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RESUMO

O cancro citrico, causado pela bactéria Xanthomonas citri (X. citri), afeta a maioria das
espécies de Citrus, ocorre praticamente em todos continentes e se destaca como uma séria
ameagca a citricultura brasileira. O mecanismo molecular pelo qual X. citri causa cancro n&o &
inteiramente conhecido, entretanto, sabe-se que a bactéria utiliza o sistema secretorio tipo Ill
para injetar proteinas de patogenicidade, entre elas, PthAs da familia AvrBs3/PthA, também
conhecidas como efetores TAL (transcriptional activator-like). Os efetores TAL atuam como
fatores de transcrigcéo transativando genes especificos da planta que vao beneficiar a bactéria
ou desencadear respostas de defesa.

Com o objetivo de entender os mecanismos moleculares pelos quais os efetores TAL
atuam, a técnica de duplo hibrido foi usada para identificar proteinas de laranja doce (Citrus
sinensis) que interagem com PthA4, um dos efetores TAL de X. citri necessario para o
desenvolvimento do cancro citrico. A maioria das proteinas de laranja identificadas como alvos
de PthA4 apresenta dominios de ligagdo a DNA ou RNA e esta envolvida no controle da
transcricao, estabilizacdo de mRNAs e tradugdo. Varias dessas proteinas interagem entre si,
sugerindo a presenca de um complexo multiproteico como alvo de efetores TAL. Entre as
proteinas envolvidas no controle da transcricdo, destacamos a CsMAF1, uma proteina
homologa a MAF1 humana que atua como regulador negativo da RNA Polimerase |Il.

Os resultados obtidos nesse trabalho revelam que CsMAF1 complementa o fendtipo do
mutante maf1 de levedura, reprimindo a expressao de tRNA"S ¢ que a expressao de PthA4 na
cepa complementada restaura a sintese desse tRNA. Portanto, os dados mostram que
CsMAF1 atua como um repressor da RNA Pol Ill em levedura e que PthA4 altera o estado
repressor de CsMAF1 sobre a RNA Pol IlI.

De forma surpreendente, verificamos que plantas de citros com niveis reduzidos de
CsMAF1 apresentaram aumento significativo no numero e intensidade de lesbes
hiperplasticas ou eruptivas quando infiltradas com X. citri, indicando que CsMAF1
desempenha um papel critico no desenvolvimento dos sintomas do cancro citrico. O aumento
das lesdes do cancro nas plantas silenciadas para CsMAF1 se correlaciona com um aumento
expressivo de tRNAs, incluindo o tRNA™, confirmando assim o papel repressor de CsMAF1
sobre a RNA Pol lll em citros. Além disso, mostramos nesse trabalho que CsMAF1 é uma
fosfoproteina que se encontra na forma dimérica em solugdo, uma caracteristica singular
ainda nao descrita para membros dessa familia de proteinas. Verificamos que CsMAF1 é
fosforilada in vitro pelas quinases PKA e PKC e que apresenta sitios adicionais de fosforilagdo

conservados para a quinase TOR, incluindo o residuo Thr62. Curiosamente, tais sitios se
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localizam na interface de dimerizagdo de CsMAF1, sugerindo que a fosforilagdo desses sitios
deve regular a fungédo da proteina e/ou seu estado multimérico. De fato, verificamos que a
substituicdo do residuo de treonina Thr 62 para acido aspartico (Asp 62) diminui a proporgéo
dimero:mondmero de CsMAF1, indicando que a fosforilagdo de residuos na interface do
dimero desestabiliza o dimero, e que esse pode ser um mecanismo regulatério novo para
essa classe de proteina. Desse modo, esses achados abrem novas perspectivas para o
entendimento ndo s6 dos mecanismos moleculares envolvidos na regulagdo da RNA Pol llI
pela CsMAF1, como também do papel de PthA4 na interagdo com CsMAF1 e sua modulagdo

da transcricéo
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ABSTRACT

Citrus canker, caused by Xanthomonas citri (X. citri), is a disease that affects most of the
Citrus species, occurs in almost all continents and stands as a threat to the Brazilian citrus
industry. The molecular mechanism by which X. citri causes canker is poorly understood,
however the bacterium injects pathogenicity proteins via the type Il secretion system (T3S)
including proteins of AvrBs3/PthA family, also known as transcriptional activator-like (TAL)
effectors. TAL effectors have been extensively studied and are known to act as transcription
factors that transactivate specific plant genes which either benefit the bacteria or trigger
defense responses. To gain insights into the molecular mode of action of TAL effectors, a two-
hybrid screening was performed to identify sweet orange (Citrus sinensis) proteins that interact
with PthA4, one of the X. citri TAL effectors required for citrus canker development. Among the
proteins identified as PthA4 interactors, most are DNA and/or RNA-binding factors involved in
chromatin remodeling and repair, transcriptional control and mRNA stabilization/modification.
Several of these proteins interact with each other, suggesting the presence of a multiprotein
complex as a target of TAL effectors. Among the proteins involved in transcription control, we
selected for further studies the CsMAF1, a homolog of the human MAF1 that acts as a
negative regulator of RNA polymerase Ill.

The results presented here reveal that CsMAF1 complements the yeast maff mutant
phenotype by repressing the tRNA"™ transcription, and that PthA4 expression in the
complemented strain restores the tRNA™® synthesis. Thus, the data show that CSMAF1 acts as
a RNA Pol Il repressor in yeast and that PthA4 somehow suppresses the repressor activity of
CsMAF1 upon on the RNA Poal Ill. Surprisingly, we found that citrus plants with reduced levels
of CsMAF1 showed a significant increase in the number, morphology and size of eruptive or
hyperplastic lesions when infiltrated with X. citri, indicating the CsMAF1 plays a critical role in
canker development. Increased canker lesions in CsMAF1 silenced plants correlated with a
significant increase of tRNAs expression, including tRNA™S thus confirming the repressor role
of CsMAF1 upon the citrus RNA Pol Ill. Furthermore, we showed in this work that CsSMAF1 is a
phosphorylated and a dimer in solution, a feature that so far has not been reported for any
member of this protein family. We found that CsMAF1 is phosphorylated in vitro by PKA and
PKC, and has additional phosphorylation sites for the TOR kinase, including the Thr 62
residue. Interestingly, these phosphorylation sites are located at the dimerization interface of
CsMAF1, suggesting that phosphorylation of such sites might regulate the function of the

protein and / or its multimeric state. Indeed, mutation of threonine residue Thr62 to aspartic
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acid (Asp62) decreases the dimer:monomer CsMAF1 ratio, indicating that phosphorylation of
the residues at the interface of the dimer destabilizes the dimer, and this may be a novel
regulatory mechanism for this class of protein. Thus, these findings open new perspectives for
the understanding of the molecular mechanisms involved in RNA Pol Il regulation by CsMAF1,
as well as for the role of PthA4 in the modulation of RNA Pol Ill transcription mediated by
CsMAF1.
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APRESENTAGAO DO TRABALHO

O presente trabalho esta dividido em quatro partes: o primeiro capitulo apresenta uma
introduc&o geral sobre a situagdo atual da citricultura brasileira, bem como informacées e
dados atuais sobre o cancro citrico.

O segundo capitulo apresenta a caracterizagéo de proteinas de citros isoladas no screening
inicial de duplo hibrido com a isca PthA4 e que estdo associadas a um complexo multiproteico
envolvido em estabilizagdo de mRNA e controle da tradugdo. Esse capitulo apresenta dados
que geraram um artigo publicado na revista PLoS One, onde participo como co-primeira
autora juntamente com o aluno Tiago Antonio de Souza. Esse trabalho sugere um novo papel
para efetores TAL na estabilizagao e processamento do mRNA e controle da tradugao.

O terceiro capitulo aborda a caracterizagdo funcional da proteina CsMAF1. Isolada no
screening de duplo hibrido, como parceira de interagdo de PthA4. O homologo de CsMAF1 em
mamiferos e leveduras esta envolvido na repressdo da RNA Polimerase Il (RNA Pol Ill). Esse
capitulo apresenta dados de interacdo de CsMAF1 com RNA Pol Ill, bem como o
mapeamento de sua interagdo com PthA4, confirmagéo do seu papel de repressor da RNA Pol
IIl através de experimentos de complementagdo de fenétipo de levedura mutante maf1, e
analise da expressdo génica de plantas de citros silenciadas para o gene mafi.

O quarto capitulo apresenta dados bioquimicos e biofisicos da proteina CsMAF1, incluindo
a caracterizagao de sitios de fosforilagdo, mutacdo e modelagem molecular da proteina. O
conjunto de dados desse capitulo sugere que a funcdo repressora de CsMAF1 esteja
relacionada a sua estrutura dimérica.

O anexo | refere-se ao artigo publicado pela revista PLoS One em fevereiro de 2012, no
qual participo como co-primeira autora e minha contribuicdo corresponde a todo o conteudo do
capitulo Il dessa tese.

O anexo Il refere-se ao artigo publicado pela revista JBC (Journal of Biological Chemistry)
em marco de 2011, no qual participo como terceira autora. A minha contribuicdo nesse
trabalho foi a realizagdo de ensaios de crescimento de Agrobacterium tumefaciens, cuja
metodologia esta descrita na sec¢ao: “Experimental Procedures” em “Growth of Agrobacterium

cells” e que geraram as figuras 4 e 5 do artigo.






CAPITULO |

1. INTRODUGAO GERAL

A Citricultura brasileira e o cancro citrico

O Brasil detém uma posicado de destaque no cenario internacional como um dos maiores
produtores mundiais de frutas citricas e respondendo por mais de 50% da produ¢do mundial
de suco de laranja concentrado. De cada cinco copos de suco de laranja consumidos no
mundo, trés sao produzidos no Brasil (Neves, 2010). Segundo dados da CitrusBR, a
Associagéo Nacional dos Exportadores de Suco Citrico, somente em 2011, o Brasil exportou
cerca de 1,2 bilhdes de dolares em receitas com essa atividade e estima-se que outros 15
bilhdes sejam movimentados anualmente pela cadeia citricola no pais com a geragédo de
milhares de empregos e produgao de insumos para o setor (www.citrusbr.com).

Entretanto, apesar da reconhecida competitividade da cadeia citricola nacional, o Brasil tem
enfrentado muitos desafios que comprometem a produg¢do e a exportagdo do suco citrico.
Entre eles estdo as barreira tarifarias que induzem as flutuagbes de precos e a competicao
que o suco de laranja vem enfrentando com outros tipos de bebidas no mercado internacional.
Além disso, os altos custos de producéo associados ao uso de fertilizantes, irrigagdo, mao de
obra e, sobretudo, a fitossanidade dos pomares que requer medidas rapidas de controle de
doencgas como aquisigcdo de mudas sadias, instalagéo de quebra-ventos, descontaminagéo de
material de colheita, pulverizagdo com agro-quimicos, entre outros, fazem da citricultura hoje
uma das atividades do agronegécio nacional de maior risco. Pragas e doencas foram
responsaveis pela erradicacdo de 40 milhdes de arvores nestes ultimos dez anos (Neves,
2010). Nesse aspecto, medidas e estudos que venham a contribuir para a sanidade dos
pomares tornam-se bastante relevantes.

Entre as doengas que afetam os citros, o cancro citrico se destaca como uma ameacga a
citricultura brasileira, por se tratar de uma doenca de facil disseminagdo, sem métodos
curativos e por ndo existir variedades comerciais de citros resistentes a bactéria causadora da
doenca.

A doenca ¢ classificada como praga quarentenaria e a Unica forma de eliminar o cancro
citrico é por erradicacdo e queima das arvores contaminadas. Além do prejuizo de eliminar as
arvores, as propriedades contaminadas ficam proibidas de comercializar sua producéo até que
os trabalhos de erradicagdo sejam concluidos, pois o comércio de frutas citricas, suco
concentrado e seus derivados é regulamentado por legislagéo internacional, e a n&do adogéo
de medidas de excluséo/erradicagdo impede o comércio desses produtos para paises livres

do patégeno (fonte: FUNDECITRUS — www.fundecitrus.com.br).




Embora regulamentada por leis que exigem rigor no controle da doenga, em junho de 2009,
uma nova resolucdo Estadual causou um afrouxamento na legislagéo, isentando o citricultor
da necessidade de erradicar o talhdo caso a contaminag&o ultrapasse o limiar de 0,5% de
plantas infectadas. Antes, a determinagéo era de que fossem erradicadas todas as plantas de
um talhdo quando o indice de contaminagdo superasse 0,5%. Atualmente, a ordem é erradicar
apenas as plantas doentes e as que estiverem em um raio de 30 metros do foco de
contaminagao. Ap6s a mudanca da lei, a incidéncia de cancro citrico aumentou entre os 96 mil
talhdes cultivados no Estado de S&o Paulo. Segundo levantamentos feitos pelo Fundo de
Defesa da Citricultura (Fundecitrus) e dados apresentados na 342 Semana da Citricultura,
realizada no Centro APTA Citros Sylvio Moreira, em Cordeir6polis, em maio de 2012, a
incidéncia de cancro citrico saltou de 0,44% para 0,99% em 2011 nos talhdes do parque
citricola, evidenciando que o relaxamento nas inspec¢des e no programa de erradicagdo vem
apresentando um efeito extremamente negativo no controle da doenca.

O cancro citrico € causado por dois grupos de linhagens da bactéria Xanthomonas:
Xanthomonas axonopodis pv. citri  (grupo Asiatico), recentemente renomeado para
Xanthomonas citri subsp. citri (X. citri) (Schaad et al., 2006), e Xanthomonas axonopodis pv.
aurantifolii (X. aurantifolii) (grupo da América do Sul). A cancrose A, causada pela bactéria X.
citri € a mais relevante do ponto de vista sécio-econdmico, pois € a forma mais agressiva, de
ampla ocorréncia e que afeta praticamente todas as variedades de citros comerciais.
Encontrada apenas na América do Sul, a bactéria X. aurantifolii € o agente causal das
cancroses B e C, que infecta preferencialmente o limao verdadeiro (Citrus limon) na cancrose
B e somente o limdo Galego (Citrus aurantifolia) na cancrose C (Brunings e Gabriel, 2003;
Graham et al., 2004). A Mancha Bacteriana dos Citros, ou cancrose E, causada por
Xanthomonas axonopodis pv citrumelo (X. citrumelo), endémica em viveiros de citros da
Flérida, Estados Unidos, ataca principalmente, o citrumelo “Swingle” (C.paradisi x Poncirus
trifoliata). Recentemente, dois novos isolados da espécie citri foram identificados.
Denominados A* (Verniére et al., 1998) e Aw (Sun et al.,, 2004), ambos possuem
patogenicidade restrita a Citrus aurantifolia e estdo limitados, respectivamente, ao sudeste
asiatico e a Florida.

A bactéria X. citri penetra nos tecidos vegetais através dos estdbmatos (figura 1) e outras
aberturas naturais ou por ferimentos, muitas vezes causados por ferramentas de poda
contaminadas ou por insetos herbivoros, como é o caso da larva minadora dos citros
(Phyllocnistis citrella), que gera galerias nas folhas (Belasque Jr. et al., 2001). Dentro do
tecido, a bactéria cresce abundantemente no espacgo intercelular. O principal sintoma da

doenca é a formagéo de lesdes circulares (water soaked), as quais se tornam elevadas e



eruptivas, resultado da hipertrofia (aumento no tamanho celular) e hiperplasia (divisdo celular)

induzidas pelo patégeno (Swarup et. al., 1991; Duan et. al., 1999) (figura 1).

Entrada pelo estémato

Colonizacéo do tecido

Erupcéo da epiderme Formag&o do cancro

Figura 1: Ciclo da doenga Cancro Citrico. 1) A bactéria permanece como uma epifita na superficie da planta. 2)
Penetragdo no tecido vegetal via estématos. 3) Colonizagdo do apoplasto. 4) Formagdo de lesdes que
caracterizam o cancro. 5) Ruptura da epiderme e liberagdo das bactérias para a superficie. Extraido de Gottig et
al., 2010.

Apbs a proliferagdo no espaco intercelular, a epiderme é rompida e a bactéria é liberada
para a superficie da planta, estando disponivel para iniciar um novo ciclo de infecgdo. As
lesbes do cancro manifestam-se em toda a parte aérea da planta, incluindo folhas, ramos e
frutos (figura 2). No Brasil, frutos infectados ndo podem ser comercializados, embora o cancro

em si ndo altera as propriedades nutricionais do fruto.



Figura 2: Sintomas do cancro citrico em folhas, caule e frutos. Fonte: Gottwald, 2002.

Interagdo planta patogeno e mecanismos de defesa em plantas

Em geral, durante a interagdo planta-patbgeno as plantas respondem a infecgdo
primeiramente através de uma resposta imune basal, baseada no reconhecimento de padrbes
moleculares associados a microrganismos/patégenos (MAMPs/PAMPs). Os MAMPs/PAMPs
mais bem caracterizados em bactérias incluem: flagelina, produtos de degradacéo de parede
celular e lipopolissacarideos. O reconhecimento dessas moléculas por receptores de
superficie celular das plantas leva a ativagdo da cascata de sinalizagdo por MAP quinases,
inducdo da transcrigdo de genes de defesa, produgcéo de espécies reativas de oxigénio e
deposigédo de calose para o reforgo da parede celular nos locais da infecgédo (figura 3 A).
Todos esses eventos ocorrem para prevenir o crescimento e expansdo do patégeno
(Nurnberger et al., 2004). Porém, alguns patdgenos desenvolveram a capacidade de burlar
esse tipo de resisténcia, através da habilidade de translocar proteinas efetoras, através do
sistema de secrecgéo tipo Il (TS3), para o interior da célula hospedeira, suprimindo a resposta
de defesa basal e permitindo o desenvolvimento da doenca (figura 3 B).

O TS3, presente em patdégenos animais e de plantas, € constituido por aproximadamente
20-25 proteinas que formam uma estrutura em formato de agulha, a maioria localizada na
membrana interna da bactéria, sendo, muitas delas homologas a componentes do sistema
flagelar de bactérias (Blocker et al., 2003; Tampakaki et al., 2004). No entanto, a co-evolugéo
planta-patégeno levou a expressdo de genes de resisténcia (R) na planta hospedeira. O
isolamento de inUmeros genes R demonstrou que estes codificam proteinas NB-LRR, assim

denominadas em fungdo da presenca de dominios de ligagdo a nucleotideo (nucleotide
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binding ou NB) e dominios ricos em leucina (leucine rich repeat ou LRR). Os dominios LRR

participam ativamente nas interagdes proteina-proteina e s&o responsaveis pelo
reconhecimento de proteinas efetoras implicando na indugao de resposta de defesa (Gémez-
Gomez e Boller, 2000; Chinchilla et al., 2006; Chisholm et al., 2006; Altenbach e Robatzek,
2007; Chinchilla et al., 2007)

Na presenca de uma associagao do efetor com seu cognato R, uma resposta de defesa é
ativada (figura 3 C). Nesse caso, a resisténcia € manifestada através da morte celular
programada no local da infecgdo culminando na inibicdo do crescimento do patdgeno. Por
outro lado, a auséncia da interagao efetor e proteina R resulta na proliferagdo do patégeno no

interior da planta hospedeira e no desenvolvimento da doenca.
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Figura 3: Modelo para a evolugdo da Resisténcia Bacteriana em Plantas. A) Reconhecimento de padrées moleculares associados a
patdégenos. B) A bactéria patogénica usa o sistema de secregdo tipo Ill para translocar proteinas efetoras que atingem mudltiplas
proteinas do hospedeiro e suprimem a resposta imune basal. C) As proteinas de plantas resistentes (CC-NB-LRR e TIR-NB-LRR)
reconhecem os efetores da bactéria e restauram a resisténcia através da resposta imune associada ao efetor. Extraido de Chisholm,

2006.

