-like structure, Spectroscopic
studies also revealed that RD? undergoes conformatiosal
changes in a pH-dependent manner and in the presence of
DA, Furthermore, we show that the repeat units of RD2
are similar to pentatricopeptde répeat (PPR), a 35 amino
acid motif that is structurally related o TPR and have
nudée acid binding activity, 17,18

MATERIALS AND METHODS
Protein axpreasion and purification

The 155-RD2 was amplified fom X gtrd plasemids
and cloned into  the BamHILSacd sites of pET28a

(Movagen). The construct was sequenced and wed W
transform  Escherichia cofi strain BI21 (DE3). Protein
expression was indweed at ODgy = 0.6 with 0.4 mM
IPTG at 25°C. The cells were harvested after 3 h, centr-
fuged, and suspended in binding buffer (20 mM Trs—
HCl pH 8.0, 200 mM NaCl, 15 mM imidazole, 5% (v/v)
glycerol, 1 mM PMSF, 05% Nonidet P-40) and incubated
on ice with lysoeyme (1 mg mL™') and RNAse (10 pg
mL~"} for 30 min, Bacterial cells were disrupted by soni-
cation and the soluble fraction was incubated with
DNAse I (0.5 pg mL™") and MgCl, (2 mM), The suspen-
sion containing the 6xHis-RD2 was loaded on a 5-mL
HiTrap chelating HP (GE Healthcare) column pre-equili-
brated with binding buffer. The column was washed with
20 column volumes of the same buffer and the protein
was eluted with imidamle gradient. After purification, di-
thiothreitol (DTT) was added w a final concentration of
I mM and fractions displaying the highest purify were
concentrated and loaded on a G75 16/60 Superdex
(GE Healthcare) column, pre-eguilibrated with 20 mM
Tris-HCl pH 8.0, 200 mM NaCl, 5% (viv) glycerol, and
1 mM DTT. RD2 was eluted as a single peak with a
molecular mass cormesponding to the monomer,

DOynamic ight scattering

DLS experiments were carried oul wsing a DynaPro
BLO (Protein Solutions) apparatus equipped with a Peltier
module for temperature control, The wavelength of the
laser light and the output power were set to 830 nm and
30 mW, respectively. About 100 measurements were
made at intervals of 20 s for each run The DLS experi-
ments were repealed several times with intervals of 30
min to check stability, Protein solutions of | mp mL™"
were prepared in 50 mM sodium acetate pH 5.0, 50 mM
sodium phosphate pH 6.0 and 7.0, and 20 mM Tris-HCl
pH B.XL The complex of RD2:DNA was prepared in a
molar mbo of 1,0:1.2, incubated for 12 h at 20°C, and
centrifuged at 10,000¢ for 15 min at 4°C before analysis.
Standard curves of bovine serum albumin were wsed for
calibration and the experiments were conducted at 18°C,
Hydrodynamic parameters were determined wsing the
software DYNAMICS v6.10.12.

C0D meaasurameants

CD spectroscopy experiments were conducted on a
JASCO J-810 CD spectrophotometer equipped with a
Peltier temperature control using 1-mm - path quartz cuv-
ettes, Spectra were acguired with a fimal protein concentra-
tion of 5.0-10 pM in 20 mM Tris-HCl pH 8.0, containing
L0 mM DTT and 100 mM NaCl. The RD2Z:IDNA mixes
were incubated for 3 hoat 20°C and centrifuged ( 10,000g)
for 15 min at 4°C before analyses, CD measure ments were
collected berween 185 and 260 nm using a scanning rate
of 50 nm min~" with an average response time of 4 s,
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Structural Feaatureas of the Tal Effector Paud,

Secondary structure variations were monitored asa fune-
ton of changes in the initial CD spectrum upoen addition
of sodium dodecyl sulfate (SDS) for the 15-repeat unit
For all the spectr, an average of 10 scans was accumulated
and the backpround spectrum of the buffer was subtmeted.

MNMRA studies

NME experiments were performed at 20°C using a Var-
ian [nova 600 MHz spectrometer equipped with a eryo-
genic probe. Synthetic peptides (Proteimax, 330 Paulo,
Brazil) coresponding to 1.0- or LS5-repeat units of the
repeat domain of PrthA were dissolved in 20 mM phosphate
buffer, pH 5.0, containing 70 mM SDS, 1.0 mM DTT, and
50 (wivh D0, at a final concentration of ~ L0 mM. Pep-
tide resonance peaks were assipned using standard meth-
ods including correlation spectroscopy, ! total correlation
spectroscopy  (TOCSY), 20 and  nuclear  Overhauser
enhancement spectrosCopy (NOESY) 2! The TOCSY spec-
tra were acquired uging a DIPSI spin-lock sequence at a
field strength of 10 kHz and a mixing time of 70 ms
NOESY spectra were recorded with mixing times of 150
and 300 ms. All 2D experiments were acquired in the
phase-sensitive mode using the method of states.22 Water
suppression was achieved by low-power continuous wave
irradiation during the relaxation delay or wsing the
WATERGATE method.2? Dat were processed and ana-
lyzed wsing the NMRPipe/NMRVIEW sofiware, 24 Before
Fourier transformation, the time domain data were 2er0
filled in both dimensions to yield a (4096 by 4096) data
matrix. When necessary, a fifth-order polynomial baseline
correction was applied after ransformation and phasing.
To obtain distance constraints, crosspeak volumes were
estimated from the NOESY spectra,

The structure of the peptide corresponding to 1.5-repeat
units of PthA was caleulated in a semiantomated iterative
manner with the program CYANA version 2.1,27 using 100
starting conformers. CYANA 2.1 protocol was applied to
calibrate and assign NOE crosspeaks. After the first few
rounds of automatic caleulations, the NOESY spectra were
amalyred again to identify additional crosspeaks consistent
with the stroctural model and to correct misidentified
NOEs. The structures obtained were further refined by
restrained minimization and molecular dynamic (MDY
studies using the CNS software 20 The 20 structures with
the lowest mrget function were selected to represent the en-
semble of peptide structures. The quah? of the structures
was analyzed with PROCHECK-NMR.27 The NMR data
were deposited in the biological magnetic resonance bank
(BMRB) and protein data bank (PDB) under the entry
codes 16589 and JK0Q5, respectively.

BAMS data collection and analysis

SAXS data were collected at the D11A-SAXS beamline at
the Brazilian Synchrotron Light Laboratory (LNLS). The

radiation wavelength was set to 1.488 A and a charge-
coupled deviee area detector (MARCCD 165 mm) was
used to record the scattering patterns. The sample-to-de-
tector distance was set to 1415.95 mm to give a scaltering
vector ranging from 0,10 to 3.5 nm ™ ', The measurements
were carred out with a sample concentration of 2 mg
mL™' at 18°C. Each protein sample was previously
analyzed by DLS and only monodisperse solutions
i polydispersity <20%) were used. Protein samples were
centrifuged for 15 min at 10,000¢ to eliminate any existing
agpregates Immediately before each measurement. The
scattering curves of the protein solutions and buffers were
collected in frames of 300 s each to avoid radiation-
induced protein damage. Bach frame was carefully checked
for possible bubbles or radistion-induced aggregation of
the protein before calculating the average intensity and the
associated experimental error. The experimental intensities
were cotrected for background, buffer contnbutions,
detector inhomogeneities, and sample transmission.

The radius ﬂl'&g,}'ral‘_h}n (Rgh was evaluated using Guinier
approximation?8 as implemented in the program PRI-
MUS.2? The indirect Fourier transfirm package GNOMI0
was used to evaluate the pair-distance distribution func-
tioni plrh The low-resolution envelope of the RD2 protein
was determined using ab miie modeling implemented in
DAMMIN! An averaged model was penerated from sev-
eral runs using the DAMAVER suite of p!"r.lgrnlzl:l:a'.32 The
SAXS mode] and the NMR stroctures were superimposed
with SUPCOMB.33

Homaology molecular modeling of tha AD2

The crystal strsctures of importin B-1 from Saccharmmyoes
cereviige (2BPT)# and TIPIZ from Home sapiens
(1U6GH? were used as 3D temphites for restraint-based mod-
eling as implemented in the MODELLER program. 3 The
overall model was improved enforeing the proper stereochem-
wstry using spatial restraints and CHARMM energy tenms, fol-
lowed by conjugate gradient simulation based on the variable
target function method. 3 Ten models were built for the RD2
sequence based on the (m)GenThresd e alignment. All mod-
els were evaluated with the DOPE potential and the one with
the lower plobal savre was sdected for explicit solvent MD
simnulation using GROMACSY 1o check its stability and con-
sistency. The overall and local quality analyses of the final
model were assessed by VERIFYZD® PROSAY and
VADAR ) Three-dimensional structures were displayed, ana-
lyzedd, and eompared using the program COOT 41