Efetores tipo TAL

Entre as proteinas efetoras translocadas pelo TS3 (figura 3 C), existe uma classe

conhecida como efetores tipo TAL (Transcription Activator-like) que sdo capazes de modular



diretamente a transcrigdo do hospedeiro através do reconhecimento e ativagdo de genes
especificos da planta (Boch et al., 2009; Kay & Bonas, 2009, Boch & Bonas, 2010).

Dentre os efetores TAL mais bem estudados e largamente distribuidos no género
Xanthomonas destacam-se os membros da familia AvrBs3/PthA, os quais compreendem um
grande numero de proteinas conservadas. As proteinas AvrBs3 de Xanthomonas campestris
pv vesicatoria (X. vesicatoria) e PthA de X. citri possuem identidade superior a 96% (Bonas et
al., 1989; Swarup et al., 1991; Schornack et al., 2006).

Os efetores TAL tem em comum um sinal de translocagdo via TS3 na regido N-terminal, e
no C-Terminal, dominios de localizagao nuclear (NLS) e de ativagdo transcricional, tipicos de
fatores de transcricdo. Além disso, possuem um dominio central composto por 34/35 residuos
de aminoacidos que se repetem em tandem e que variam de proteina para proteina (Szurek et
al., 2001; Marois et al., 2002; Szurek et al., 2002; Kay e Bonas, 2009; Rémer et al., 2009b)
(figura 4 e 5). O dominio central, como veremos a seguir, € necessario para o reconhecimento
do DNA alvo na planta (Kay e Bonas, 2009; Rémer et al., 2009b).

Repeti¢cdes LRR NLS
xcptha - mms [HITILETINERENDE -
N-terminal C-terminal

Figura 4: Efetor TAL de X. citri, PthA. O esquema mostra o N-terminal, o dominio das repeti¢des, o C-terminal com o
dominio leucine rich repeat (LRR), os sinais de localizagdo nuclear (NLS) e o dominio de ativagdo transcricional (AAD).

A

MDPIRSRTPSPARELLPGPQPDGVQPTADRGVSPPAGGPLDGL
PARRTMSRTRLPSPPAPSPAFSAGSFSDLLRQFDPSLENTSLF
DSLPPFGAHHTEAATGEWDEVQSGLRAADAPPPTMRVAVTAAR N-terminal
PPRAKPAPRRRAAQPSDASPAAQVDLRTLGYSQQQQEKIKPKV

RSTVAQHHEALVGHGFTHAHIVALSQHPAALGTVAVKYQDMIA Figura 5: A- Estrutura primaria de PthA2
gizi?;iiégggg%ii@iﬁiE?é;gm(;ELRGPPLQLDTG mostrando os trés dominios principais da
LTPEQVVAIASNIGGKQALETVQRLLPVLCQAHG proteina. A por¢do N-terminal é necessdria
Krercrarassrooronfervorilie foaanc para a transferéncia da proteina pelo
LTPAQVVATASHDGGKOALETVORLLPVLCOAHG sistema secretdrio tipo Ill; a regido central
LTPAQVVAIASNIGGKQALETVQRLLPVLCQAHG compreende 16,5 repeti¢des de 34 residuos
LTPEQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQAHG ricos em leucina (cinza) responsaveis pela
LTPDQVVAIASHDGGKQALETVQRLLPVLCQAHG i . , .
LTPQOVVAIASN . GGKQALETVORLLPVLCQAHG Central ligagdo ao DNA, mas que também participa
LTPAQVVAIASHIGGKQALETVQRLLPVLCQAHG de interacaes protefna_protefna; em
LTPEQVVAIASNGGGKQALETVQRLLPVLCQAHG

LTPEQVVATASNIGGKQALETVORLLPVLCQAHG vermelho estdo os di-residuos variaveis

LTPEQVVAIASNDGGKQALETVORLLPVLCQAHG (RVDs) que fazem contato com DNA; o
ﬂ:ggggﬁizgiggigiigggﬁiiggiggigg dominio C-terminal apresenta vérios sinais
LTPEQVVATASHDGGKOALETVORLLPVLCOAHG de localizagdo nuclear (negrito) além conter
LTPEQVVAIASNDGGKQALETVQRLLPVLCQAHG uma regido acida caracteristica de fator de
LTPEQVVAIASNGGGRPALE S . N
SIVAQLSRPDPALAALTNDHLVALACLGGRPALDAVKKGLPHA transcrlga.o (sublinhado). B Sejquenma de
PALTIKRTNRRIPERTSHRVADHAQVVRVLGFFQCHSHPAQAFD DNA predita como alvo de ligagdo de PthA2,
DAMTQFGMSRHGLLOLFRRVGVTELEARSGTLPPASQRWDRIL [ (~ 4o i) de acordo com o cédigo TAL (Boch et al.,
QASGMKRAKPSPTSTQTPDQASLHAFADSLERDLDAPS PMHEG ) y
DOTRASSRKRSRSDRAVTGPSAQQSFEVRVPEQRDALHLPLSW 2009; Moscou e Bogdanove, 2009).
RVKRPRTS IGGGLPDPGTPTAADLAASSTVMREQDEDPFAGAA
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A proteina AvrBs3 de X. vesicatoria, bactéria que causa a mancha bacteriana em tomate e
pimentéo, é o efetor TAL mais bem caracterizado (Bonas et al., 1989). Depois de translocado
para a célula hospedeira via TS3, AvrBs3 dimeriza-se no citoplasma (Gurlebeck et al, 2005),
através do dominio das repetigbes e interage, por meio do NLS com a proteina a-importina da
planta, sendo transportado para o nucleo. Uma vez no nucleo, utiliza o dominio central para se
ligar diretamente aos promotores de genes-alvo, ativando genes envolvidos com o
desenvolvimento de hiperplasia celular no caso de plantas susceptiveis (Kay et al, 2007) ou

genes de resisténcia em plantas resistentes (Rémer et al, 2007) (figura 6).
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Figura 6: Mecanismo de acdo da proteina efetora AvrBs3. (a) Estrutura de AvrBs3. (b) Translocagdo da
proteina efetora para o citoplasma da célula da planta através do sistema de secregdo tipo IIl. (c)
Dimerizagdo da AvrBs3 e interagdo com a a-importina através do seu sinal de localizagdo nuclear. (d) Através
do seu dominio de repeticGes, AvrBs3 se liga diretamente a uma sequéncia especifica do DNA, denominada
UPA box, e ativa a transcrigdo de varios genes, entre eles o UPA 20. Extraido de Kay e Bonas, 2009). 9



Verificou-se que AvrBs3 se liga a uma sequéncia especifica de DNA denominada de
UpaBox, a qual esta presente nos promotores de varios genes com expressao dependente de
AvrBs3, chamados de genes UPA (upregulated by AvrBs3). Um desses genes, o UPA20,
codifica um fator de transcrigdo do tipo basic helix-loop-helix (bHLH), que esta diretamente
envolvido na indugdo de hipertrofia celular em plantas suscetiveis a X. vesicatoria (Kay et al.,
2007). Em contrapartida, em plantas resistentes a X. vesicatoria, AvrBs3 transativa o gene bs3
que codifica uma flavina monooxigenase que confere resisténcia a essa bactéria (Rémer et al,
2007).

O mecanismo de ligagédo de AvrBs3 ao DNA revelou um cddigo de reconhecimento
especifico denominado de codigo TAL (Boch et al., 2009; Moscou e Bogdanove, 2009).
Verificou-se assim que os efetores TAL possuem residuos de aminoacidos variaveis nas
posicbes 12 e 13 dentro de cada repeticdo do dominio central (figura 5). Cada residuo de
aminoacido variavel se liga a um unico nucleotideo do DNA, conferindo desse modo a
especificidade de ligacdo para as sequéncias de DNA dos promotores alvos (Boch et al.,
2009; Moscou e Bogdanove, 2009; Boch e Bonas, 2010).

Na interacdo entre X. citri e C. sinensis, sabe-se que a bactéria também utiliza o TS3 para
translocar varias proteinas efetoras de patogenicidade, além dos efetores TAL. Entre os
efetores estudados estéo aqueles que possuem o dominio PIP box (plant-inducible promotor),
como o Apl1 (Fujikawa et al., 2006), HssB3.0 (Shiotani et al., 2007) e AvrTaw (Rybak et al.,
2009) e outros candidatos como o AvrXacE1, AvrXacE2 e Xac3090, que foram recentemente
caracterizados por um grupo de pesquisadores da Argentina e demonstraram ter um papel
relevante na patogenicidade de X. citri (Dunger et al., 2012).

Por outro lado, dentre os efetores tipo TAL, destaca-se a proteina PthA. O gene pthA foi
um dos primeiros genes avr para o qual se demonstrou uma fungéo no desenvolvimento dos
sintomas no hospedeiro. Quando expresso transitoriamente em folhas de citros é suficiente
para causar lesdes do tipo cancro, incluindo ruptura da epiderme, indicando que a proteina
PthA é o fator principal de inducéo de hipertrofia celular e hiperplasia em citros (Swarup et al.,
1991; Duan et al., 1999).

A expresséo transitéria de pthA em plantas ndo hospedeiras como tabaco, feijdo e algodéo
levam a formagdo de uma reagdo tipo HR (Duan et al,, 1999). De maneira semelhante,
quando pthA foi inserido nas cepas X. phaseoli e X. campestris pv malvacearum, os
transformantes permaneceram nédo patogénicos aos citros, entretanto, HR foi observado em
feijao e algoddo (Swarup et al., 1992). Evidéncias adicionais confirmam o papel de PthA na
patogenicidade de X. citrii mutagdes nos genes hpr (Yang e Gabriel, 1995 b) ou pthA
causaram perda da habilidade de induzir cancer hiperplasico, lesdes circulares tipo “water

soaking” e perda da habilidade do patdgeno crescer in planta (Swarup et al., 1991). Além
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disso, E.coli carregando ambos os grupos hpr e um homélogo ao pthA causou sintomas como
0 cancro em citros (Kanamori e Tsuyumu, 1998). Portanto, por essas caracteristicas, PthA tem
sido considerado o principal fator de patogenicidade de X. citri descrito até o momento.

A linhagem de X. citri 306 (da Silva et al., 2002), apresenta quatro variantes de PthAs,
todas com alto grau de identidade entre si e a proteina AvrBs3 de X. vesicatoria. As variantes
de PthAs diferem entre si basicamente pelo nimero de repeticdes do dominio central e pelos
residuos polimorficos encontrados dentro das unidades repetitivas. PthA4 apresenta 17,5
repeticbes de 34 aminoacidos, PthA1 possui 16,5 repeticbes, enquanto PthAs 2 e 3 contém
15,5 repeticdes de 34 residuos (da Silva et al., 2002; Brunings & Gabriel, 2003). A proteina
PthA4 é considerada a variante essencial para induzir hipertrofia e hiperplasia e portanto, o
homologo funcional de AvrBs3 (Al-Saadi et al., 2007).

Andlises do transcriptoma de folhas de C. sinensis infiltradas com X. citri revelaram
mudangas na expressdo de muitos genes associados ao remodelamento e crescimento
celular, incluindo genes envolvidos na biogénese de ribossomos, trafego de vesiculas, sintese
e mobilizagdo de auxinas e giberelinas, dois hormdnios necessarios para o desenvolvimento
do cancro citrico (Cernadas et al., 2008; Cernadas e Benedetti, 2009), indicando portanto,
atividade dos efetores TAL no desenvolvimento dos sintomas do cancro. De fato, a expressao
transiente de PthA2 em epicotilos de laranja doce resultou em um aumento na expresséo de
genes envolvidos na sinalizagdo de auxina, giberelina, divisdo celular e remodelamento de
parede, os quais estdo sendo considerados como alvos diretos de PthA2, dado que em suas
sequéncias promotoras encontramos sequéncias de ligacdo semelhantes aquelas
representada na figura 5B (Pereira e Benedetti, dados ainda ndo publicados).

O dominio central de efetores TAL tem sido considerado importante ndo apenas para o
reconhecimento e ligagdo ao DNA alvo, mas também para mediar interagdes proteina-proteina
(Gurlebeck et al., 2005; Murakami et al., 2010). O nosso grupo foi pioneiro em determinar por
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), a estrutura de um dominio repetitivo de PthA2, que
consiste em um peptideo correspondente a 1,5 repeticdes do dominio central. Além disso,
verificamos por difragcdo de raios-X de baixo angulo (SAXS) que o envelope do dominio central
de PthA2 (RD2) corrobora o modelo tedrico que prediz uma estrutura de superhélice tipo TPR
(tetratricopeptide repeat) para esse dominio e que RD2 passa por rearranjos conformacionais
na presenga de DNA (Murakami et al., 2010). Recentemente, a estrutura tridimensional do
dominio central do efetor TAL PthXo1 (de Xanthomonas oryzae), em complexo com o DNA
alvo, foi elucidada e confirma que as repeticdes de 34 residuos se associam para formar uma
superhélice em torno do sulco maior do DNA, como o nosso grupo havia predito, e que cada
repeticdo forma uma estrutura tipo helix-loop-helix onde os residuos variaveis 12 e 13 se

encontram no /oop ligados ao DNA (Mak et al., 2012; Deng et al., 2012).
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Nosso grupo verificou ainda que PthAs formam homo e heterodimeros entre si através do
dominio das repeticbes e que também interagem com a proteina a-importina de citros
(Domingues et al., 2010). Portanto, os efetores TAL, além de ligarem DNA de forma
especifica, interagem com proteinas do hospedeiro. Entretanto, embora muito se tenha
revelado recentemente sobre os genes alvos e especificidade ao DNA de efetores TAL, ndo
sabemos ainda como esses efetores ativam a transcrigdo na planta. Assim, com o objetivo de
entender os mecanismos moleculares pelos quais os efetores TAL ativam a transcricdo na
célula hospedeira, e considerando que os efetores TAL necessitam de fatores da célula
hospedeira para transativar genes alvos, nosso grupo realizou inUmeras varreduras de duplo-
hibrido e identificou varias proteinas de citros que interagem com as diferentes variantes de
PthAs.

Num primeiro trabalho, o grupo identificou que PthA2 interage preferencialmente com um
conjunto de proteinas de laranja doce envolvidas em reparo de DNA e controle da transcri¢ao.
Verificou-se, por exemplo, que as proteinas CsCyp, uma ciclofilina, CsTdx, uma tioredoxina, e
o heterodimero CsUev/CsUbc13, proteinas conjugadoras de ubiquitina, interagem entre si
formando um complexo (Domingues et al., 2010). Ainda, dados publicados recentemente pelo
grupo mostram que a proteina CsCyp funciona como um regulador negativo da RNA Pol Il de
citros e que PthA2 inibe sua atividade de prolil-isomerase. CsCyp esta diretamente associada
ao desenvolvimento do cancro citrico, uma vez que plantas de laranja com niveis reduzidos
dessa proteina apresentaram aumento nas lesées do cancro (Domingues et al. 2012).

Por outro lado, numa varredura de duplo-hibrido com a variante 4 de PthA, essencial para o
desenvolvimento do cancro, identificamos varias proteinas de citros com fungdes no controle
da transcrigao, estabilizacdo de mRNA e controle da tradugéo (de Souza et al., 2012). Esses
achados séo na verdade o objeto de estudo dessa tese e estdo descritos em detalhe no
capitulo 1l. Em particular, uma das proteinas identificadas como alvo de interagdo de PthA4 foi
a CsMAF1, um regulador negativo da RNA Pol lll, proteina essa que se tornou tema principal
desta tese e cujas caracteristicas funcionais e bioquimicas estdo descritas em detalhes nos

capitulos Il e IV.
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Considerando a importancia da citricultura para a economia do Brasil e a sua grande
vulnerabilidade as pragas e doengas, especialmente ao cancro citrico, esse trabalho visa
contribuir na compreensao da fungdo de PthA, principal efetor de patogenicidade de X. citri,

identificando e caracterizando proteinas de laranja doce que interagem com esse efetor.
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CAPITULO II: Identificagdo e caracterizagdo de proteinas de laranja doce que

interagem com PthA4.
1. INTRODUCAO

Embora os genes alvos e a especificidade ao DNA de efetores TAL ja tenham sido
identificados (Boch et al., 2010; Bogdanove at al., 2010), ndo se sabe ao certo como essas
proteinas controlam a transcricdo dos genes no hospedeiro. Para abordar essa questao, e
considerando que a atividade de efetores TAL como ativadores transcricionais provavelmente
dependem da acgdo de fatores nucleares do hospedeiro, realizamos um screening de duplo
hibrido utilizando como isca a variante PthA4 de X. citri contra uma biblioteca de cDNA de
laranja doce (Citrus sinensis). A escolha por PthA4 se deve ao fato de que essa variante, que
possui 17,5 repeticdes no dominio central, &€ considerada essencial para induzir hipertrofia e
hiperplasia e portanto, 0 homdélogo equivalente ao AvrBs3 (Al-Saadi et al., 2007). Além disso,
screenings anteriores realizados com PthA2 e PthA3 revelaram um nuimero de interagdes com
proteinas de citros envolvidas em importagéo nuclear, regulagédo transcricional e mecanismos
de reparo de DNA (Domingues at al., 2010). Entre as proteinas isoladas, foi caracterizado um
complexo proteico de citros composto por uma ciclofilina (CsCYP), uma tioredoxina (CsTDX) e
um heterodimero CsUEV/CsUBC13, envolvido em ubiquitinagdo “K63-linked” e reparo de
DNA. Andlises de interagdo das quatro variantes de PthA com esse complexo proteico revelou
que apesar da alta similaridade entre as variantes, existe uma preferéncia de interagdo com
proteinas alvos nas células de citros (Domingues et al., 2010).

Curiosamente, a grande maioria das proteinas de citros que interagem com PthA4 sao
homodlogas a fatores nucleares envolvidos em remodelamento e reparo da cromatina,
regulagdo transcricional e modificagcao/estabilizacdo de mRNA. Além disso, essas proteinas
também interagem com as outras variantes de PthA e surpreendentemente, interagem entre
elas, indicando a existéncia de um complexo multiproteico de citros ainda n&o caracterizado.