RESLULTS AND DISCUSSION

The 1.5-repeat paptide of PthiA shows a8
TPR-like fold

Secondary structure algorithms predict only a-helices
and tums for the repeat domains of PthA proteins. Not
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Fgure 1

Servctural festures of the repetitive. units of RE32: (a) PSIPRED
seconida iy structione predicthon of two cofsecist ve repeal whits of RD2
showing coils (C) and helices (H). The L5-repest unit peptide wsed for
strisctisral resolution b dwwn i bold and the secondary stricture
elerments determm ned by NMR are represented undernestl the sequence.
{b) CE curves of the purified 15.5-repeat domain [5 pM) of Ptha2
{RI22) in comparizon with that of the 1.5-mpext unit peptide {10 pM)
i the presence and slsence of different SD8 conentmtions.

surprisingly, the predictions are almost identical within
each of the repeat units, as shown for two conseculive
repeats found in the PrthA variants [Fig 1(a}]. The pre-
dictions are consistent with the Br-UV CD spectrum of
the entire 15.5-RD2 showing two minimum pesks at 208
and 222 nm and a positive peak at 193 nm, which indi-
cate that BD2 has high contents of a-helices [Fig. 1(b)].
CD data analysis has indicated that the 34-amino acid
peplide corresponding to one repeat unit of PthA is not
structured in solution (pot shown), Thus, we have wsed
in sifice 30 modeling algorithms w find a minimal pep-
tide size that possesses the stereochemical requirements
for a structured motif, and we observed that the 1.5-
repeat peptide s the minimal structural uwnit of the
repeat region of PthA, CD measorements indicated that
the 1.5-repeat peptide is partially wnfolded in solution;
however, addition of 2 mM SDS was sufficient to increase
the contents of secondary structural elements, partici-
lady w-helices [Fig 1({bj]. Although SDS has been suc-

cessfully wsed to investigate the structure of membrane
peptides, it has also been shown to stabilize conforma-
tions in peptides with propensity to form a-helices via
electrostatic interactions 32 We therefore used NMR tech-
nigques to solve the structure of the 1.5-repeat peptide in
the presence of SDS since no experimental 3D model of
the repeat unit was yet available,

The 1.5-repeat structure was solved wsing 982 distance
constraints dedved from the NOESY spectra. The inter-resi-
due NOEs correlate with the chemical shift index and show
a dense pattern of daN(ii + 3), daBlii + 3), and doN(ii
4+ 4) NOEs involving residues V3-T10, (14-020, P24-A20,
and V37-045, indicating that these regions possess an heli-
cal fold (Supporting Information Figure 1). Statistics of an
ensemble of 20 lower energy structures [Fig 2(a) ] show no
signi ficant violations of the molecular geometry parameters
i Table I). In sddition, the Ramachandran plot analysis
shows that all pla—ped angles gre in allowed regions and the
root mean square deviations (RMSD) for the backbone and
side chaing are within expected values, indicating a good
stereochemical quality of the ensemble,

The peptide folds into a helical-bundle structure that
is very similar to the TPR topology [Fig 2(a}], thus cor-
roborating the secondary structure predictions and CD
data. In fact, the CD eurve of RD2 i guoite similar o
those of TPR domains with a 222/208 nm ratio of ~1.3,
which indicates coiled-coil-like conformations. 4346 The
specific interactions responsible for these conformational
states are the presence of a series of hydrogen bonds
between the backbone carbonyl (C=0) of residues i
and the backbone amide (NH) of residoes 7 + 4" span-
ning the helical regions: The secondary structure is also
stabilized by hydrophobic intemetions that keep the heli-
cal regions close together, Preferential spatial arranpe-
ment s confirmed by NOE interactions between side
chains of the hydrophobic redidues V4-58 with T18-L22
and L16-C27 with L32-H43 [Fig 2(b}].

Interestingly, the two hypervarable diresidues NI and
HD, known to specify preferential interactions with ade-
nine and cytosine in DNA target sites, respectively, 16
are structurally close in the NME stroctures [Fig. 2(e)).
This would be sxpected considering that each pair of the
variable residues recognizes one nucleotide in a linear
tashion, that is, one variable diresidue to one nucleotide
in the DNA target sequence.!>18 We also noticed that
the K residues; which typically play a central role in pro-
tein-DNA interactions,®’ are located adjacently to the
polymorphic diresiduwes [Fig. 2(c}].

Tha RDE has an slongeated shaps

The ab initic molecular shape of RD2 was determined
by SAXS amalysis and the corresponding profiles of the
scattering curve and distance distribution function pir} are
shown in Figure 3(a). SAXS caleulations revealed a maxi-
mum dimension of 122 A from the p(r) curve and a gyra-
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Fgure 2

The BME strsctire of the 1.5-repeat peptide of PihA. (a) Ensemble of the 20 Towest energy structures showing three helices connected by tws
tuma. (b) The bwest enegy stricture showing the hydmophobic imersction between the side duoin of redduss VWALA and LLIVL, which stahilive
the stnactuee. (¢) Oremation of the by pervariable diresidoes NLamd HD relstive 1o the K resldoe in the peptide structure.

tion radius of 40.82 + 001 A for the RD2 molecule, These
values are in agreement with those obtained from the
i silico modeling (see below) and indicate that RD2 is a
monemer in solution. Amalytical size-exclusion chroma-
wgraphy and DLS data also suggest that RD? is a mono-
mer in solution with a hydrodymamic radivs of wound
45 nm for a sample with low polydispersity index (15%).

The low resolution envelope of RD2 was derived with-
oul  imposing any constraints. [Fig. 3ib)|. Structural
alignments of each individual molecular model, obiained
by ab imitic shape reconstruction, showed that they are
very similar as indicated by the normalized spatial dis-
crepancy (NSD) values, which are around 0.8, The RD2
mode] reveals an elongated or extended shape consistent
with the noton that the repeat units are structurally
arranged in tandem alonpg the repeat region |[Fig. 3(b)].
The elongated shape of the RD2 molecule can also be
noted from the p(r) curve profile [Fig, 3ia}].

Molecular modeling predicts a TPR-like
superhelical structure for ROE2

Fold assignment searches for RD2 wsing PSIPRED™
returned 10 protein structures with significant scores, all
displaying TPR domains, The crystal structires of the yeast
importin Bl (PBD code: 2BPT ) and human TIP120 (PDB
code:  1U6G) were used as templats o generate a
resteaint-based 3D model of RD2 [Fig 4ia)]. The model
shows good local and plobal stereochemical properties
with a Z-score of 68, Analyses of the Ramachandran plot
indicate that 93% of the BD2 residues are in most favor-
able regions, 5% are in additdonal allowed regions and only
2% are in disallowed regions. In addition, local gquality
analysis assessed by ploning the energies as a function of

the amino acid positions shows no positive values thus
highlighting the good stereochemical quality of the model
and its suitability for structural analysis and comparisons.
The NMR structure of the L.5-repeat peptide superimposes
adequately with the RD2 model with an RMSD of 27 A
[Fig. 4(b} ], thus corroborating the in sifico model.

The RD2 3D model conserves all the structural features
found in TPR-containing proteins encompassing 31 anti-
prarallel a-helices that fold into a superhelical structure
|Fig. 4(a}] and i in agreement with previous molecular
modeling studies 4% Furthermore, the superhelix model is
consistent with the RD2 CD data showing an average 222/
208 nm ratio = 1.1, which is typical of coiled-coil regions,
The repeat units of RD2 have the same amino acid sep-
ment length of TPRs and their superposition indicares that

Table |
Structum] Swatlstics of the 1.5- Hepeat Unit Pepride
e EEEYE}]}hEhEEa...—SSSSS=SSSS=— .

NOE=
Tom] member 82
Short range IF —ji < 1 G50
Medivmrange 1< i —fl< 5 156
Long range F =i = 5 176
CYANA
Target function 107 + 015
Distance wiclation =020 ]
Dihedral angles =5° L1}
AMSD
Backbone {toml| 07 + 013
Side chain {otall 158 + 017
PROCHECK
Most favorable BA%
Additional allowed 15.3%
Generously allvwad 06%
Not allowed 0.0%
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FRgure 3

Ab imite shape determination of RDZ (a) Expedmental SAXS curve
andl 1he theoretical Mitimg of the data (blacdk amd red, respectively ) using
the program GNOBM. The inlet shows the palr distane distribndion
famction pirl. (b) Different views of the ab tmtto low neolution