Esse trabalho contou ainda com a colaboragdo de Tiago Antonio de Souza, aluno de
mestrado do nosso grupo, que caracterizou funcional e estruturalmente uma das proteinas de
citros que compde esse complexo proteico, a CsHMG, conhecida por sua fungdo como fator
de transcricdo promovendo DNA-bending e, dessa maneira, facilitando o recrutamento de
fatores nucleares envolvidos com o remodelamento da cromatina, regulagéo transcricional e
reparo de DNA (Krohn et al., 2002; Grasser et al., 2007; Prasad et al., 2007; Ueda e Yoshida,
2010). O aluno Tiago realizou ensaios de EMSA (Electrophoretic mobility shift assays) com
CsHMG usando como sondas DNA e RNA e, curiosamente, constatou que essa proteina se

liga especificamente em RNAs ricos em uridina, caracteristica, até o momento, inédita para
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proteinas dessa familia. Esse fato nos estimulou a investigar se PthA4 também teria essa
capacidade de ligar RNA. Surpreendentemente, descobrimos que PthA4, assim como
CsHMG, liga-se especificamente a RNA poly (U). Além disso, observamos que tanto CsHMG
quanto PthA, interagem com duas proteinas poly(A)-binding que estao ligadas ao complexo
multiproteico de citros via interagdo com uma proteina structural maintenance of chromosomes
(CsSMC) e uma translin-associated factor X (CsTRAX). No total, foram caracterizadas nove

proteinas de citros, componentes desse complexo (de Souza et al., 2012).

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar um screening de duplo hibrido usando como isca a variante PthA4 de X.

citri e como presa, uma biblioteca de cDNAs de laranja doce;

e Confirmar por duplo hibrido e pull down as intera¢des entre as quatro variantes de
PthA e as proteinas isoladas no screening de duplo hibrido inicial: CsPABP1,
CsPABP2, CsPCBP, CsTRAX, CsSMC, CsVIP2, CsRRMP1, CsHAP3 e CsMAF1;

e Confirmar por duplo hibrido e pull down as interagdes entre as proteinas isoladas
de laranja doce: CsPABP1, CsPABP2, CsPCBP, CsTRAX, CsSMC, CsVIP2,

CsRRMP1, CsHAP3 e CsMAF1;

e Realizar ensaios de interagéo entre PthA4 e sondas de RNAs (poly A, U, G e C)
através da técnica de EMSA (Eletrophoretic Mobility Shift Assay).
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3. MATERIAIS E METODOS

A subclonagem da isca PthA4 no vetor pOBD (em fusdo com o dominio de ligagdo GAL4)
foi realizada nos sitios de restricdo Notl/Notl, partindo da construcdo em vetor pET28a,
disponivel em nosso laboratério. Uma biblioteca de cDNAs de folha de Citrus sinensis,
clonada no vetor pOAD e ja disponivel em nosso laboratério (Domingues et al., 2010), foi
utilizada como presa.

Para os clones positivos que estavam fora de fase de leitura em relagdo a fusdo com o
dominio GAL4, foram desenhados primers especificos para que esses genes pudessem ser

clonados em fase de leitura correta (ver Tabela 1).

Tabela 1: Relagdo da sequéncia 5’ 3’ dos oligonucleotideos usados na clonagem para corregdo da fase de
leitura dos genes isolados em citros.

Nome Sequéncia 5’ 3’ Presa
Maf1-F GTCGACCCATGAAGTTCTTAGAATACACTCC CsMAF1
Pabp-F GAATTCATGGAGCAACACGATGAGCAAGAGC CsPABP1

Algumas das construgdes utilizadas nesse trabalho ja estavam disponiveis em nosso
laboratorio, entre elas: pOBD-pthA1-AN, pOBD-pthA2-AN e pOBDpthA3-AN.

3.1 SCREENING DE DUPLO-HIBRIDO COM A ISCA pOBDPthA4
3.1.1 Preparagéo da biblioteca pOAD de citros para transformagido em levedura

Utilizou-se 50 pL de cada aliquota da biblioteca de cDNAs de Citrus sinensis (cerca de 37
aliquotas) como indculo para se extrair o DNA plasmidial. Esse in6culo foi crescido a 37°C sob
agitacdo (200 rpm) por 16 horas. O DNA plasmidial foi purificado utilizando o kit Plasmid Maxi
Kit (Qiagen), de acordo com o protocolo do fabricante. O rastreamento das interagbes entre as
iscas e presas requer um grande numero de transformantes para testar uma grande fragéo de
presas presentes na biblioteca. Segundo o protocolo de Gietz (1998), antes de partir para uma
transformacéo em larga-escala, € preciso testar concentragdes crescentes de DNA plasmidial
que permitirdo uma boa cobertura da biblioteca de cDNAs. Desse modo, foi feita uma
quantificagdo do DNA plasmidial total purificado usando o método descrito por Sambrook
(2001) em espectrofotdmetro numa absorbancia de 260nm. A quantidade de DNA utilizada

para a transformacéao foi de 30 ug.

3.1.2 Transformagdo em Larga-escala
A linhagem de levedura PJ69-4a de Saccharomyces cerevisiae (MATa, trp1-901, leu2-3,

112, wura3-52, his3-200, gal4A, gal80A, LYS2::GAL1-HIS3, GAL2-ADE2, met2::GALT7-lacZ
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[James e Craig et al., 1996]) contendo a isca de interesse (pOBDPthA4), foi inoculada em 50
mL de 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 incubada sob agitacéo a
30°C por 16 horas. Ap6s este periodo, mediu-se a OD (optical density) a 600nm e calculou-se
o volume de pré-indculo necessario pra a obtencdo de um total de 7,5x10° células, as quais
foram centrifugadas e inoculadas em 150 mL de meio YAPD. Apés incubagao a 30°C por 6
horas, sob agitacdo; novamente foi verificada a quantidade de células, que deveria atingir uma
fase logaritmica - OD600nm de 2,0 unidades de absorbancia, correspondente a
aproximadamente 2,0 x 10" UFC/mL.

A cultura foi entdo dividida em trés tubos de 50 mL e centrifugada a 4.000 rpm por 5
minutos. Descartou-se o sobrenadante e as células foram ressuspendidas em 25 mL de agua
estéril, quando foram novamente sedimentadas e ressuspendidas em um unico tubo com 3
mL de acetato de litio (100 mM). A solugdo foi incubada em banho-maria a 30°C por 15
minutos, sendo entdo centrifugada e o sobrenadante descartado. Ao pellet, na ordem
indicada, foram adicionados: 7,2 mL PEG (50%); 1,08 mL acetato de litio (1,0 M); 1,5 mL ss-
DNA esperma de salméo (2 mg/mL); 50 uL de DNA da biblioteca (30 ug total) e 950 uL de
agua estéril. A mistura foi homogeneizada em vértex e incubada a 30°C por 30 minutos,
agitando-se bem o tubo a cada 10 minutos. Apds este procedimento, a mistura foi submetida
ao choque-térmico a 45°C por 45 minutos, no decorrer dos quais, o tubo era invertido a cada 5
minutos. Posteriormente, a mistura foi centrifugada a 4.000 rpm por 5 minutos e o
sobrenadante removido. As células foram ressuspendidas em 20 mL de agua ultrapura estéril
e plaqueou-se 500 pL da solugdo em 36 placas (150 x 15 mm) contendo meio SC +Ade —His —
Leu —Trp + 3 mM 3-AT (para os clones negativos em auto-ativagdo GAL1-HIS). Em outra
placa contendo SC +Ade +His +Trp -Leu, plaqueou-se 500 pyL de uma diluicdo 1:100 da
mistura (controle do niumero de transformantes totais). As placas foram incubadas a 30°C
durante 4 dias, no decorrer dos quais, efetuou-se a contagem de coldnias.

Aproximadamente 9 milhdes de clones foram plaqueados, sendo que a
representabilidade da biblioteca é de aproximadamente 800 mil clones. Desse screening
primario, foram isoladas 175 colbnias que tiveram crescimento mais acentuado. Essas
colbnias foram repicadas para dois conjuntos de placas contendo os meios: SC +Ade —His —
Leu —Trp e SC —Ade —His —Leu —Trp, respectivamente. Cerca de 90 coldnias cresceram nas

placas SC —Ade —His —Leu —Trp e foram consideradas positivas como resultado do screening.
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3.1.3 Isolamento do DNA plasmidial de levedura
As colbnias das placas SC —Ade —His —Leu —Trp, foram inoculadas independentemente, em

meio seletivo SC —-Ade -His —-Leu -Tr a 30°C, sob agitacdo (250 rpm) por 18 horas.
Centrifugou-se a 2.800 rpm a 4°C, por 5 minutos e descartou-se o sobrenadante. As células
foram ressuspendidas no volume residual do meio e adicionou-se 1 mL de “Rescue Buffer’ (50
mM Tris-Cl pH 7,5, 10 mM EDTA; 0,3% R-mercaptoetanol). Apds este procedimento, as
células foram centrifugadas e novamente ressuspendidas no volume residual do meio e
adicionou-se 25 uL de solugdo de lise (2 mg/mL de zimoliase; 0,2 mg/mL de RNAse). As
células foram incubadas a 37°C por 1 hora sob agitagdo (200 rpm). Foi adicionado 25 uL de
SDS (10%), agitou-se bem e incubou-se a temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida,
foi adicionado 80 uL de acetato de potassio 3 M, misturou-se bem e as células foram levadas
ao freezer -80°C por 15 minutos. Apds o descongelamento, as células foram centrifugadas a
4.000 rpm, por 15 minutos, a 4°C e 120 uL do sobrenadante foram transferidos para um novo
tubo (1,5mL). O mesmo volume de isopropanol foi adicionado ao sobrenadante e o tubo foi
agitado e incubado por 15 minutos no gelo. Centrifugou-se entéo a 4.000 rpm, por 30 minutos,
o sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com etanol (70%). Ap6s a drenagem, secou-
se o pellet invertendo-se o tubo sobre um papel toalha e centrifugando-o mais uma vez por 15
minutos a 4000 rpm. O pellet foi entdo ressuspendido em 15 yL de TE e usado na
transformacdo de células de E. coli, DH5q, para a obtengdo dos vetores para
sequenciamento. A reagdo de sequenciamento do DNA baseou-se no método Dideoxi de
Sanger (Sanger et al., 1977) com a utilizacdo de um kit de Sequenciamento da Applied
Biosystems (BigDye Terminator vs. 3.0). A identificacdo dos clones foi feita por homologia de

sequéncia usando o programa BLAST.

3.2 ENSAIO DE DUPLO-HIBRIDO

As iscas clonadas em pOBD e as presas em pOAD foram separadamente transformadas
em cepas de E.coli DH5a por choque térmico, plaqueadas em meio de cultura Luria Bertani
(LB — 1% de peptona, 05% de extrato de levedura e 1% de cloreto de sédio) seletivo com 100
ug/mL de Ampicilina (ambos os vetores, pOBD e pOAD possuem resisténcia a esse
antibiético) e crescidas em estufa a 37 °C por 16 horas. Os clones foram repicados em meio
liquido seletivo LB+Amp a 37 °C por 14-16 horas. As células foram em seguida, coletadas e o
DNA plasmidial purificado utilizando o kit Q/Aprep Spin Miniprep (Qiagen), de acordo com o
protocolo do fabricante. O mesmo procedimento foi realizado para os vetores pOBD e pOAD

vazios, ou seja, sem insertos, os quais foram utilizados como controle para confirmacao das
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interagbes. Estas construgbes pOBD-isca e pOAD-presa foram entdo utilizadas para

transformacao de leveduras competentes nos ensaios de duplo hibrido.

3.2.1 Transformacao de leveduras competentes de S. cerevisiae

Para confirmagéo das interagdes 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, gal4 ,
gal80 , LYS2 : : GAL1-HIS3, GAL2-ADE2, met2 : : GAL7-lacZ (James e Craig et al., 1996).
Para transformacgdo desta linhagem de leveduras foi utilizado o protocolo de Transformagao
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
plagueada 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 30°C. Foram preparados in6culos
contendo a levedura selvagem em meio YPD liquido incubados por 16 horas a 30°C e 200
rpm. As células foram centrifugadas por 30 segundos a 14.000 rpm. Aos pellets foi adicionado
um mix de transformacé&o contendo 240 uL PEG 3350 50% wi/v; 36 pL LiAc 1 M; 50 puL ssDNA
de esperma de salm&o (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 pL. As células foram ressuspendidas, submetidas a choque
térmico no banho a 42°C por 2 horas 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 30°C por 4
dias. Foram crescidos inoculos 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 30°C por 4 dias.

3.2.2 Teste de ativagcao dos genes repodrteres in vivo

A cepa de levedura utilizada contém trés promotores (GAL1, GAL2 e GAL7) para selecéo
dos repoérteres HIS3, ADE2 e lacZ, artificio que tem se mostrado eficiente na redugcédo de
falsos-positivos. A partir das placas de transformacgéo contendo ambos os plasmideos (pOBD-
isca + pOAD-presa) 9 clones de cada condigdo foram repicados para um meio mais seletivo
agora sem histidina (marcador auxotrofico HIS3) e crescidos em estufa a 30°C por 3 a 4 dias.
Em seguida, os clones obtidos foram repicados para um outro meio ainda mais restritivo que o
anterior, sem os aminoacidos histidina e adenina (marcadores auxotréficos HIS3 e ADE?2), e

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

como controles.

3.3 SUBCLONAGENS, EXPRESSAO E PURIFICAGAO DE PROTEINAS
RECOMBINANTES EM E. coli

3.3.1 Subclonagens nos vetores pGEX-4T-1 e pET28a

Os cDNAs correspondentes as proteinas CsPABP2, CsPCBP, CsSMC e CsVIP2 foram
subclonados do vetor pOAD para os vetores de expressdo pGEX-4T-1 (GE Healthcare) e
pET28a (Novagen), usando-se os sitios de restricdo Sall/Notl. Os cDNAs correspondentes as
proteinas CsPABP1, CsHAP3 e CsRRM1 foram subclonados apenas no vetor pGEX-4T-1,
usando-se os mesmos sitios Sall/Notl.

Apds digestdo com essas 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 sob incubagéo
no banho a 16°C por 16 horas. Esta ligacao foi entdo transformada em células competentes de
E.coli DH5a. por choque térmico, plaqueada em meio LB seletivo com 100 pug/mL de Amp,
para a construgdo em pGEX-4T-1 e com 50 ug/mL de Kana para a constru¢do em pET28a
(PET28a - resisténcia a kanamicina) e incubada em estufa 37°C por 16 horas. Para selecionar
clones transformantes, foi realizado PCR de colénia com 10 clones isolados com os primers
pYEX/pGEX forward e reverse para a construgao em pGEX-4T-1 e os primers T7 e pet-Rev
para a construgcdo em pET28a. Estes clones foram entdo confirmados por sequenciamento de
DNA. Em seguida, as culturas foram crescidas em meio liquido LB Amp e LB Kana
(resisténcia de acordo com as construgdes) e os plasmideos purificados por miniprep
(Qiagen). Apds a confirmagéo da clonagem os plasmideos foram usados para transformar
células competentes de E.coli para expressao, BL21(DE3), por choque térmico.

Essas constru¢des foram entéo expressas em 100 mL de meio LB Amp (100 ug/mL) e LB
Kana (50 ug/mL) nas temperaturas: 25°C, 30°C e 37°C (com o objetivo de testar se a
temperatura influenciaria na solubilidade da proteina) sob agitacdo constante de 200 rpm. As
culturas foram crescidas até atingir a fase logaritmica - OD (optical density) a 600nm entre 0,6
e 0,8 unidades de absorbancia e a sintese das proteinas recombinantes foi induzida por 3

horas com adigédo de 0,4 M de IPTG (isopropil B-D-tiogalactopiranosideo, analogo da lactose).
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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 o tampao BPS 1X (Phosphate-buffered saline — 140 mM NacCl; 2,7
mM KCI; 10 mM Na,HPO,; 1,8 mM KH,PO,4) + Nonidet P40 1% + lisozima (1 mg/mL) e
sonicacdo (5 a 10 pulsos de 20s), a fim de aumentar a eficiéncia da lise, e resina GST
imobilizada em PBS. Para o teste com a resina de niquel, foi utilizado o tamp&o Tris (20 mM
Tris-HCI pH 8.0, 300 mM NaCl, 15 mM Imidazol, 20% Glicerol, 1 mM PMSF) + lisozima (1
mg/mL) + Nonidet p40 (0,5%) + Rnase (20 mg/mL) e sonicagdo (15 pulsos de 20s), a fim de
aumentar a eficiéncia da lise. O extrato foi entdo centrifugado a 4°C por 1 hora a 14000 rpm e
incubado com a resina. A indugéo, solubilidade e purificagdo foram avaliadas por gel de

poliacrilamida (10%) SDS-PAGE e colora¢do com o corante Coomassie Blue.

3.3.2 Expressao de PthAs 3 e 4 em E. coli

PthAs 3 e 4 clonados em pET28a foram expressos em BL21(DE3) e purificados por
afinidade em resina de niquel (NINTA). Foram utilizados os seguintes tampdes: A (de lise) —
20 mM Tris-HCI pH 8,0; 5 mM imidazol; 300 mM NaCl; 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 € 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 4°C por 30 minutos. As suspensdes foram sonicadas (20
pulsos de 10 segundos, ou até clarificagdo do extrato, amplitude 40%) e centrifugadas a 4°C,
14.000 rpm por 1 hora. O extrato soluvel lisado e filtrado (0,45 um) foi aplicado em coluna de
gravidade contendo 600 uL de resina pré-equilibrada com tampao A e fluxo de 0,3 mL/min.
Foram feitas 3 lavagens com 2 volumes de coluna cada (tampdo B) e 6 eluicdes com 1
volume de coluna cada (tampdo C). A indugéo, a solubilidade e as fragbes eluidas foram

analisadas por gel de poliacrilamida (10%) SDS-PAGE.

3.4 ENSAIOS DE GST-PULL DOWN

As proteinas recombinantes (CsTRAX, CsCSMC, CsRRMP1, CsHAP3, CsPABP1 e
CsVIP2) expressas em fusdo com GST, foram ressuspendidas em 1 mL de tampé&o de lise
(PBS 1X pH 7,4; 1 mM de DTT e lisozima [1 mg/ml]), lisadas e as fragbes soluveis obtidas
foram incubadas separadamente com 50 uL de resina “Glutathione Sepharose 4 Fast Flow’
(Amersham Biosciences), previamente equilibrada com tampao de ligagdo (mesmo de lise),

por 1 hora e 30 minutos sob leve agitagdo a 4°C. Apo6s o periodo de incubagédo, a resina foi
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lavada com tampéo de ligagéo (30 volumes de coluna), para remoc¢ao de amostra nao ligada.
Em seguida, a resina foi incubada com 1 mL das proteinas inteiras: pET28a-PthA3 ou
pET28a-PthA4, previamente expressas e purificadas por afinidade em resina de niquel
(NiINTA) como ja descrito anteriormente. A incubagdo foi realizada por 2 horas sob leve
agitagdo a 4°C. As amostras foram centrifugadas e a resina lavada com tampao de ligacéo (40
volumes de coluna). As proteinas ligadas a resina foram eluidas com tamp&o de amostra
SDS-PAGE sendo fervidas por 15 minutos a 95°C e fracionadas em gel de poliacrilamida 10%
para coloragdo com corante Coomassie blue e visualizagdo por Western blot com os
anticorpos Anti-PthA e Anti-GST, como sera descrito no item 3.5. Como controle foi realizado
0 mesmo procedimento para a proteina GST sozinha presa a resina e incubada
separadamente com as mesmas proteinas purificadas mencionadas acima.

As amostras foram aplicadas em géis de poliacrilamida 10% para coloragdo com corante
Coomassie blue e visualizagdo por Western blot, com os anticorpos Anti-6xHis (Sigma) e Anti-
GST (Sigma).

3.5 WESTERN BLOT

As proteinas separadas pelo gel foram transferidas para membrana de PVDF (difluoreto de
polivinila) em tamp&o de transferéncia (48 mM de Tris-base; 39 mM de glicina; 0,037% de
SDS e 20% de metanol). A transferéncia foi realizada a 350 mA por 1 hora. Apds a
transferéncia a membrana foi incubada em solugdo bloqueadora (5% de leite em pd
desnatado em 1X TBS-T) por 1 hora. Em seguida a membrana foi incubada com o anticorpo
primario em solugéo bloqueadora. Depois desta incubagéo, a membrana foi lavada trés vezes
(de 10 minutos cada sob leve agitagdo) em solugdo 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 solugdo TBS-T. A detecgdo foi feita utilizando-se o método de
quimioluminescéncia do Kit ECL (GE Healthcare).

Foram utilizados os seguintes anticorpos primarios: Anti-GST (Sigma - diluicdo de 1:3000) e
Anti-PthA (policlonal - 1:5000). E como anticorpos secundarios correspondentes Anti-mouse
ou Anti-rabbit (ambos na diluicdo de 1:3000), dependendo do animal no qual foram

produzidos.

3.6 ENSAIOS DE EMSA (Eletrophoretic Mobility Shift Assay)

As sondas utilizadas nesse ensaio consistiam de quatro segmentos de 25 bases compostos
por polimeros de adenosina (poly-A),s, uridina (poly-U),s, citidina (poly-C),s € guanosina (poly-
G),5 (Tabela 2).
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Tabela 2: Sondas utilizadas nos ensaios de EMSA de RNA com PthA4.

Nome Oligonucleotideos de RNA — Sequéncia 5’ 3’
PolyA AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

PolyC CCcCccceecececececececcececececcececececcecececcce
PolyG cle]clele]elelclele[e]elefelele]elele]elefelele]
PolyU UuuuuuuuuuuuuUuuuuuuuuuuu

As sondas foram marcadas radioativamente usando-se [Y32P]-ATP e a enzima T4
polinucleotideo quinase (PNK - Fermentas). As sondas marcadas foram purificadas com o kit
lllustra de acordo com as recomendacdes do fabricante.

As reacgdes de ligagdo contendo a proteina PthA4 purificada (100 a 500 ng) foram
incubadas com 12,5 nM de cada sonda marcada, em tamp&o de ligagéo (12 mM Tris-HCI, 60
mM KCI, 1 mM DTT, 2,5% glicerol, 5 mM MgCl,, 0,2 mM EDTA e 0,05% NP-40, pH 7,5) por 30
minutos no gelo. Foi acrescentado o tampdo de amostra de RNA e as amostras foram
aplicadas em gel de poliacrilamida nao desnaturante 6%. A corrida durou 2 horas a 70 volts.

Apo6s corrida os géis foram secos e expostos por 16h a -80°C para posterior autoradiografia.

3.7 ANALISES DE ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Folhas jovens de laranja doce foram maceradas em tampao de lise (20 mM Tris-HCI pH7.4,
15 mM imidazol, 25 mM NaCl, 10% glicerol, 0,05% Triton X-100, 0.1 mM PMSF) e
centrifugadas a 14.000 rpm por 10 minutos a 4°C. As proteinas recombinantes CsSMC e
CsTRAX com his-tag foram purificadas (como descrito anteriormente), imobilizadas em resina
de cobalto e incubadas com o lisado de células de citros, durante 16 horas a 4°C, sob
agitacdo orbital. As resinas foram lavadas com 20 volumes de coluna do tamp&o de lise
(quatro vezes) a 4°C. As proteinas ligadas as colunas foram fracionadas em gel de
poliacrilamida (10%) SDS-PAGE. As bandas correspondentes as proteinas eluidas foram
coradas com prata, cortadas do gel, reduzidas, alquiladas e digeridas com tripsina. A mistura
de peptideos resultante foi reconstituida em 0.1% de acido férmico e analisada em um
Espectrometro de Massas ETD enabled Orbitrap Velos (Thermo Fisher Scientific) acoplado a
cromatografia liquida (LC-MS/MS) por um sistema EASY-nLC (Proxeon Biosystem) através de
uma fonte de ionizag&o nanoeletrospray Proxeon.

Os peptideos foram separados em um gradiente de acetonitrila (2-90%) em 0.1% de acido
férmico usando uma pré-coluna EASY-Column (2cm Xid 100 uM, 5 uM particle size) e uma
coluna analitica EASY-Column (10cm Xid 75 uM, 3 pM particle size) a um fluxo de volume de

300 nl/min durante 20 minutos. A voltagem do nanoeletrspray foi ajustava para 1.7 kV e a
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temperatura da fonte para 275°C. Todos os métodos de instrumentos para a Orbitrap Velos
foram ajustados no modo de aquisicdo de dados dependentes. A verificagdo completa dos
espectros de MS (m/z 300 — 2000) foi adquirida no analizador do Orbitrap apds a acumulagéo
de um valor alvo de 1€°. A resolugdo foi ajustada para r= 60,000 e os 20 ions de peptideos
mais intensos com o estado de carga = 2 foram sequencialmente isolados para um valor alvo
de 5,000 e fragmentados em um “trap” de ions linear por CID de baixa energia (energia de
colisdo normalizada de 35%). O limiar de sinal para desencadear um evento MS/MS foi
ajustado para 1000 contagens. Exclusdo dinamica foi ativada com uma lista de exclusdo de
tamanho de 500, a duragéo da exclusdo de 60 segundos e a repeticdo da contagem de 1.
Foram usados uma ativagao de q=0.25 e um tempo de ativagcdo de 10 ms. As listas de pico
(mgf) foram geradas a partir dos arquivos de dados raw pelo software Mascot Distiller
v.2.3.2.0, 2009 (Matrix Science Ldt.) e a busca contra os bancos de dados de ESTs de citros
(> 200.000 sequéncias) e do genoma de citros (13.000 unigenes) utilizando o Mascot v.2.3.01
(Matrix Science Ltd.), com carbamidometilagdo como modificagdes fixadas, oxidagdo da
metionina, como modificagdo variavel, uma clivagem perdida de tripsina e uma tolerancia de
10 ppm para ions precursores e 1 Da para ions fragmentados. Apenas peptideos com um
minimo de 5 residuos de aminoacidos que apresentavam limiar significativo (p<0.05) na

pontuagédo Mascot-based foram considerados na analise.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

PthA4 interage com proteinas de citros com dominios de ligagdao a DNA e
RNA.

Em relagéo as proteinas de citros isoladas no screening de duplo hibrido inicial realizado
com a isca PthA4, podemos classifica-las em trés grandes categorias funcionais: reparo e
remodelamento da cromatina, regulagao da transcricdo e modificagao/estabilizagdo de mRNA.

As proteinas selecionadas estéo listadas na tabela 3 e incluem uma proteina do tipo high-
mobility group (CsHMG), caracterizada pelo aluno Tiago, duas proteinas do tipo poly(A)-
binding, designadas CsPABP1 e CsPABP2, uma proteina do tipo poly(C)-binding, com um
dominio KH (CsPCBP), uma translin-associated factor X (CsTRAX), uma proteina que contém
o0 dominio structure maintenance of chromosomes (CsSMC), uma VirE2-interacting protein
(CsVIP2), uma proteina com o motivo RNA-recognition motif (CsRRMP1) e uma homéloga ao
fator de transcricdo OsHAP2A (CsHAP3).

Curiosamente, a proteina CsSRRMP1, CsTRAX e importina-a (Domingues et al., 2010) foram

isoladas em screening anteriores realizados com outras variantes de PthA.

Tabela 3: Proteinas de citros identificadas como alvos de PthA4 e componentes do complexo multiproteico
envolvido com o processamento e tradu¢do de mRNA.

Acesso
Proteina Caracteristicas Fungéao biolégica predita
GenBank

CsHMG JN600529  Ligagao a DNA; dominio HMG-box Remodelamento da cromatina; reparo de DNA;
controle da transcricao

CsPABP1 JN556038 Ligagdo a RNA; dominio RRM Modificagéo / estabilizagdo mRNA
CsPABP2 JN600528 Ligagdo a RNA; dominios RRM Modificagéo / estabilizagdo mRNA
CsPCBP JN600525  Ligagédo a RNA; dominio PCBP_KH Processamento de mRNA/splicing; ativagdo da
tradugao
CsTRAX JN600526 Dominio Translin Silenciamento génico induzido por RNA; reparo de
DNA / recombinacéo
CsSMC JN600522 Dominio SMC / Mnd1 Segregagao cromatina; reparo de DNA /
recombinagéo
CsVIP2 JN600527 Dominio CCR4-NOT Remodelamento da cromatina; integralizacao
DNA
CsRRMP1 JN600523 Ligagdo a RNA; dominios RRM Modificagéo / estabilizagdo mRNA
CsHAP3 JN600524 Ligagédo a DNA Regulagao da transcrigéo
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E interessante observar que todas as proteinas de citros isoladas nesse screening possuem
um ou multiplos dominios de ligagcdo a RNA e/ou DNA e com exceg¢do de CsRRMP1, todas as
presas identificadas possuem homodlogos em leveduras, humanos ou plantas, com estrutura
tridimensional e/ou fungdo bioldgica conhecida (Tabela 3). Além dessas proteinas listadas na
tabela 3, outras proteinas envolvidas no controle da transcri¢do foram identificadas, incluindo
uma auxin-response factor (CsARF) e uma homdloga a proteina MAF1 humana (CsMAF1),
conhecida como reguladora negativa da RNA polimerase Ill, que sera descrita nos proximos

capitulos.

Caracteristicas estruturais e funcionais de ortélogos das presas isoladas.

CsPABP1 e CsPABP2

Foram isoladas duas proteinas do tipo poly(A) binding protein (PABP) no screening de
duplo hibrido com a isca PthA4: a CsPABP1 e a CsPABP2 que sdo homoélogas as proteinas
humanas PABPN e PABPC, respectivamente, cujas fungbes estdo relacionadas com
estabilizacdo do mRNA e inicio da tradugdo (Kahvejian et al., 2001; Mandel et al., 2008).
CsPABP1 possui um unico dominio RRM e um dominio C-terminal rico em glicina/arginina e
CsPABP2, possui quatro copias do dominio RRM na por¢édo N-terminal (Kihn e Wahle, 2004).
O dominio RRM é o mais importante dominio usado no reconhecimento de RNA, presente em
centenas de diferentes proteinas (Burd e Dreyfuss, 1994). Esse dominio possui dois motivos
conservados RNPs, responsaveis pela especificidade do reconhecimento de cauda poli(A)
(Deo et al., 1999).

Em eucariotos, a cauda poli(A) na porgdo 3 do mRNA, influencia quase todos os aspectos
do metabolismo do RNA: transporte do nucleo para o citoplasma, estabilizagéo e tradugdo. No
entanto, estudos recentes realizados em humanos, plantas e leveduras, revelam que a cauda
poli(A) pode também marcar os RNAs para a degradagdo via complexo exossomo
(Chekanova et al., 2007; LaCava et al., 2005; Vanacova et al., 2005; Wang et al., 2008). Para
realizar essas fungdes biolégicas, a cauda poli(A) possui sitios especificos para varios fatores
regulatorios, entre eles estao duas proteinas do tipo PABP: PABPC no citoplasma, e PABPN1
no nucleo (Ge et al., 2008).

Na maioria dos casos, a sintese de proteinas é estimulada por interagdes proteina-proteina
(fatores de traducdo do complexo elF4F e PABPs) que servem para conectar a extremidade
5’, 7-metil-G cap e a cauda poli(A) na extremidade 3' do mRNA, formando um loop-fechado,
através da circularizagdo do mRNA, e o recrutamento da maquinaria ribossomal. Interagdes
entre as extremidades 3’ e 5° do mRNA também influenciam a sua estabilidade. A cauda

poli(A) estabiliza a maioria dos mRNAs via associagdo com proteinas PABP. Em leveduras,
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PABP contribui para a estabilidade do mRNA por inibir a remogéo do “cap”, que &€ um pré-
requisito para a degrada¢do de um numero de mRNAs (Deo et al., 2001).

PABPC, também conhecida como Pab1 em S. cerevisiae, esta presente em todos os
eucariotos e desempenha um papel importante no inicio da traducéo e na degradacéo do
mRNA. PABPC contém quatro dominios RRM na porgéo N-terminal. RRM1 e RRM2 s&o mais
similares a RRM3 e RRM4, respectivamente. Os dois primeiros dominios RRMs s&o
principalmente responsaveis pela ligacado especifica a cauda poli(A) (Ge et al., 2008). A regido
C-terminal possui um dominio da familia PABP que tem sido atribuido inUmeras fungdes
bioquimicas, incluindo homo-oligomerizagdo (Kuhn e Pieler, 1996) e interagdes proteina-
proteina. A protease 2A de poliovirus é capaz de clivar proteinas PABP entre o quarto dominio
(RMM4) e o motivo PABP no C-terminal para diminuir o inicio da tradugéo in vitro, destacando
a grande importancia desse motivo (Joachims et al., 1999; Kerekatte et al., 1999).

No nucleo, PABPN1 promove a sintese da cauda poli(A) através da estimulagdo da proteina
PAP [poly(A) polymerase] e controla o comprimento da cauda poli(A) (Nemeth et al., 1995).
Microscopia eletronica do complexo PABPN-poli(A), sugere que a oligomerizagao da proteina
tem uma significancia funcional. Essa estrutura dindmica pode funcionar como uma “régua”
molecular para determinar o comprimento da cauda poli(A) (Keller et al., 2000). Embora
PABPN ligue a cauda poli(A) com a mesma afinidade e especificidade que PABPC, ela possui
apenas um unico dominio RRM, que separa a regido C-terminal, rica em arginina, do dominio
N-terminal, essencial para a estimulacao de PAP (Ge et al., 2008). Recentemente, estudos
realizados em levedura, sugerem que o papel de PABPN seja mais do que a poliadenilagdo na
sintese do mRNA, mas sim um papel no controle da tradugdo via degradagcao do mRNA pelo

exossomo (Perreault et al., 2007; Lemay et al., 2010).

CsPCBP

A regulacao da expresséo génica a nivel pds-transcricional é alcangada principalmente por
proteinas que contém dominios bem definidos envolvidos em ligagdo a RNA. Os motivos mais
amplamente conhecidos sdo os de reconhecimento de RNA (RRM) e o dominio KH (K
homology) (Burd e Dreyfuss, 1994; Swanson, 1995; Siomi et al., 1993). O dominio KH possui
cerca de 60 residuos de aminoacidos, normalmente hidrofébicos, e com uma sequéncia
consenso (VIGXXGXXI) bem conservada no meio do dominio. Uma Unica proteina pode
possuir até 15 copias do dominio KH (Burd e Dreyfuss, 1994), como é o caso da proteina
vigilin (Musco et al., 1996).

Proteinas do tipo poly(C)-binding (PCBPs) possuem como principal caracteristica a
presenca de 3 dominios KH. Membros desse grupo realizam multiplas fungdes, incluindo
estabilizacdo de mRNA (Weiss e Liebhaber, 1995; Blyn et al., 1997; Gamarnik e Andino,
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1997), silenciamento traducional (Collier et al., 1998; Ostareck et al., 2001) e aumento da
tradugédo (Blyin et al., 1997; Andino et al.,, 1999). Este grupo também é encontrado em
proteinas de plantas, que parecem ter dois dominios PCBP-like arranjados em tandem, como
HEN4, uma proteina que desempenha um papel importante no processamento do pré-mRNA
de AGAMOUS (AG) e no desenvolvimento da planta. Em um primeiro cenario, HEN4,
juntamente com outras proteinas associadas, inibem o reconhecimento ou o uso de sinais de
poliadenilagdo presentes no segundo intron de AG, isso acarreta um término prematuro da
transcricdo e poliadenilacdo nesses sitios. Em um segundo cendrio, essas proteinas
promovem um splicing no pré-mRNA de AG (Cheng et al. 2003).

A proteina CsPCBP isolada de citros, possui trés dominios KH arranjados em tandem e
cada dominio apresenta o motivo GXXG bem definido. Estudos demonstraram que esse

dominio é essencial para a fungédo dessa proteina em levedura (Brykailo et al., 2007).

CsTRAX

A proteina TRAX (Translin-associated factor X) de mamiferos foi primeiramente identificada
em um ensaio de duplo-hibrido com o objetivo de identificar proteinas que interagiam com
Translina (Aoki et al., 1997). Translina € uma proteina octamérica envolvida em uma
variedade de eventos celulares, incluindo translocagdes cromossémicas (Aoki et al., 1995),
transporte de mRNA e regulacéo da traducao (Han et al., 1995a; Kwon e Hecht, 1993).

Apesar de muitos estudos destacarem o papel importante de Translina e TRAX na diviséo e
proliferagao celular (Ishida et al., 2002; Yang e Hecht, 2004), um trabalho mostrou que TRAX
também pode estar envolvida no mecanismo de reparo de DNA, através de sua interacdo com
uma proteina da matrix nuclear, chamada C1D, uma proteina do tipo SMC (Structural
Maintenance of Chromosomes) (Chen et al., 2004).

Um outro estudo recente mostrou que o complexo Translin-TRAX é componente do
complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC), atuando como ativador de AGO2, em
células HelLa (Liu et al., 2009;Ye et al., 2011).

CsSMC

Proteinas SMC (Structural Maintenance of Chromosomes) desempenham um papel
importante na estrutura e dindmica de cromossomos procariotos e eucariotos, assegurando o
processo fiel de segregacado durante a divisdo celular (Koshland e Strunnikov, 1996; Cobbe e
Heck, 2000; Hirano, 2002). Essas proteinas estdo envolvidas em condensagdo do
cromossomo, coesdo de cromatides-irmas, compensagdo da dosagem do cromossomo

sexual, recombinagdo genética e reparo de DNA (Strunnikov, 1998).
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Os eventos de condensagao do cromossomo que ocorre entre a profase e metafase, onde
uma massa amorfa de cromatina € organizada em cromossomos estruturados, e a coesdo de
cromatides irmas, sdo processos realizados por complexos proteicos distintos, porém
similares estruturalmente. Esses complexos sdo chamados de condensina e coesina,
respectivamente. No nulcleo desses dois complexos encontram-se membros de uma familia de
ATPases cromossémicas, a familia SMC, Structural Maintenance of Chromosome (Hirano,
2002).