D3 MMIN envelop mode of RD2 n sletion, The RSD values for a st
of 15 DAMMIN and GASBOR madels ranged from (L85 to 0095 in both
calculation,

they are quite similar to one another (RMSD < 1.5 A), As
observed in the structure of the 1.5-repeat peptide [Fig
2ib}|, the superhelix is stabilized by contacts of hydropho-
bic residues across the a-helical faces resulting in a contin-
wous  hydrophobic core. Additional polsr interactions
between close side chains contribute to the protein packing
and stabilization. Notably, the i slico model fits remark-
ably well on the SAXS envelope and displays a NSD of
125, indicating high-shape complementarity between the
ab mitio envelope and the surface of the theoretical super-
helix model [Fig. 4(c)].

TPR domains are a well-known protein scaffolds that
mediate interprotein associations and assembly of muolii-
protein complexes in numerous organisms. The domain
was first identified in yeast proteins required for mitosis
and BMNA synthesis as a depgenerated M-amino acid
sequence arranged in tandem repeats S35! Since then,
studies have highlighted s diversity of arrangements and
functions 2523 More recently, it was found that TPR
domaing can selfintersct and promote protein olipome-
rization, B335 Thus, the TPR-supethelical structure of

RD2 is consistent with the fact that RD2 alss self-inter-
acts in rwo-hybrid assays and associates with a number
of citrus proteins, including the TPR domain of TDX, 14

Conformational changes of RDE upan
interaction with DMNA

Although TPR domains have not been reported to bind
nocleic acids directly, they are found in numerows DNA
and RNA-binding pmminsﬁ'*ﬂﬁﬁj? To gain insights
into how the RD2 superhelix could bind DNA with

Figure 4

The structioral mod el of R (2] A cartonn representation of te TPR-
like superhelical struciure of RD2 depicting helices in cyan and loogs in

eiita, [B) Superpoditlon of the NMR (gray | and modelad strisctisres
(cvan) of the PrhA 1 5-repeat wnit, () Orthogonsl views ilustrting the
superpodtion of te TPR-lke superbelical striscture of KD2 onte its
SAXS envelope.
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(b)

Mass (%)

~i15 &

(c)

Mass (%)

Rh {(nm)

——RDZ (pH 8.0)
——RD2 + dsDNA
—— RDZ + ssONA

1 > g 10
Rh (nm)

Fgure 5

Comformations] cunges of KD, (a) A nbbon cepresentation of ge B D2 TPR-like stroctune hihlighting the relative Tocstion of the hypevanable
diresidises [yellow spheres) amd the haine (blee sphenes ), The approximate dimension of the leight, defi and spacing between two comecutive
Iy pervaniable direddues are shown, DLS curves of RD2 at diferem pHs (b) and after incubation with the single-strand (=) or double-strand (ds)
DA sequence ACACATTCTAAA ATTTATATA AACCCTCATCCATTIOD darived from a citrus Pihd-induced promoter (],

sequence specificity, we looked at the spatial distribution
of the polymorphic residues at Positions 12 (N or H) and
13 (L I or G). As observed in the 1.5-repeat peptide strue-
mre [Fig. 2{c)], the NI, HD, and NG pairs are located at
the same side of the molecule at the tip of helixl, in close
proximity to the K residues [Fig. S(a)]. Furthermore, it s
evident from the RD2 model that the polymorphic diresi-
dues are mostly oriented w the inner face of the superhelix
[Fig. 5(a}]. Thus, the only way the polymorphic residues
could contact DNA would be the protein embracing the
double strand, which is consistent with the Get that ligand
binding in TPR proteins predominantly involves the con-
cave surface of the TPR domain.® The atomic distances of
the superhelix clefts (18 A wide on average) supports this
notion [Fig 5(a}]. However, both the modeled strucre
and the S5AXS envelop of RD2 have a molecular length of
~115 A [Fig. 5(a)], which would cover ~34 nuecleotides,
that is, twice as many nucleotides as predicted o bind
RD2.15 Therefre, to be able to bind a 17-nucleotide target