Em eucariotos, ao menos seis membros da familia de proteinas SMC foram encontrados.
Cada um deles possui parceiros especificos com os quais formam um heterodimero SMC.
Podem ser classificados em trés grupos distintos: SMC1-SMC3, SMC2-SMC4 e SMC5-SMC6.
Esses heterodimeros também se associam com diferentes subunidades proteicas nao
pertencentes a essa familia para montar um holocomplexo SMC inteiramente funcional
(Hirano, 2002). Essas proteinas possuem a regido N-terminal e C-terminal altamente
conservadas. O dominio N-terminal possui um motivo de ligacdo NTP (Walker A box) que liga
ATP. Ja o dominio C-terminal contém um motivo DA box, que lembra um motivo Walker B e
liga DNA, mas com preferéncia a DNA dupla fita que é capaz de adotar estruturas secundarias
(Strunnikov e Jessberger, 1999). O complexo SMC5-SMC6 provavelmente desempenha um
papel importante na organizagdo cromossémica, no que diz respeito a integridade e resposta
a DNA danificado (Hirano, 2002).

CsVIP2

A proteina CsVIP2 de citros possui mais de 70% de identidade com a proteina VIP2 de
Arabidopsis thaliana e apresenta um dominio da familia das proteinas NOT2/NOT3/NOT5.

VIP2 é uma VIRE2 Interacting Protein 2, ou seja, uma proteina de planta que interage com
a proteina VIRE2 de Agrobacterium tumefaciens. VIRE2 é translocada para dentro da célula
da planta e, aparentemente protege o T-DNA da bactéria da degradagdo. Em ensaios de
duplo-hibrido realizados para melhor caracterizar as fungdes de VIRE2 no transporte e
integragdo do T-DNA, duas proteinas de planta que se associam com VIRE2 foram
identificadas em Arabidopsis thaliana, VIP1 e VIP2. VIP1 esta envolvida na importagao nuclear
do complexo T-DNA, ja VIP2, que possui um dominio NOT esta envolvido na integralizagao do
T-DNA no genoma do hospedeiro (Anand et al., 2007). Analises comparativas de
transcriptoma, entre o tipo selvagem e o mutante vip2 de Arabidopsis thaliana, sugeriram que
VIP2 atua, de maneira direta ou indireta, na regulagdo da transcricdo de muitos genes que
codificam histonas ou proteinas relacionadas a histona. Dessa maneira, VIP2 atua na
transformagdo mediada por Agrobacterium em plantas, modulando a expressdo de varios

genes que codificam histonas de plantas (Anand et al., 2007).
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Proteinas com o dominio NOT s&o componentes integrais do complexo transcricional Ccr4-
Not, conservado em eucariotos e cuja fungdo esta associada a degradacdo de RNA e
regulagdo transcricrional (Collart, 2003; Collart e Timmers, 2004). De fato, uma das
subunidades desse complexo, o Ccr4, é a principal deadenilase de leveduras (Tucker et al.,
2001), que catalisa o primeiro passo que conduz a subsequente degradagdo de mRNAs
citoplasmaticos. Essa atividade & auxiliada por outra subunidade do complexo Ccr4-Not, a
Caf1. Além de Ccr4 e Caf1, o complexo Ccr4-Not € composto por outras 7 subunidades,
Caf40, Caf130 e outras 5 subunidades Not (Not1-Not5). A Unica subunidade que é essencial
para a viabilidade da levedura é Not1, a plataforma do complexo Ccr4-Not (Azzouz et al.,
2009).

CsRRMP1

A proteina CsRRMP1 isolada de citros no duplo-hibrido &€ semelhante a varias proteinas de
plantas que contém dominios RRM de reconhecimento de RNA.

A regulagdo da expressdo génica pos-transcricional é modulada principalmente por
proteinas contendo motivos RRM. A regulacéo pode ser realizada por proteinas que se ligam
diretamente ao RNA ou por proteinas que modulam a funcdo de outros fatores regulatérios
(Lorkovic e Barta, 2002). Proteinas que se ligam a RNA estdo envolvidas na sintese,
processamento, transporte, traducdo e degradagédo do RNA, se destacando como importantes
proteinas regulatérias multifuncionais (Fedoroff, 2002).

Os motivos conservados dessas proteinas identificam dois dominios: 1) ndo-cataliticos, que
sdo os dominios de ligagdo a RNA primariamente (RBDs — RNA-binding domain), e 2)
dominios cataliticos, que estdo envolvidos com modificagdes do RNA (isomerizagao, tiolizagéo
e desaminagado), hidrolise por ATP ou GTP (fatores de traducdo, helicases de RNA e
sintetases t-RNA aminoacil), ou degradagédo do RNA (ribonucleases).

As maiores categorias de RBDs em eucariotos, compreendem: RNA-recognition motif
(RRM), double-stranded (ds)RBD e dominio K-homology (Fedoroff, 2002).

As proteinas com motivo RRM s&o as mais abundantes nos vertebrados superiores (de 0.5
a 1% dos genes humanos) e sdo as mais estudas bioquimicamente e estruturalmente.
Estudos mostraram que este dominio ndo esta apenas envolvido no reconhecimento
DNA/RNA, mas também na interacado proteina-proteina (Cléry et al., 2008). Em plantas, a
fungdo da maioria das proteinas RRM ndo é muito conhecida, entretanto, verificou-se
recentemente que a superexpressdo de dominios RRM em arroz, aumentou o volume das
células e afetou significativamente a morfologia das plantas (Hong et al., 2007). Esse dado &
bastante interessante, pois nos remete novamente ao fato de que PthA induz crescimento

celular. Além disso, é interessante notar que PthA4 aparentemente interage com a porgéo da
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proteina CsRRMP1 que n&o contém os dominios RRM, ou seja, tais dominios estariam livres

para interagir com RNA e executar sua fungdo talvez relacionada a proliferagéo celular.

CsHAP3

O Complexo HAP, que também é conhecido como NF-Y ou CBF em animais, se liga a
CCAAT-box, um dos elementos mais comuns em promotores de genes de eucariotos, e regula
a expressdo de genes. Este complexo consiste de trés subunidades distintas: HAP2/NF-
YA/CBF-B, HAP3/NF-YB/CBF-A e HAP5/NF-YC/CBF-C, todos necessarios para a ligagdo no
DNA. Cada subunidade contém um dominio conservado que € responsavel pela afinidade ao
DNA e interag&o proteina-proteina (Miyoshi et al., 2003).

Arabidopsis tem 9 genes para HAP2, 10 para HAP3 e 10 para HAP5 (Edwards et al., 1998;
Gusmaroli et al., 2001, 2002). Entre eles, apenas LEC1 (LEAFY COTYLEDON1), membro da
familia HAP3, foi caracterizado detalhadamente. A perda de fungdo de mutantes LEC1
causaram varias anormalidades no embrido (Meinke, 1992; West et al., 1994; Lottan et al.,
1998).

Um estudo com a familia HAP3 de arroz sugere que essa proteina faca parte do complexo
HAP, juntamente com HAP2 e HAPS e regule a expressdo de genes através da ligagéo ao
CCAAT-box presente na regiao promotora (Miyoshi et al., 2003).

Portanto, os resultados que serdo apresentados a seguir, sugerem que PthA4 possa afetar
a maquinaria de controle transcricional de citros interferindo com o processamento e tradugéo

de mRNA, através de sua interagdo com as proteinas isoladas na tabela 3.

Ligacao preferencial de PthAs pelas proteinas de citros identificadas como
alvos de PthA4.

Embora o screening de duplo hibrido tenha sido realizado com a variante PthA4,
resolvemos confirmar a interagdo das proteinas isoladas de citros com todas as quatro
variantes de PthA.

O fato de X. citri possuir 4 variantes da proteina efetora PthA sugere uma vantagem
evolutiva para essa bactéria, pois € possivel que o numero de variantes de PthA contribua
para a formagéo de diferentes heterodimeros e que esses heterodimeros alcancem alvos
diferentes dentro da célula. Ensaios de duplo-hibrido realizados por uma aluna do grupo,
Mariane Domingues, revelaram que todas as variantes de PthA formam homodimeros e todas
formam heterodimeros, com excec¢do da variante 1 e 4 que nao formam heterodimeros entre
si. Adicionalmente, algumas proteinas de citros que foram identificadas como alvos de PthAs 2

e 3 também interagiram com outras variantes de PthA (Domingues et al., 2010). Assim, as
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proteinas isoladas com PthA4 foram testadas para interagdes com as quatro variantes de
PthA.

A figura 7 mostra que a maioria das proteinas interagiram com outras variantes,
preferencialmente com PthAs 2 e 3, além de PthA4. CsVIP2 interagiu especificamente com
PthA4, enquanto CsPCBP, CsRRMP1 e CsHAP3 interagiram com PthAs 2 e 3 sob a condigdo
mais estringente (sem adenina).

GAL4AD-CsPABP1 GAL4AD-CsPABP2 GAL4AD GAL4AD-Prey

1 - Presa + GAL4BD-PthA1
2 - Presa + GAL4BD-PthA2
3 - Presa + GAL4BD-PthA3
4 - Presa + GAL4BD-PthA4
5 - Presa + GAL4BD

Figura 7: InteragGes proteina-proteina entre PthAs e proteinas nucleares de citros. As proteinas de citros (presas) fusionadas
ao dominio GAL4-AD (GAL4AD-presa) ou o controle (GAL4AD) foram transformadas em leveduras contendo uma das quatro
variantes de PthA fusionada ao dominio GAL4-BD, como mostra o diagrama acima (1 a 4 respectivamente). Os duplos
transformantes foram crescidos em meio SC —Trp — Leu —His —Ade na presence de 5 mM de 3AT. As presas nao
transativaram os genes repérteres quando co-transformadas com o vetor da isca vazio. Do mesmo modo, as iscas (PthAs)
ndo transativaram os genes repdrteres quando co-transformadas com o vetor da presa vazio nas mesmas condigdes de
crescimento.

Para confirmar as interagbes observadas em levedura, foram realizados ensaios de GST
pull down. Para isso, as proteinas de citros isoladas foram clonadas em vetor de expresséo

pGEX-4T-1, expressas em E. coli e purificadas em resina GST. As figuras (8 a 15) mostram os
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testes de purificagéo realizados para as proteinas recombinantes de citros e PthAs 3 e 4. De

um modo geral, as proteinas recombinantes foram expressas em fragdes sollveis em E. coli,

exceto CsPBPC e CsPABP2. Por essa razéo, néo foi possivel realizar o ensaio de pull down

com essas duas proteinas.

- — -
PM NI 1h 2h Sol Ins Lav Res

N .

PM NI 1h 2h 3h Sol Ins FT Lav Res

Figura 8: Expressdo de CsSMC em fusdo GST a 30°C e Teste de
Purificagdo em resina GST. A seta indica a proteina CsSMC-GST
com peso molecular total de 45,6 kDa.

PM N T D oh T v Re

Figura 10: Expressdo de CsVIP2 em fusdo GST a 37°C e Teste de
Purificagdo em resina GST. A seta indica a proteina CsVIP2-GST
com peso molecular total de 85 kDa.

Figura 9: Expressdo de CsTRAX em fusdo GST a 25°C e Teste
de Purificagdo em resina GST. A seta indica a proteina

CsTRAX-GST com peso molecular total de 55 kDa.

r— - .
PM NI 3h Sol Ins FT Lav Res

Figura 11: Expressdo de CsPABP1 em fusdo GST
a 37°C e Teste de Purificagdo em resina GST. A
seta indica a proteina CsPABP1-GST com peso
molecular total de 53 kDa.
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Figura 12: Teste de purificagdo de CSRRMP1-GST a
25°C, com peso molecular de 50 kDa.
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Figura 14: Purificagdo da proteina PthA4_6xHIS, com peso molecular
de 116kDa. PM= marcador de peso molecular (Unstained Protein
Molecular Weigth Marker — Fermentas); B5 a B13= elui¢cBes da
amostra.
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Figura 13: Expressdo de CsHAP3 em fusdo GST a
25 °C, com peso molecular de 46 kDa.
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Eluigbes

Figura 15: Purificacdo da proteina PthA3_6xHIS. PM =
marcador de peso molecular(Unstained Protein
Molecular Weigth Marker — Fermentas); A10 a Al18=
eluicGes da amostra.

Legenda para as figuras de 8 a 15:
PM = Peso Molecular;

NI = N3o Induzido;

1h, 2h, 3h = horas de indugéo;

Sol = Soluvel;

Ins =Insoluvel;

FT = Flow through;

Lav = Lavagem;

Res = Resina .
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O ensaio de GST pull down foi utilizado para confirmar as interagdes observadas no duplo
hibrido. A figura 16 mostra que PthA3 interagiu com CSTRAX, CsSMC, CsRRMP1 e CsHAP3,
enquanto PthA4 interagiu com CsPABP1 e CsVIP2, confirmando os resultados obtidos no

duplo hibrido, que indicam que essas proteinas interagiram mais fortemente com essas

presas.

6xhis-PthA3 + 4+ + 4+ + + 6xhis-PthA4 sl ol R
GST-CsTRAX - - + = = - GST-CsPABP1 - - + -
GST-CsSMC - - = 4+ = = GST-CsVIP2 - - = +
GETCERRNIPR] = = = = F = GST - = =
GST-CsHAP3 - - - = - 4 kDa

ST os ~ 7 7 7 T 7 AntiPthA 122{ = E
Anti-PthA 116] S sl

Anti-GST

554 . -
Anti-GST 45 >

6] en SSes <«GST

Figura 16: Detecgdo por Western Blot das fragdes eluidas do ensaio de GST pull down usando as proteinas PthA3 e
PthA4 como presas e as proteinas de citros (fusionadas a GST) como iscas imobilizadas em resina GST. As setas
indicam as bandas correspondentes ao tamanho esperado das proteinas fusionadas a GST: CsTRAX (~55 kDa), CsSMC
(~45 kDa), CsRRMP1 (~50 kDa), CsHAP3 (~46 kDa), CsPABP1 (~53 kDa) e CsVIP2 (~85 kDa) detectadas pelo anticorpo
anti-GST.

PthA4 liga-se especificamente em RNA “poly(U)” e forma complexos de alto
peso molecular na presenca de CsHMG.

Como citado anteriormente, o aluno Tiago Antonio de Souza contribuiu com esse trabalho
caracterizando funcionalmente uma das proteinas de citros identificadas como parceiras de
interacdo de PthA4, a CsHMG. Tiago verificou que CsHMG interage com as 4 variantes de
PthA e que em ensaios de gel shift CsHMG liga-se com afinidade e especificidade a RNA
“poly(U)” (de Souza et al.,, 2010). Além disso, Tiago observou que PthAs recombinantes
expressos em E. coli co-puriificavam com RNA (de Souza, T. A., 2010).

Desse modo, considerando que (i) CsHMG liga-se seletivamente a RNA “poly(U)”; (ii)
CsHMG e PthA4 interagem com duas proteinas poly(A)-binding (figura 18 D); (iii)) a maioria
das proteinas-alvos de PthA4 possuem motivos de reconhecimento de RNA implicados em

processamento e estabilizacdo de mRNA (Tabela 3); (iv) PthAs recombinantes co-purificam
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com RNA; e (v) o dominio de ligagdo a DNA dos PthAs é semelhante ao dominio PPR
(pentatricopeptide repeat), presente em proteinas que reconhecem sequéncias ricas em U e
desempenham um papel no processamento e estabilizagdo de mRNA (Williams-Carrier et al.,
2008; Pfalz et al., 2009; Prikryl et al., 2011), n6s testamos se PthA4 poderia interagir com
moléculas de RNA. De forma surpreendente, PthA4 inteira e seu dominio de ligagdo a DNA
(dominio de repetigdes) foram capazes de se ligar de forma especifica a RNA “poly(U)” em
ensaios de gel shift (figura 17 A). Além disso, na presenca de CsHMG, PthA4 forma
complexos de mais alto peso molecular com RNA “poly(U)” (figura 17 B), sugerindo a

formagéo de um complexo ternario.

A
poly(A)  poly(C) poly(G) poly(U)
RD FL RD FL RD FL RD FL

r j A, ;N 1 v L)
= 4+ 4+ = 4+ 4 =+ + = 4+ + PthA4

————

-

- + PthA4

CsHMG (setas).

As proteinas de citros interagem entre si, indicando a formagdo de um

complexo multiproteico.
Considerando que as proteinas identificadas em citros sdo funcionalmente relacionadas
(Tabela 3), resolvemos testar se elas poderiam interagir entre si, utilizando a técnica de duplo

hibrido. De acordo com a figura 18, um numero significativo de intera¢des proteina-proteina foi
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W -  CsHMG Figura 17: PthAd e seu. dominio de repeti¢Ges ligam
RNA “poly(U)”. A) Ensaio de EMSA usando sondas de
RNA fita dnica marcadas com >°P na concentragdao
final de 12,5 nM e 100 ng de PthA4 “full length” (FL) e
seu dominio interno repetitivo (RD). As bandas de
shift correspondem a complexos RNA:proteina e
estdo indicadas pela seta, ja as sondas livres estdo
indicadas pelo asterisco. B) Ensaio de EMSA usando
sonda fita Unica de RNA “poly(U)” e as proteinas
recombinantes PthA4 e CsHMG “full lenght”. PthA4
forma bandas de alto peso molecular na presenga de



identificado, como por exemplo, CsTRAX com CsSMC, CsPABP1, CsRRMP1 e CsVIP2 (figura
18 A). Além disso, CsTRAX foi capaz de interagir com ela mesma, confirmando dados da
literatura que apontam que o complexo Translina-TRAX em humanos pode ser formado a
partir de um octamero de Translina e um hexamero de TRAX (Gupta et al., 2005).

A isca CsSMC interagiu com CsTRAX, CsPABP1, CsPABP2, CsVIP2 e com ela mesma
(figura 18 B), corroborando dados da literatura que indicam que proteinas SMC formam
homodimeros e heterodimeros (Hirano, 2002). CsVIP2 e CsPABP2 interagiram entre si, de
maneira reciproca, e também formaram homodimeros (figura 18 C). CsVIP2 se associou com
CsPCBP, enquanto CsHMG mostrou uma fraca interagdo com CsPABP1 e CsPABP2 (figura
18 D). Esses resultados apontam para uma rede de interagbes entre os alvos de PthA4 e
sugerem a existéncia de um complexo multiproteico em citros, onde CsSMC poderia funcionar

como uma proteina “hub” (figura 18 E).

1 1 T 1

A ' GAL4BD-CSTRAX C GAL4BD-CsVIP2 GAL4BD-CSPABP2
¢

GAL4AD-

CsSMC CsPABP1 CsRRMP1 CsVIP2 GAL4AD-

> CsPCBP

GAL4AD-

CsPABP2 GAL4AD- GAL4AD-

GAL4AD-
Empty CsTRAX

Empty

GAL4BD GAL4BD GAL4BD

GAL4AD- GAL4AD- t GAL4AD- S .
CsSMC CsRRMP1 CsVIP2 GAL4AD- GAL4AD-
GAL4AD-  GAL4AD- GAL4AD- CALEAD. GAL4AD- CsPABP2 CsVIP2

CsPABP1  CsTRAX CsVIP2 COrnerEE CsPCBP

GAL4AD-
CsPABP2

B GALBD.CSSME D [ GAL4BD-CsHMG o GAL4BD ‘
:
GAL4AD- SA\';I“P';D' GAL4AD- GAL4AD- GAL4AD- GAL4AD-
s CsPABP1 CsPABP2 CsPABP1 CsPABP2
. GAL4AD- ‘
CSTRAX

GAL4AD-

=7 GAL4AD- GAL4AD-
CsPABP2 8

CsPCBP CsPABP1 ERLAKE:
4 Empty

—— GAL4BD . E - CsvIP2 CSTRAX CRREMPT
CsSMC GAL4AD- GAL4AD-
GAL4AD- CsPABP1 CsVIP2
SaLan. CsPCBP
CsPABP2

GAL4AD-
CsTRAX

CsPABP1

CsPABP2

Figura 18: Células de levedura duplo transformadas com as construcBes presa (topo) e isca (ao redor da placa) indicadas.
Crescidas em meio SC -Trp -Leu -His -Ade na presenga de 5 mM de 3AT. A) Interagdes positivas observadas entre CsTRAX e
CsSMC, CsPABP1, CsTRAX, CsRRMP1 e CsVIP2. (B) Interagbes positivas observadas entre CsSMC e CsPABP2, CsSMC, CsPABP1,
CsVIP2 e CsTRAX, mas ndo entre CSMC e CsPCPB. (C) Interagdes de CsVIP2 com CsPCBP, interagdes reciprocas entre CsPABP2 e
CsVIP2, e auto-interagdes de CsVIP2 e CsPABP2. (D) InteragBes fracas entre CsHMG e CsPABP2 e CsPABP1. (E) Diagrama
ilustrando a rede de interagGes entre as proteinas de citros.
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Para confirmar essas interagbes, e considerando que CsSMC e CsTRAX apresentaram
maior numero de interagdes proteina-proteina, extrato de células de folha de citros foi
incubado com 6xHis-tag CsSMC ou CsTRAX imobilizadas em resina de cobalto. As proteinas
eluidas que estavam ligadas a resina foram separadas em gel SDS PAGE e identificadas por

espectrometria de massas (figura 19).
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Figura 19: Gel de acrilamida SDS PAGE corado com prata com as proteinas do extrato de citros
presas em resina de cobalto que carregam as proteinas recombinantes 6xHis-tag CsSMC e
CsTRAX, usadas como iscas (bandas 9 e 10, respectivamente).

Consistente com os resultados do duplo hibrido, foram detectados peptideos
correspondentes a CsTRAX e a uma PABP 91% idéntica a CsPABP2 na amostra de CsSMC.
De forma semelhante, foi identificado CsSMC na amostra com CsTRAX, porém o mais
interessante foi encontrarmos CsMAF1 (objeto de estudo dos capitulos Il e IV) e proteinas
adicionais relacionadas com o controle da transcri¢do e da tradugédo, como o fator BTF3, uma
proteina Argonauta (AGO1), fator de inicio da tradugdo 5a e fator de elongamento da tradugéo

1-alfa, como parceiras de interagdo de CsSMC e CsTRAX (Tabela 4).
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Tabela 4: Proteinas de Citrus sinensis identificadas como parceiras de interagdo de CsSMC e CsTRAX através
de espectrometria de massas.

Bandas de Parceiros de interagdo de Numero de Sequéncias de peptideos identificadas por m/z Carga
Proteinas CsSMC / CsTRAX Acesso espectrometria de massas
CsSMC
1,4,6-10,12 CsSMC 110848831 LRAEIANSEK 565.8135 +2
KGYAENYEHGQVMEK 594.9451 +3
QELTGQAQMMSQDLVR 925.9453 +2
1 Argonaute 1 (AGO1) 188428433 SLYTAGPLPFLSK 697.3930 +2
GGVGMGSGGRGGHSGGPTR 828.8859 +2
2,3 HSP70 110877680 VEIIANDQGNR 614.8190 +2
NQVAMNPSNTIFDAK 825.4041 +2
IINEPTAAAIAYGLDKK 894.5037 +2
PABP2 homolog 94441024 VAEAMEVLR 509.2771 +2
GMPDVSMPGVGGMLPIPYGDMAAMPLR 936.7758 +3
55396367 NMQDFPFDMGAGGMLPVPVDMGAGIPR 962.0988 +3
5 Translation elongation 56584680 GFVASNSKDDPAR 682.3378 +2
factor 12 YYCTVIDAPGHR 726.3433 +2
VETGVLKPGMVVTFGPSGLTTEVK 816.1167 +3
CsMAF1 110836827 EWSETYGGSSLLETLYK 981.9786 +2
CsTRAX 188246976 MDTMLQSVLK 583.3041 +2
LHQLSGTALQSIAK 489.6172 +3
PABP2 homolog 63075332 NLSESTTEEDLQK 747.3532 +2
GSGFVAFSTPEEASRALLEMNGK 1207.5867 +2
11 Translation initiation factor 21651392 DGFAEGK 362.1706 +2
52 VVEVSTSK 4247421 +2
DDLRLPTDENLLSQIK 624.0058 +3
13 Histone H4 188254614 TLYGFGG 714.3515 +1
TVTAMDVVYALK 663.8570 +2
CsCYP homolog 46214048 VVVADSGELP 493.2626 +2
RNA-binding protein 188444131 SNGGSGGERGGR 545.7521 +2
CsTRAX
1,9-11 CsTRAX 188291689 LHQLSGTALQSIAK 733.9211 +2
AEADLVAVKDQYISR 839.4460 +2
DAFANYAGYLNELNEK 916.4340 +2
2 Argonaute 1 (AGO1) 55289153 QADAPQEALQVLDIVLR 940.0219 +2
SGNILPGTVVDSK 643.8547 +2
55288894 GQESENSQEAFR 691.3056 +2
3 HSP70 38053102 NALENYAYNMR 679.8090 +2
ATAGDTHLGGEDFDNR 838.3737 +2
NAVVTVPAYFNDSQR 840.9252 +2
4 TPR-containing protein 218827114 RIPLDFLQGEK 658.3755 +2
MLQADQVSLAEK 666.8473 +2
SLAQQYTWSSAVK 734.8757 +2
5 Ribosomal protein 188380114 YPLTTDSPMKNIDDK 877.4249 +2
6 Nucleosome protein 188306400 LQNLAGQHSDVLEK 776.4106 +2
7 Translation elongation 56584680 MDATTPK 382.1881 +2
factor 12 GFVASNSKDDPAR 682.3345 +2
YYCTVIDAPGHR 726.3430 +2
8 Protein kinase 56534189 GALSPSTAVNFALDIAR 851.9663 +2
GMAYLHNEPNVIIHR 588.6417 +3
12 CsMAF1 110836827 INDFLDHLNLGER 778.4004 +2
EWSETYGGSSLLETLYK 981.9799 +2
LPECEIYSYNPDSDSDPFLEK 1259.5583 +2
13 BTF3 factor 188439148 MNVEKLMNMAGALR 805.3939 +2
14 CsSMC 110848831 LTADLQQVPALK 648.8824 +2
QELTGQAQMMSQDLVR 917.9503 +2
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15 BS3-like protein 188271719 MKEQAAGVEAIIVGAGTSGLATAACLSLQSIPYV  1302.0349
ILER

+3

Apesar dos dados genéticos abundantes que mostram que efetores TAL de bactérias atuam
como ativadores transcricionais em células hospedeiras, pouco se sabe sobre 0 mecanismo
molecular pelo qual eles agem. O nosso grupo identificou anteriormente, proteinas de citros
alvos de PthAs que compreendem CsCYP, CsTDX e o heterodimero CsUEV/CsUBC13,
associadas com a maquinaria de transcricdo basal afetando o reparo de DNA (Domingues at
al., 2010). Portanto, os resultados desse trabalho sugerem que PthA4 pode interagir com um
novo complexo nuclear multiproteico, cujos componentes estdo relacionados com o
remodelamento e reparo da cromatina, regulagdo da transcrigdo, estabilizagdo/modificagdo de
mMRNA e controle da traducao (Tabelas 3 e 4).

TRAX de humanos, que possui 37% de identidade com CsTRAX, & componente do
complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC) que exibe atividade endoribonuclease
(Liu et al., 2009; Ye X et al., 2011). Em levedura, TRAX se liga a proteina C1D, uma proteina
do tipo SMC que ¢ essencial para o reparo de quebras em DNA dupla fita (Chen et al., 2004;
Erdemir et al., 2002a; Erdemir et al., 2002b). Além disso, a proteina humana homoéloga a
CsPCBP é capaz de se ligar a motivos ricos em UC dentro da regido 3’ ndo traduzida de um
mRNA (Yeap et al.,, 2002). Assim, o suposto complexo multiproteico identificado em citros
pode desempenhar um papel no reparo de DNA e em mecanismos de processamento e/ou
estabilizacdo de RNA.

Varias evidéncias apoiam essa idéia. Em primeiro lugar, algumas das
interagbes proteina-proteina identificadas por duplo-hibrido, como por exemplo, CsTRAX e
CsPABP2, foram confirmadas por analise de espectrometria de massas (figura 19 e Tabela 4).
CsPABP1 e CsPABP2 sao, respectivamente, homélogas a PABPN humana e PABPC, que
participam na estabilizagdo de mRNA e fatores do inicio da tradugdo (Lemay et al., 2010;
Kahvejian et al., 2001). Notavelmente, fatores de inicio e alongamento da tradugdo, assim
como o homolégo de tabaco AGO1, foram identificados como parceiros de ligagdo de CsSMC
e CsTRAX (Tabela 4). Alem disso, a proteina humana PABPN se liga a PABPC na presenca
de RNA e a proteinas RRM, similares a CsRRMP1 em um complexo proteico envolvido em
degradacdo de mRNA. O mais interessante, no entanto, € que em um estudo recente, PABPC
de mamiferos foi recrutado pelo complexo RISC e associado com as deadenilases
CAF1/CCR4-NOT em um complexo multiproteico que regula o silenciamento génico atraves
da deadenilagdo de mMRNA mediado por micro RNA (miRNA) (Fabian et al., 2009 e Huntzinger
et al., 2010). Assim, considerando que TRAX é um componente do complexo RISC (Liu et al.,
2009; Ye X et al., 2011), AGO1 foi encontrada associada a CsSMC e CsTRAX, e CsVIP2 é

41



uma proteina que possui um dominio CCR4-NOT, n6s propomos um modelo (figura 20) no
qual muitas das proteinas que interagiram com o PthA4 identificadas nesse trabalho, sédo
componentes de um complexo multiproteico similar ao complexo RISC de mamiferos,
envolvido em deadenilagdo mediado por miRNA (Fabian et al., 2009). Nesse modelo, CsHMG
e CsPCBP, se ligariam as sequéncias ricas em UC na regido 3’ do mRNA (Yeap et al., 2002),
enquanto CsPABP1 e CsPABP2 se anexariam na cauda poly(A) adjacente, criando uma
plataforma para promover a montagem de CsSMC, CsTRAX, CsVIP2, CsRRMP1 e AGO1. O
fato de PthA4 se ligar seletivamente em RNA “poly(U)’, aparentemente formando um
complexo ternario com CsHMG, nos faz especular que PthA interagindo com essas proteinas
do complexo e com RNA “poly(U)” (ndo necessariamente simultaneamente), poderia deslocar

um dos componentes do complexo e inibir a deadenilagao e o decaimento do mRNA.

Importin - a

CsVIPZ  CsPCBP

Figura 20: Modelo esquematico do complexo multiproteico de citros compreendendo as proteinas parceiras de
interagdo de PthA4. InteragGes proteina-proteina e interagdes proteina-RNA baseadas nos ensaios de duplo-
hibrido, pull down e gel shift descritos nos resultados e dados da literatura.

Apesar de ainda ndo demonstrado, se o complexo formado pelas proteinas de citros é o
equivalente ao complexo miRISC de mamiferos, envolvido em silenciamento génico (Fabian et
al., 2009), é possivel que PthAs possam inibir a deadenilagcdo e portanto, o decaimento de
mRNAs, aumentando assim, a estabilidade dos mRNAs no primeiro ciclo da tradugéo.

Baseado nesta idéia, € interessante notar que a a-importina, uma forte parceira de interagcéo
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de PthA (Domingues et al., 2010), possui um papel adicional além de promover o transporte
citoplasma-nucleo. A a-importina, junto com a B-importina, interagem com o complexo “cap-
binding” (CBC), afeta o splicing, a formagao da regido 3’ e inibe a deadenilagdo de mRNA
(Balatsos et al., 2006; Dias et al., 2009; Dias et al., 2010; Sato e Maquat, 2009).

Finalmente, a identificagdo de CsSMC como um “hub” no interactoma com PthA4 esta de
acordo com dados recentes, que mostram que efetores que evoluiram independentemente
convergem em “hubs” como alvos comuns (Mukhtar et al., 2011). Surpreendentemente, a
maioria desses “hubs” se associam com proteinas que controlam a ligagao/traducdo de RNA,
a transcricdo/remodelamento de DNA e ubiquitinagdo (Mukhtar et al., 2011). Embora o
homoélogo de Arabidopsis de CsSMC nao foi identificado sendo alvo de efetores de bactérias
fitopatogénicas, CsSMC é relatada como uma proteina do tipo “SKIP-interacting”, um “hub” em
arroz (Hou X et al., 2009). Portanto, os nossos dados sugerem que PthA interage com um
complexo multiproteico envolvido em estabilizagao e processamento de mRNA associado com

o controle da transcrig&o.
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CAPITULO III: O silenciamento de CsMAF1, um regulador negativo da RNA

Polimerase lll e alvo de PthA4, aumenta o cancro citrico.

1. INTRODUGAO

A proteina MAF1 de citros (CsMAF1) foi identificada como parceira de interacdo de
PthA4 e como proteina associada a CsSMC e CsTRAX em extrato de células de citros,
como descrito no capitulo Il.

MAF1 foi originalmente descoberta em Saccharomyces cerevisiae como sendo o Unico
repressor direto e global da RNA Polimerase Ill conhecido nesse organismo (Murawski et al.,
1994). A proteina MAF1 é conservada desde leveduras a humanos (Pluta et al., 2001) e
possui trés dominios conservados A, B e C. Os dominios B e C contém os motivos PDYDFS e
LWSFnYFFYNKKIKR que definem os membros da familia MAF1. MAF1 de levedura possui
varios ortélogos em eucariotos (figura 21) e na maioria deles o segundo motivo
(LWSFnYFFYNKKIKR) possui um sinal de localizagdo nuclear funcional, assim como em S.
cerevisiae (Moir et al., 2006).

Em leveduras, a repressdo da atividade da RNA Pol lll em resposta a limitacdo de
nutrientes, estresse na parede celular, dano no DNA, estresse oxidativo e a uma variedade de
tratamentos com drogas (Rapamicina e MMS) é mediada por MAF1 (Pluta, K. et al., 2001 e
Upadhya et al., 2002). Portanto, condi¢gdes que causam inibicdo da proliferagdo celular ativam
diferentes vias de sinalizagdo que convergem em MAF1 e regulam sua atividade repressora.
(Rollins et al., 2007). A rapida repressdo da transcricdo da RNA Pol Il assegura a
sobrevivéncia da célula durante o estresse (Warner, 1999).

Tanto a MAF1 humana quanto a de levedura sdo fosfoproteinas (Oficjalska-Pham et al.,
2006 e Kantidakis et al., 2010). Em condi¢des favoraveis ao crescimento, MAF1 é fosforilada
pelas quinases PKA, CK2, Sch9 e TORC1 (Huber et al., 2009; Graczyk et al., 2011; Wei et al.,
2009). Em condicbes de estresse, MAF1 é defosforilada pela fosfatase PP2A. A forma
defosforilada de MAF1 interage com o complexo da RNA Pol Il e funciona como um repressor
(Moir et al., 2006). Tanto a fosforilagdo quanto a defosforilagdo de MAF1 pode ocorrer dentro
do nucleo da célula. A forma fosforilada de MAF1 é exportada para o citoplasma pela
exportina Msn5, porém néo € simplesmente a saida de MAF1 do nudcleo que determina a
regulagéo apropriada da RNA Pol lll (Towpik et al., 2008).

Vérios estudos confirmaram que MAF1 é um regulador negativo da RNA Pol lll, pois sua
inativagdo em leveduras e em mamiferos resulta em niveis elevados de tRNA (Pluta et al.,
2001; Upadhya et al., 2002; Johnson et al., 2007).
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Figura 21: Representagdo esquematica dos dominios dos ortélgos de MAF1. As letras A, B e C, representam os
respectivos dominios em destaque. As espécies representadas no alinhamento das sequéncias de MAF1 s3o:
Encephalitozoon cuniculi, 161 aa; Caenorhabditis elegans, 245 aa; Arabidopsis thaliana, 224 aa; Dictyostelium
discoideum, 278 aa; Ciona intestinalis, 233 aa; Drosophila melanogaster, 226 aa; Danio rerio, 247 aa; Homo
sapiens, 256 aa; Aspergillus nidulans, 314 aa; Schizosaccharomyces pombe, 238 aa; Candida glabrata, 391 aa; e
Saccharomyces cerevisiae, 395 aa. Extraido de Gajda et al., 2010.



A RNA Polimerase Ill (RNA Pol lll) transcreve genes que codificam pequenos RNAs nao
traduzidos, como tRNAs e 5S rRNA, os RNAs U6 e H1, envolvidos em processamento de
mRNA e tRNA, respectivamente, e o0 RNA 7SL, componente do complexo ribonucleoproteico
SRP, além de pequenos RNAs regulatorios (White, 2004). Os genes alvos da RNA Pol Il sdo
essenciais em todas as células e estdo envolvidos em processos fundamentais, como
biogénese de ribossomos e proteinas, processamento de RNA e transporte de proteinas. A
transcricao da RNA Pol Il é altamente co-regulada com a atividade da RNA Pol |, as quais
juntas respondem por mais de 80% da transcricido de genes nucleares das células em
crescimento (Grummt, 2003; Paule e White, 2000; Willis et al., 2004).

Em humanos, a falta de regulacdo na transcricdo da RNA Pol | e Il é caracteristica
marcante de muitas células cancerigenas e, portanto, este fendmeno tornou-se alvo de
pesquisas importantes nos ultimos anos. Uma grande variedade de células transformadas
mostrou uma superexpressdo de produtos da RNA Pol | e lll, incluindo linhagens de células
transformadas por DNA e RNA de virus tumorais e carcinégenos quimicos (White, 2004), além
de tumores in situ, verificados em ovarios, mama, pulméo e carcinomas de lingua (Winter et
al, 2000; Chen et al., 1997), ou seja, a superexpressdo de transcritos da RNA Pol | e Il é
vantajoso para o desenvolvimento do cancer (Marshall e White, 2008). Isso indica um papel
critico de RNA Pol Ill na tumorigénese. MAF1, como um repressor da transcricao da RNA Pol
Ill, caracteriza-se, portanto, como um potencial supressor tumoral (White, 2005).