sequence, as predicted by the linear recognition model of
one nucleotide per hypervariable diresidues 15:16 the RD2
protein would have to underpo some degree of compac-
tion, like a coil spring being compressed, Surprisingly,
when the hydrodynamic behavior of RD2 was investigated,
substantial changes in its hydrodynamic rading (B ) due o
pH chanpges were found [Fig. S(b)|. At pH 8.0, the RD2
molecule displays an By of 45 nm that is consistent with
the SAXS mesurements done at similar pH. However, at
more ackdic pH, which might mimic the DNA surfice, the
By values are around 3.5 nm, indicating that RD2 can
assume a more compact structure [Fig, 5ib)|. Similarly,
RD? significantly increased its compactness (B, of 3.6 nm)
in the presence of a DNA fragment derived from a citrus
promoter upregulated by PrhA2 [Fig. Sic)]. Changes in the
hydrodynamic radivg was not cleardy observed when the
corresponding single-strand sense DNA was used [Fig.
Sic)], indicating that compaction preferentially occurs
upon double-strand DNA intersction.
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—— D2 + DNA1
—— |02 + DNAZ
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Fgure &

U spect e of RDZ at diflevent pHs amnd i e presence of DAL CDvcurves ol
B2 prostein taben ot different pHs (a) and afier inodation with two DA
fragrmenis (€, showing major clsnges in the 2220308 nm ratios a1 acidic pH
and in the presence of DNA. The BNAT sequence [ ACACATTCTAAAATTTAT
ATAAMICCTCATCCATTICC  is derdved fom a dires promater ugrq;uhmi
Ty PhA? wheras TNAZ asmiaiiv e predicted Pha2 Hndr:gsn] [ACAC
ATTCTAAAAT T TACAC ACCTCTTTTAATATTIOCL

To further investigate these conformational changes, the
secondary stmaure of RD2 at different pHs and in the
presence of DNA was analyred by CD spectroscopy. AL
acidic pH, RD2 apparently looses some of its o-helical
antents, as judged by the lower intensities of the 208 and
222 nm negative signals at pHs 7.0, 6.0, and 5.0, relative
w pH 8.0 [Fig. 6(a}l. However, the 222/208 nm ratio
shifted fom 1.3 at pH 8.0 to nearly 10 at pH 50, indicat-
ing a decrease in coilled-coil-like conformations at acidic
pHs. The 2227208 nm mbo of RD2 also diminished in the
presence of DNA This was observed not only with the cit-
rus promoter fragment but alsd with a DNA fragment
ntaining the predicted PthA2 binding site!® [Fig. 6(b)].
Interestingly, it has been shown that a disulfide bond

within the TPE region of the barley Sgl protein is
thought to promote a compaction of the helical bun-
dles 43 The reduced Sgtl has a CD 2220208 nm ratio of
~1.2, whereas oxidized Sgrl has a ratio of ~09,%3 indicat-
ing that compaction of the TPR helical bundles s associ-
ated with a decrease in its coiled-oil-like conformation

The repeat unite of ROE are similar to
PPR motifs

As TPR domains show no obviows sequence similarities
the repeat units of RD2 and so far have not been reported w
bind [AJA direaly, we searched for TPR-related motfs with
knivwn nucleic acid binding properties. Surprisingly, we found
that the ansmss sequence of PPR muﬁfﬁn;'} ts very similar
o that of the repeat unite of RD2 (s Fig 7). In addition,
BLAST searches using the RD2 sequence as query also identi-
fied a number of Arabidopsis (Q9MAD5.2, NP_187175.1) and
rice (0020555100, Os]_07125, Os)_12287) proteins con-
taining PPR maotifs.

PPRs are formed by 2-26 tandem armays of a depener-
ate 35 amino acid motif with an average of 9-12 motifs
per protein. 1738 PPR proteins have been associated with
the transcription and translational machineries, ghg}:ﬁ
roles in mRNA stabilization and RNA editing 17418/
Interestingly, some of the citrus proleins that were iso-
lated in a two-hybrd screening as interactors of PthAs
are associated with RNA stabilization !4 Although no
PPR structures are known, tandem PPR motifs are pre-
dicted to fold into a superhelical structure just like the
TPR _-aupa::ha:LiLIB*EE Accordingly, the CD spectrum of
maize PPRS resembles that of RD2!7 and a structural
model of PPRs superposes well to the RD2 supechelix
i results mot shown), Thus, the structure of RD2 propossd
here s consistent with the notion that sucleic acid-bind-
ing PPR motifs display a TPR-like fold. Although PPR
proteins are almost absent in prokaryotes, the fict that
they are predominantly found in plant mitochondria and
chloroplasts®!  rises the possibility that PthAs and
related type I effectors might have evolved from a com-
mon PPR ancestor protein