Estudos recentes em leveduras mostram que o tratamento com rapamicina (droga
imunossupressora) leva a uma localizagdo de MAF1 do nucleo para o nucléolo, onde o gene
do 5S rRNA estéa localizado. O complexo TORC1, composto por Kog1, Lst8, Tor1 ou Tor2,
atua como um passo essencial para a atividade de MAF1 no nucleo. Diante de condigdes
normais de crescimento, TORC1 esta ativo e fosforila MAF1, inativando-a e excluindo-a do
nucléolo. O tratamento com rapamicina leva a inativagdo do complexo TORC1 e assim, a
ativacdo da proteina MAF1 defosforilada (Wei et al., 2009). Na forma defosforilada, MAF1 se
liga a RNA Pol lll bloqueando sua interagdo com o fator TFIIIB ou interage com a subunidade
Brf1 do fator TFIIIB, impedindo a montagem do complexo, e desse modo, prejudicando o
recrutamento da RNA Pol Il aos promotores alvos (Desai et al., 2005; Moir et al., 2006;
Roberts et al., 2006).

Resultados similares tém sido obtidos em células humanas, onde fatores adicionais (ex.:
p53, RB e c-Myc) também regulam a atividade da RNA Pol Ill. Igualmente, MAF1 humana atua
como um repressor da RNA Pol Il in vivo e in vitro (Goodfellow et al., 2008; Rollins et al.,
2007; Reina et al., 2006) e sua atividade também é dependente da sua fosforilag&o.

Portanto, considerando que isolamos uma proteina de citros homéloga a MAF1 humana

interagindo com PthA4, elaboramos uma hipétese na qual PthA poderia deslocar MAF1 da
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interacdo com a RNA Pol lll, restabelecendo a biogénese normal de ribossomos e tRNAs
contribuindo assim para o desenvolvimento de hiperplasia e hipertrofia celular. Essa hipotese
€ consistente com analises de microarranjos realizadas por nosso grupo, que mostram que X.
citri ativa a transcricdo de um conjunto de genes associados a biogénese de ribossomos
(Cernadas et. al., 2008). De forma semelhante, a expresséo transiente de PthA em citros
induz a transcricdo de varias proteinas ribossomais (Pereira & Benedetti, dados ndo
publicados). Além disso, um trabalho recente publicado por nosso grupo (Domingues et al.,
2012) revela que PthA pode ativar a transcricdo através da modulagdo da atividade do
complexo CsCyp/Tdx/Uev/Ubc13 associado ao CTD da RNA Pol Il de citros, fornecendo fortes
evidéncias de que efetores TAL atuam como ativadores da transcricdo através da sua

interagéo com fatores da maquinaria de transcri¢cdo basal da célula hospedeira.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Confirmar a interagdo de CsMAF1 com PthA4 através de pull down;

e Mapear a regiao de interagéo de PthA4 com CsMAF1 através de duplo hibrido;

e Confirmar a interacdo de CsMAF1 com a RNA Polimerase Il através de pull down;

e Complementar a cepa de levedura mutante mafiA (Y13945) com CsMAF1 e

confirmar o papel de repressor da RNA Pol Ill de CsMAF1;
e Realizar silenciamento e superexpressdo do gene maff1 de Citrus e verificar as

alteragbes na expresséo génica de genes alvos da RNA Pol Il através de PCR em

tempo real.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 SUBCLONAGEM, EXPRESSAO E PURIFICAGAO DE CsMAF1 RECOMBINANTE
EM E. coli

3.1.1 CsMAF1 em pGEX-4T-1 e pET28a

O cDNA de CsMAF1 foi removido do vetor pOAD com as enzimas de restricdo Sall/Notl e
subclonado nos vetores de expressdo pGEX-4T-1 e pET28a para a expresséo da proteina em
E. coli. A metodologia de subclonagem e expressao desse clone é a mesma descrita no item
3.3.1 do capitulo Il

3.1.2 Expressao de CsMAF1 em pET28a para a produc¢ao de anticorpos

A construcdo pET28a-CsMAF1 previamente transformada na cepa BL21(DE3) por choque-
térmico, foi expressa em 3 L de meio LB Kana (50 pg/mL) na temperatura de 30°C, sob
agitagcao de 200 rpm. A cultura foi crescida até atingir a fase logaritmica — OD (optical density)
a 600nm entre 0.6 e 0.8 unidades de absorbancia e a sintese da proteina recombinante foi
induzida por 3 horas com adigdo de 0.4 mM de IPTG (isopropil B-D-tiogalactopiranosideo,
analogo da lactose). Para a purificagdo da proteina recombinante, foi realizada a lise das
células utilizando-se tampéao Tris (20 mM Tris-HCI pH 8.0, 300 mM NaCl, 15 mM Imidazol,
20% Glicerol, 1 mM PMSF) + lisozima (1 mg/mL) + Nonidet p40 (0,5%) + Rnase (20 mg/mL) e
sonicagdo (15 pulsos de 20s), a fim de aumentar a eficiéncia da lise. O extrato foi entéo
centrifugado a 4°C por 1 hora a 14000 rpm e filtrado com filtro de 0,45 um para prosseguir
com a cromatografia de afinidade utilizando-se a coluna Hitrap Chelating HP, 1 mL (GE) no
sistema de FPLC ou a purificagdo por afinidade usando a resina TALON (Clontech) na
bancada. Em seguida, a proteina foi dialisada em tampao Tris (20 mM Tris-HCI pH 8). A
concentragdo final da proteina foi determinada pela absorbancia a 280 nm usando-se o
coeficiente de extingdo molar obtido no site Expasy (http://us.expasy.org/) e esta foi enviada

para a produgéo de anticorpos policlonais em ratos.

3.2 ENSAIO DE GST PULL-DOWN

A construgdo pGEX-4T-1_CsMAF1 (em fusdao com GST) foi expressa em 100 mL de meio
LB+Amp (100 pg/mL) na temperatura de 30°C, sob agitagdo de 200 rpm. A proteina
recombinante foi ressuspendida em 1 mL de tampao de lise (PBS 1X pH 7,4; 1 mM de DTT) e
300 uL de lisozima 10 mg/ml, lisada através de sonicagdo e a fragdo sollvel obtida foi
incubada com 50 pL de resina “Glutathione Sepharose 4 Fast Flow” (Amersham Bioscience),

previamente equilibrada com tampéao de ligagéo (igual ao de lise), por 1 hora e 30 minutos sob
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leve agitagéo a 4°C. Apds o periodo de incubacao, a resina foi lavada com tampé&o de ligagéo
(30 volumes de coluna), para remogédo de amostra ndo ligada. Em seguida, esta resina foi
incubada com 1 mL PthA4-6XHis previamente expressa e purificada por afinidade em resina
NiNTA ou com 1 mL de de extrato soluvel de células HEK 293 previamente lisadas com
tampéo de lise (Hepes 50 mM, NaCl 150 mM, Triton X-100 1 %, EGTA 2 mM, EDTA 2 mM,
NazSO4 2 mM, NaF 50 mM, pH 7,4) ao qual foi adicionado, imediatamente antes de usar, DTT
1 mM, PMSF 1 mM, e 10 yM, benzamidina 20 ug/ml, e pepstatina 25 pyg/ml). A incubacgéo foi
realizada por 2 horas sob leve agitacdo a 4°C ou a 16 horas sob leve agitacdo a 4°C. As
amostras foram centrifugadas e a resina lavada com tampdo de ligagdo (40 volumes de
coluna). As proteinas ligadas a resina foram eluidas com tamp&o de amostra SDS sendo
fervidas por 15 minutos a 95 °C e fracionadas em gel SDS-PAGE 10% para coloragdo com
corante Coomassie blue e visualizagao por Western blot. Como controle negativo, foi realizado
0 mesmo procedimento para a proteina GST sozinha presa a resina e incubada com PthA4-

6xHis purificada ou com extrato de células HEK 293.

3.3 WESTERN BLOT

A analise por Western Blot foi realizada a partir do gel de acrilamida 10% que continham as
proteinas eluidas do pull down. As proteinas purificadas, separadas no gel, foram transferidas
para membrana de PVDF (difluoreto de polivinila) em tamp&o de transferéncia (48 mM de Tris-
base, 39 mM de glicina, 0,037% de SDS e 20% e metanol). A transferéncia foi realizada a 160
mA por 1 hora. Apés a transferéncia, a membrana foi incubada em solugdo bloqueadora (5%
de leite em p6 desnatado em 1X TBS+Tween) por 1 hora. Logo em seguida, a membrana
oriunda do pull down de CsMAF1 com PthA4 foi incubada com o anticorpo primario Anti-PthA
(diluicdo 1:5000) ou Anti-GST (1:3000) em solugéo bloqueadora e a membrana proveniente do
pull down de CsMAF1 com extrato de células HEK 293 foi incubada com o anticorpo primario
Anti-Pol 1l (diluiggo 1:500 — C39-2 Santa Cruz) ou Anti-GST (1:3000) em solugdo
bloqueadora. Apés a incubagdo com os anticorpos primarios, as membranas foram lavadas
trés vezes (de 10 minutos sob leve agitagéo) em solugéo TBS (20mM de Tris-base; 150mM de
NaCl, pH 7,5) e incubadas com anticorpos secundarios anti-rabbit (1:3000), para anti-PthA ou
anti-mouse (1:3000), para anti-GST e anti-Pol Il (ECL Kit — Amersham Biosciences), por 1
hora. As membranas foram novamente lavadas trés vezes de 10 minutos em solugdo TBS. A
deteccao foi feita utilizando-se o método de quimioluminescéncia do Kit ECL (Amersham

Biosciences).
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3.4 ENSAIO DE DUPLO- HIiBRIDO

3.4.1 Mapeamento da interagao de PthA4 com CsMAF1

Para mapear o dominio de interacdo de PthA4 com CsMAF1 foram utilizadas construgées
previamente disponiveis em nosso laboratério. As construcdes utilizadas clonadas no vetor
pOBD (iscas) foram: PthA4 (PthA4 sem uma porg&o do N-terminal), PthA-ID4 (Dominio interno
de 17,5 repeticdes do PthA4), PthA-5,5 (Dominio interno de 5,5 repeticbes de PthA4 e regido
C-terminal) e PthA-LRR (apenas regido do Leucine Rich Repeat).

3.4.2 Transformacgao de leveduras competentes de S. cerevisiae

A metodologia desse experimento € a mesma descrita no item 3.2.1 do capitulo Il.

3.4.3 Ativagao de genes reporteres ADE2 e HIS3

A metodologia desse experimento € a mesma descrita no item 3.2.2 do capitulo Il.

3.5 ENSAIO DE COMPLEMENTAGAO DE MUTANTE EM LEVEDURA

3.5.1 Clonagem de MAF1 em vetor pYEX 4T-1

Para realizar o ensaio de complementagéo de mutante em levedura, foi necessario clonar o
gene da proteina CsMAF1 no vetor de expresséo de levedura pYEX 4T-1 (Clontech). Esse
vetor utiliza o promotor CUP1 induzivel por Cu®" para promover a expressdo do gene
fusionado (Macreadie et al., 1989). Possui marcadores seletivos para os genes leu2-d e URA3
e é altamente eficiente na expressdo da proteina GST (Glutationa S-transferase) em
leveduras.

O plasmideo pOAD-CsMAF1 foi digerido com as enzimas de restricdo Sall e Notl, assim
como o vetor pYEX 4T-1 vazio. O fragmento liberado na primeira digestdo correspondia a
OREF inteira de CsMAF1 e foi inserido, através de reacgdo de ligagdo utilizando a enzima T4
DNA ligase (Invitrogen), no vetor também digerido com as mesmas enzimas, e entdo
transformados em E. coli DH5a competentes por choque térmico. As coldnias transformantes
foram selecionadas por PCR de col6nia usando primers especificos para o vetor pYEX. Os
clones transformantes foram entdo confirmados por sequenciamento de DNA. Em seguida, a
cultura foi crescida em meio liquido LB+Amp e o plasmideo foi purificado por miniprep (kit
Plasmid Maxi Kit - Qiagen), de acordo com o protocolo do fabricante. Ap6s a confirmagao da
clonagem, o plasmideo foi usado para transformar células de levedura da cepa S. cerevisiae
YI13945 (maf1A). Essa cepa possui o seguinte gendtipo: MATa, his3-A1, leu2-A0, lys2-A0,
ura3-A0 e maf1A. Além disso, foi utilizado também o plasmideo pYEX-PthA4, ja disponivel em

nosso laboratério, para transformar a cepa mutante de levedura YI3945 (maf1A) previamente
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transformada com pYEX-CsMAF1 e viabilizar a expresséo tanto de PthA4 como de CsMAF1

na mesma cepa de levedura.

3.5.2 Transformacgao de pYEX-CsMAF1 e pYEX-PthA4 em levedura S. cerevisiae
maf1A

A cepa Y13945 (maf1A) foi gentiimente cedida pela Dra. Magdalena Boguta e usada para o
ensaio de complementacdo de mutante (Kwapiz et al. 2002). A transformagdo desta linhagem
baseou-se no protocolo descrito por Gietz & Woods (2002). Primeiramente, a levedura foi
estriada em meio YPD sélido (extrato de levedura 1%; peptona 2%; D-glicose 2%; Bacto-agar
2%) e incubada por 48 horas em estufa 30°C. Foi preparado um inéculo contendo a levedura
mutante (maf1A) em meio YPD liquido incubados por 16 horas a 30°C em shaker com 200
rpm. As células foram centrifugadas por 1 minuto a 14000 rpm. Ao pellet foi adicionado um Mix
de transformagéo contendo 240 uL PEG 3350 50% w/v; 36 uL LiAc 1 M; 50 uL ssDNA de
esperma de salmé&o (2 mg/mL) fervido por 5 minutos e resfriado em banho de gelo; 5 uL de
plasmideo pYEX-CsMAF1 e/ou pYEX-PthA4 e agua Mili-Q autoclavada para completar o
volume final de 360uL. As células foram ressuspendidas com esse Mix, submetidas a choque
térmico a 42°C por 2 horas e novamente centrifugadas. O pellet foi ressuspendido em 300 uL
de agua, entdo, aliquotas de 100 uL foram usadas para plaguear em meio so6lido SC +Ade
+His —Leu -Ura (0,66% base nitrogenada sem aminoacidos; 2% glicose; 0,008% adenina;

0,008% histidina; 2% Bacto-agar) e incubadas em estufa a 30 °C por 4 dias.

3.5.3 Expressdo de CsMAF1 e PthA4 em levedura

Colbnias de levedura YI3945 (maf1A) transformadas com o plasmideo pYEX-CsMAF1 ou
pYEX-CsMAF1 + pYEX-PthA4 e colbnias do tipo selvagem (BY4742) foram coletadas para
fazer um pré-in6culo em meio liquido SC +Ade +His —Leu -Ura e incubados a 30°C em shaker
a 200 rpm por 16 horas. Depois desse periodo, 1 ml desses in6culos foram adicionados em
mais 100mL de meio SC +Ade +His —Leu -Ura e incubados em shaker a 200 rpm a 30°C por
mais 16 horas. Em seguida, as células foram centrifugadas a 550xg por 5 minutos,
ressuspendidas novamente em 50 mL de meio SC +Ade +His —Leu -Ura e incubadas
novamente a 30°C até atingir até atingir a fase logaritmica- OD (optical density) a 600nm entre
0,8 e 1,2 unidades de absorbancia. Ap6és essa condigdo, as células de levedura pYEX-
CsMAF1 e pYEX-CsMAF1 + pYEX-PthA4 foram induzidas a sintese da proteina recombinante
pela adigéo de 0,5 mM de sulfato de cobre (CuSo,) por 1 hora. Ap6s esse periodo, as células

foram centrifugadas a 4000 rpm por 5 minutos a 4°C. Durante a expressao dessas leveduras,
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foram coletadas aliquotas das células n&o induzidas e induzidas por cobre para avaliagdo em

gel de poliacrilamida (10%) SDS-PAGE e, posteriormente por Western blot.

3.5.4. Western blot para confirmar a expressdo de CsMAF1 e PthA4 em levedura

A metodologia desse experimento é a mesma descrita no item 3.5 do capitulo Il

3.5.5 Extracdo de RNA de levedura

Os pellets provenientes da expresséo das leveduras Y13945 (maf1A) transformadas com os
plasmideos pYEX-CsMAF1 e pYEX-CsMAF1 + pYEX-PthA4 e do tipo selvagem (BY4742)
foram ressuspendidos em 8 mL de tampdo PBS 1X (Phosphate-buffered saline — 140 mM
NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM Na,HPOQOy; 1,8 mM KH,PO,, em agua DEPC [Dimetil Pirocarbonato])
mas apenas 4 mL foram usados na extracdo de RNA. A essa suspensao foi adicionado 1 mL
de lyticase (20 pg/pL) e incubada por 20 minutos. Em seguida, a suspensé&o foi levada ao
banho de ultra som por 30 minutos. Para isolar o RNA total das células, foi utilizado 6 mL de
TRIzol® Reagent e as células foram homogeneizadas por 10 segundos e incubadas a
temperatura ambiente por 5 minutos. Em sequéncia, foi adicionado 2 mL de cloroférmio,
homogeneizacao das células e incubagéo a temperatura ambiente por 5 minutos. As células
foram entdo, centrifugadas a 8000 rpm por 5 minutos a 8°C e a fase aquosa transferida para
outro tubo de centrifuga. Esse passo de adi¢do de cloroférmio, homogeneizagao das células e
centrifugagdo foi repetido pelos menos 3 vezes até a fase aquosa se tornar limpida. As
amostras, foi adicionado igual volume de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (125:24:1) e
misturadas vigorosamente por 10 segundos. A fase aquosa foi novamente transferida para
outro tubo e foi acrescentado 3 mL de alcool isopropilico, homogeneizado e incubado 10
minutos a temperatura ambiente. As amostras foram centrifugadas a 12000 x g por 10 minutos
a 8°C. O sobrenadante foi removido com cuidado e o pellet de RNA lavado com 6 mL de
etanol 70% gelado. O pellet foi centrifugado novamente e apds secar por 1 hora a temperatura
ambiente, foi ressuspendido com 50 uL de agua DEPC.

O RNA obtido foi analisado pela presenca das bandas correspondentes ao rRNA 25S e
18S em eletroforese em gel de agarose 1 % (p/v), preparado em tampdo MOPS 10X,
formaldeido e brometo de etideo, conduzida sob voltagem constante (70 V) (Sambrook, et al.,

1989) e pelo Bioanalyzer Agilent 2100 expert(www.agilent.com).