Figure 7

The repest wnits of RD2 are simdar v PPR motfe Protein seguence
alignment between three polymaorphic repeat wnits of HD2 amd- the
comsenss sequence fom 1303 pentatrcopeptide (PPR) et
performed by (TustalW 2 (EMBL-EBL L [dentical reddises are duded and
indicated by astersks, wherms similar residhses are indicxted Ty single
or double dots. Dots in the PPR comensus sequence represent the most
vatiable reskdues in PR motif.
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In conclusion, this work provides the first experimen-
tal structural data of the PthA repeat domain Both the
NMR structure of the 1.5-repeat peptide and the SAXS
envelope of RD? corroborate the theoretical model that
predicts a TPR-superhelical structure for RD2. Moreoves,
DLS and CD studies show that RD? undergoes confor-
mational rearranpements upon DNA  interaction thus
supporting the idea that the protein embraces the DNA
with differential compactness as to cover a variable num-
ber of nucleotides,
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Tese de Doutorado

Uso exclusivo da ClBio:

Formulirio de encaminhamento de projetos de pesquisa para analise pela CIBio - Comissio
Interna de Biosseguranca da ABTLuS — Associa¢io Brasileira de Tecnologia de Luz Sincrotron

Titulo do projeto: “Caracterizagdo de proteinas de Citrus que interagem com a proteina efetora PthA,
indutora do cancro citrico”

Pesquisador responsavel: Celso Eduardo Benedetti

Experimentador: Mariane Noronha Domingues

Nivel do treinamento do experimentador: [ ]-Iniciagdo cientifica, [ ]-mestrado, [ }-doutorado,
[x]-doutorado direto, [ ]-pés-doutorado, [ J-nivel técnico, [ J-outro, especifique:

o v

Resumo do projeto:

O cancro citrico, causado pelo fitopatégeno Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac), constitui uma doenca que
afeta a maioria das espécies do género Citrus e se destaca como uma das maiores ameagas 4 citricultura brasileira,
Xac penetra no hospedeiro através de estdmatos ou pequenos ferimentos na epiderme das folhas, frutos € ramos. A
bactéria ancora-se a parede da célula hospedeira e usa o sistema de secregfo de proteinas tipo [II (T3S) para injetar
suas proteinas de patogenicidade, entre elas, as PthAs da familia AvrBs3/PthA. Quando injetado na célula
hospedeira, a PthA induz as lesGes caracteristicas do cancro, incluindo hipertrofia ¢ hiperplasia do tecido. Alguns
estudos tém sugerido que as proteinas da familia AvrBs3/PthA funcionam como fatores de transcrigdo. Elucidar
como a PtHA ativa a transcrigdo e suas fungdes € de grande importancia para o esclarecimento do seu modo de agdo
e da patogenicidade de Xac. Este trabalho visa caracterizar as interages entre as proteinas PthA2 e PthA4 de Xac e
proteinas de laranja doce (Citrus sinensis) previamente identificadas em ensaios de duplo hibrido de leveduras.
Entre as proteinas selecionadas para esse estudo, destacamos uma cisteina protease envolvida em respostas de
defesa, uma proteina de parede celular rica em glicinas, uma provavel serina-hidrolase, uma proteina intrinseca de
membrana, além de uma protefna ligadora de RNA. E esperado que a caracterizacio dessas novas interacdes trard
informagdes relevantes sobre o sutil mecanismo de interagdo entre Xac x Citrus e um esclarecimento adicional sobre
o modo de agdo de PthA. Com as proteinas presa sendo expressas na forma soltvel e em quantidades suficientes
propde-se a cristalizagdo das mesmas na auséncia e presenga de dominios de PthA.

A CIBio analisou este projeto em reunido realizada no dia: 7(: M 24: © }

Parecer final: [X]-projeto aprovado, [ ]-projeto recusado, [ ]-projeto com deficiéncias, favor
comentarios abaixo:

™ }
Presi&'ente(qg CIBio - ABGUS
Prof. Dr. Jérg Kobarg

LS e L A
Membro da CIBio - ABTLuS
Prof. Dr. Celso Eduardo Benedetti

Yo 11

/’/7-444”1 oL - M"’l
Membro da CIBio - ABTLuS

Prof. Dr. Nilson Ivo Tonin Zanchin
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