3.5.6 Northern Blot
Os RNAs extraidos das leveduras foram utilizados para a analise de Northern Blot. A
concentragdo do RNA total de cada levedura (WT, MAF1A, MAF1A + pYEX-CsMAF e MAF1A
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+ pYEX-CsMAF + pYEX-PthA4 ) foi ajustado para possuirem a mesma intensidade no gel de
agarose 1,2 % (p/v) contendo formaldeido (2,2 M) e transferido por capilaridade para uma
membrana de nylon positivamente carregada (HybondTMN+, Amersham Biosciences), em
tampédo 10 x SSPE (NaCl 1,8 M / NaHPO,4.2H,0 50 mM / NaH,PO,4.H,O 50 mM / EDTA pH
8,0 10 mM) por 17 horas (Sambrook, et al., 1989). O RNA foi permanentemente fixado a
membrana por exposi¢ao a radiagdo UV. A membrana foi pré-hibridizada com a solugdo 20 x
SSPE (NaCl 3,6 M; NaHPO4.2H,0 100 mM; NaH,PO4.H,O 100 mM; EDTA pH 8,0 20 mM)
por 1 hora a 37 °C. O RNA foi hibridizado a 37°C por 16 horas na mesma solugdo com a
sonda de oligonucleotideos marcada com [y-*?P] ATP e T4 polinucleotideo quinase. A sonda
usada foi: 5 GCCATCTCCTAGAATCGAACCAGG- 3’ complementar a tRNA™. Depois da
hibridizagdo, a membrana foi lavada uma vez com solugéo 2 x SSC (cloreto de s6dio 0,3 M e
citrato de sodio 0,03 M) contendo 0,1 % SDS (p/v) por 10 minutos a 37°C. Apds lavagem, um
filme de autoradiografia foi posicionado sobre a membrana hibridizada e este foi mantido na
auséncia de luz no interior de um cassete a -70 °C. O tempo de exposicdo foi de 4 dias
(Sambrook, et al., 1989) e apos esse periodo, o filme foi revelado manualmente em camara
escura por meio da seguinte sequéncia de lavagens: 4 minutos em solugdo reveladora
(Kodak), 1 minuto em agua destilada, 4 minutos em solugéo fixadora (Kodak), seguida de

lavagem em agua corrente.

3.6 SUPEREXPRESSAO E SILENCIAMENTO DE PROTEINAS DE CITROS

Com o objetivo de obter plantas com silenciamento e superexpresséo para os genes mafi,
trax e vip2, oligonucleotideos especificos (Tabela 5) foram construidos a partir das sequéncias
desses genes para dar inicio a clonagem no vetor pHANNIBAL (CSIRO - figura 22). Esse
vetor é constituido por um promotor para expressédo constitutiva, 35S do virus Cauliflower
mosaic virus (CMV), um intron com fungdo de auxiliar na formagéo do hairpin, e por um
terminador OCS da Agrobacterium tumefaciens. Nas regides entre promotor e intron, bem
como entre intron e terminador, existem dois sitios de clonagem distintos o que possibilita a
insercdo do mesmo fragmento do gene a ser silenciado em orientagdo senso e antisenso, com

o intron intercalando estas sequéncias reverso complementares.
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3.6.1 Clonagem de CsMAF1 para silenciamento e superexpressao

Os primers do silenciamento foram desenhados manualmente e sitios de restricao
reconhecidos pelas enzimas Kpnl/Xbal (sense) e Xhol/Clal (antisense) foram adicionados a
extremidade 5' dos primers foward e reverse, respectivamente. Como molde para a reagao de
PCR foi usado o plasmideo pOAD-CsMAF1. Apés a amplificacdo do fragmento com os
primers do silenciamento, obteve-se um produto de PCR de aproximadamente 611 pb que foi
clonado diretamente em sistema pGEM-T-Easy (Promega) e confirmado por sequenciamento.
Em seguida, realizou-se uma primeira digestdo desse vetor pGEM-T-CsMAF1 com as
enzimas de restricdo Kpnl e Xhol e subclonagem no vetor pHANNIBAL. Na sequéncia, uma
segunda digestdo do vetor pGEM-T-CsMAF1 com as enzimas de restricdo Xbal e Clal e
subclonagem no mesmo vetor pHANNIBAL que havia recebido o fragmento da primeira

digestdo. O esquema da clonagem pode ser visto na figura 23.

Sense Antisense

[ 355 Promoter |[ CsmAF1 >| Intron | CsMAF1 |[0CS Terminator]

Noti Xhol Kpnl Cla Xbal Notl

LDRINDFLDHLNLGERTIKGCLEAYSCKHTGTDKRLSISLEHEILDYLGKSLDTDSSSPAEFLLSRSSRKALIYLV
LTLYHMYPDYDFSAVKAHQFFTEESWNTFKQIFETYMFEASKEWSETYGGSSLLETLYKALDEVVKLPECEIYSYN
PDSDSDPFLEKGAIWSFNFFFYNRKLKRVVSFRFSCLSNLVAEGFLVN

Figura 23: Vetor pHANNIBAL com a construgdo para o silenciamento de CsMAF1.

Apds a confirmagéo da clonagem dos fragmentos sense e antisense de CsMAF1 no vetor
pHANNIBAL por sequenciamento, deu-se sequéncia a digestdo desse vetor com a enzima
Notl, para liberar o seguinte cassete: CaMV35S Promoter — Sense MAF1 —intron — Antisense
MAF1 — Terminador OCS. Esse cassete foi subclonado no vetor pBlueScript Il SK (+/-)
(Fermentas) digerido com a mesma enzima. Desse vetor, o fragmento desejado foi liberado
apos digestéo por Pstl e Sacl e subclonado no vetor binario pCambia 1303 com as mesmas
enzimas para posterior transformagao em Agrobacterium tumefaciens.

O fragmento para a construgdo da superexpressao de MAF1 foi obtido através de PCR,
utilizando os oligonucleotideos Maf1_Xhol-F e Maf1_BamHI-R e usando como molde o
plasmideo pOAD-CsMAF1. O produto de PCR obtido de aproximadamente 680 pb foi clonado

diretamente em sistema pGEM-T-Easy e entdo digerido com as enzimas de restrigdo Xhol e
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BamHI, mesmas enzimas que foram adicionados a extremidade 5' dos primers foward e
reverse respectivamente. Depois de digerido, esse fragmento foi subclonado no vetor
pHANNIBAL com as mesmas enzimas de restricdo acima, ocorrendo a perda do intron, e
digerido novamente com a enzima Notl para a liberagdo do cassete: CaMV35S Promoter —
MAF1 — Terminador OCS (figura 24). Esse cassete foi subclonado no vetor pBlueScript [l SK
(+/-) com a enzima Notl. Na sequéncia, o fragmento desejado foi liberado apés digestdo por

Pstl e Sacl e subclonado no vetor binario pCambia 1303 com as mesmas enzimas.

Sense

| 35S Promoter | CsMAF1 IOCS Terminatorl

No Xhol BamHl Notl

MKFLEYTPLDRINDFLDHLNLGERTIKGCLEAYSCKHTGTDKRLSISLEHEILDYLGKSLDTDSSSPAEFLLSRSSRKAL
IYLVLTLYHMYPDYDFSAVKAHQFFTEESWNTFKQIFETYMFEASKEWSETYGGSSLLETLYKALDEVVKLPECEIYSYN
PDSDSDPFLEKGAIWSFNFFFYNRKLKRVVSFRFSCLSNLVAEGFLVNDSTYEEDGEIFDDMDM

Figura 24: Vetor pHANNIBAI com a construgdo para a superexpressdo de CsMAF1.

3.6.2 Clonagem de CsTRAX para silenciamento e superexpressao

Foi realizado o mesmo procedimento acima para a clonagem de CsTRAX no vetor de
silenciamento pHANNIBAL, inclusive foram utilizados os mesmos sitios das enzimas de
restricdo de CsMAF1: Kpnl/Xbal (sense) e Xhol/Clal (antisense) que foram adicionados a
extremidade 5' dos primers foward e reverse, respectivamente (Tabela 5). Como molde para a
reacdo de PCR foi usado o plasmideo pOAD-CsTRAX.

O fragmento para a construgdo da superexpressao de CsTRAX foi obtido através de PCR,
utilizando os oligonucleotideos Trax_Hindlll-F e Trax_Xhol-R e usando como molde o
plasmideo pOAD-CsTRAX. Em seguida, foi clonado no vetor pGEM-T-Easy e digerido com
essas mesmas enzimas de restricdo que reconhecem os sitios de restrigdo Hindlll e Xhol que
foram adicionados a extremidade 5' dos primers foward e reverse respectivamente. Depois de
digerido, esse fragmento foi subclonado no vetor pHANNIBAL com as mesmas enzimas de
restricdo acima e digerido novamente com a enzima Notl para a liberagdo do cassete:
CaMV35S Promoter — TRAX — Terminador OCS. Esse cassete foi subclonado no vetor
pFastBAc Htb (Invitrogen) com a mesma enzima Notl. Na sequéncia, o fragmento desejado foi

liberado apos digestédo por EcoRI e Hindlll e subclonado no vetor binario pCambia 1303.
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3.6.3 Clonagem de CsVIP2 para silenciamento

Foi realizado o mesmo procedimento acima para a clonagem de CsVIP2 no vetor de
silenciamento pHANNIBAL, inclusive foram utilizados os mesmos sitios das enzimas de
restricdo de CsMAF1 e CsTRAX: Kpnl/Xbal (sense) e Xhol/Clal (antisense) que foram
adicionados a extremidade 5' dos primers foward e reverse, respectivamente. Como molde
para a reacao de PCR foi usado o plasmideo pOAD-CsVIP2. As subclonagens subsequentes
nos vetores pGEM-T-Easy, pHANNIBAL e pCambia 1303 seguiu a mesma estratégia usada
para CsTRAX.

A clonagem da superexpresséo de CsVIP2 de citros n&o pbde ser realizada devido a essa

proteina ndo estar completa, ou seja, ndo possuir a ORF inteira.

Tabela 5: Primers utilizados nas clonagens de silenciamento e superexpressdo dos genes de citros.

Gene Sequéncia

CsMAF - RNAI 5 TCTAGACTCGAGTAGACCGCATCAATGATTTCTTGG 3'(F)
5 ATCGATGGTACCATTGACTAGAAATCCCTCCGCCACC 3'(R)
CsMAF - Superexpressao 5" CTCGAGATGAAGTTCTTAGAATACACTC 3'(F)
5 GGATCCTCACATGTCCATGTCATCAAATATTTCTC 3’ (R)
CsTRAX - RNAI 5TCTAGACTCGAGCATAGCCAAAAGGCCGAGG 3’ (F)
5’ATCGATGGTACCAATTGCCAACCGCATCAG 3'(R)
CsTRAX - Superexpressdo 5 CTCGAGATGGCTTCCAAATCCAAAACCC 3'(F)
5" AAGCTTTCATGACTGCATGTCAGGCAC 3'(R)
CsVIP2 - RNAI 5 TCTAGACTCGAGTTGGTGGATCTATTCCGGGG 3'(F)
5 AAGCTTTCATGACTGCATGTCAGGCAC 3'(R)

3.6.4 Transformagao em Agrobacterium tumefaciens

O vetor binario obtido através das clonagens descritas acima foi transformado em células
competentes de A. tumefaciens EHA 105, ja disponiveis em nosso laboratorio. Para
eletroporagdo, foram utilizadas cubetas de 0,2 cm de espessura contendo 40 uL de células
descongeladas e 1 uL de DNA plasmidial diluido. A eletroporacdo ocorreu nas condi¢des de
2.500 volts, 25 mFD de capacitancia e 200 OHM's (Gene Pulser da BIO-RAD). Logo apés a
transformacéo, foi adicionado 1 mL de meio YEP as células e estas ficaram sob agitacdo a
150 rpm por 3 horas a 28°C. As células foram centrifugadas a 9000xg por 30 segundos e
ressuspendidas em 100 uL de meio YEP. Foram plaqueados 10 uL de células em meio YEP
contendo estreptomicina 100 mg/L e higromicina 5 mg/ml. As placas foram incubadas por trés
dias a 28°C. Em seguida, colbnias de Agrobacterium transformadas foram selecionadas para

a extragdo do DNA plasmidial e PCR para confirmag&o da clonagem.
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3.6.5 Transformagéo genética de citros mediado por A. tumefaciens

Sementes de laranja doce “Hamlin” obtidas no Centro APTA Citros Sylvio Moreira / IAC,
foram lavadas em agua corrente e secas por 24 horas em temperatura ambiente, em seguida,
foram retirados os seus tegumentos externos e desinfestadas em alcool a 70% (v/v) por 1
minuto, seguido de imers&o em hipoclorito de sédio a 2,5% (v/v) e Tween-20 a 0,1% (v/v) por
15 minutos. Apds esse periodo, foram lavadas trés vezes em agua Mili-Q estéril e incubadas
in vitro em tubos de ensaio (150 x 25 mm) contendo 10 mL de meio de cultura para
germinagéo, contendo metade da concentragdo dos minerais nutrientes do meio MS
(Murashige & Skoog, 1962), consistindo de 100 mg/L de mio-inositol, 25 g/L de sacarose e 6,5
g/L de Agar Merck.

As sementes foram incubadas a temperatura de 27 + 2°C, em auséncia de luz, por um
periodo de quatro semanas e mais 2 semanas com fotoperiodo de 16 horas de luz e 8 horas
de escuro, estando prontas para a retirada de explantes para os experimentos de
transformagcédo genética, que consistiu do corte de segmentos de epicétilo (1 cm) de
comprimento. A preparagdo do in6culo de Agrobacterium consistiu da retirada de col6nia
isolada cultivada em meio YEP suplementado com os antibiéticos para selegdo da bactéria,
por 48 horas, a 28°C e inoculada em 50 mL de meio YEP liquido suplementado com os
antibiéticos higromicina (0,5 mg/ml) e rifampicina (50 mg/L) e incubada sob agitagdo a 200
rpm, 28°C, por 16 horas. A suspensdo bacteriana foi quantificada em espectofotdémetro (600
nm), ajustada para a concentragdo de 1085 x 10® ufc/mL, centrifugada a 3500 rpm, a
temperatura ambiente, por 5 minutos € o precipitado foi ressuspendido em meio de cultura
MS liquido (Murashige & Skoog, 1962).

Os explantes provenientes de segmentos de epicétilo (1 cm) derivados de sementes
germinadas in vitro foram cortados transversalmente e incubados na suspenséo bacteriana
por 15 minutos & uma concentragdo de 108 5 x 10® ufc/mL e os explantes inoculados foram
secos em papel de filtro para a retirada do excesso de Agrobacterium. Em seguida, os
explantes foram co-cultivados por 2 dias a 27°C em meio MS (Murashige & Skoog, 1962) semi
solido acrescido de 100 uM de acetoseringona (Sigma-Aldrich). Apds o perido de co-cultivo os
explantes foram transferidos para meio seletivo de indugédo de gemas e brotos, suplementados
com BAP, higromicina e Timentin ® e repicados a cada duas semanas.

As brotagdes de laranja doce “Hamlin” foram enxertadas em porta-enxerto de lim&o cravo,
transferidas para o meio MS acrescido de 1 mg/L de ANA e aclimatadas em sala de

crescimento por 30 dias e apds esse periodo transferidas para a casa de vegetacao.
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3.6.6 Extracao de proteinas totais de citros e analise por Western blot

As plantas contendo as construgdes de silenciamento e superexpressao foram transferidas
para a casa de vegetacdo. Cerca de 1 mg de folha de cada planta foi coletada para extragdo
de proteinas totais e confirmacdo do silenciamento através de Western blot. As folhas
coletadas foram maceradas em tampao de amostra 2X SDS-PAGE com corante azul de
bromofenol (100 mM DTT, 2% SDS, 10% glicerol e 50 mM Tris-HCI pH 6,8) e as amostras
aquecidas a 95°C por 15 minutos. Proteinas na fragédo soluvel e insoluvel foram centrifugadas
a 14.000 rpm por 30 minutos em temperatura ambiente, resolvidas em gel de poliacrilamida
(10%) SDS-PAGE corados com Coomassie blue e detectadas por Western blot com o

anticorpo anti-MAF.

3.7 PCR EM TEMPO REAL

3.7.1 Desenho de oligonucleotideos para reag¢ao de qRT-PCR

Os niveis de expressédo dos seguintes genes de Citrus sinensis foram analisados usando
PCR quantitativo: tRNA™ tRNA™ e tRNA™". Os oligonucleotideos correspondentes a esses

genes foram desenhados utilizando o software Primer Express 3.0 (Life Technologies). Ver
Tabela 6.

Tabela 6: Oligonucleotideos dos genes de tRNAs usados como sondas para o PCR em tempo real.

Genes Sequéncias

tRNA™™® F - 5GTGGCTGTAGTTTAGTGGT 3’

R -5 GTGGCTGCTGGGATTCGAGC 3’
tRNA F - 5GTCAGGATGGCCGAGTGGT 3’

R -5 GTCAGAAGTGGGATTTGAAC 3’
tRNA™ F -5 GCTCTCGTAGCTCAGTTGG 3’

R -5 GCTCTCGTTGAGAGTCGAAC 3’
Suc-1 F — 5 GCCCAATCGCTGCTCTCA 3’

R -5 CATATGACGCTGTAGTGGTTG 3
IF F — 5 CCACCGGCTTTCATCTCTTC 3’

R — GTCGATCGTTGAGAGTCGTTGCTAC 3’

3.7.2 Extragao de RNA de tecido vegetal e sintese de cDNA

O RNA total foi extraido de folhas jovens de laranja doce (Hamlin) silenciadas ou
parcialmente silenciadas para a o gene da proteina CsMAF1. As folhas foram congeladas e
maceradas em nitrogénio liquido e em seguida, o RNA total foi extraido com o reagente
TRIzol® (Invitrogen), seguindo as recomendagdes do fabricante. A qualidade do RNA total
extraido foi aferida por eletroforese em gel de agarose 1% desnaturante, com MOPS 1X
(MOPS 20 mM; Acetato de Sédio 5 mM; EDTA 1 mM pH 7.0 em agua DEPC 0,1%) e

formaldeido 5%. O RNA total foi quantificado em espectrofotdbmetro (Sambrook; Russell,
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2001), por medida da absorbancia da amostra, diluida em &agua DEPC 0,1%, nos

comprimentos de onda 260 e 280nm.

3.7.3 Sintese de cDNA

O RNA quantificado foi tratado com DNAse | (Fermentas) seguindo as recomendagbes do
fabricante e em seguida foi realizada a sintese de fita simples de cDNA utilizando The
Maxima® First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas) partindo de aproximadamente 2,5 ug
de RNA total.

3.7.4 qRT - PCR e analise dos dados

A reacgéo de gRT — PCR foi realizada em plataforma 7500 Real-Time PCR System (Applied
Biosystems) utilizando diluigdes especificas do cDNA produzido para avaliar a quantidade
necessaria para detec¢do dos transcritos. O qRT — PCR foi realizado com Maxima® SYBR
Green/Fluorescein gPCR Master Mix (2X) (Fermentas) com a adigdo do cDNA de interesse e
dos oligonucleotideos para cada gene analisado. Foram utilizados dois genes endogenos
(Suc-1 e IF) como normalizadores da reagdo. As reagdes para quantificacdo do nivel de
expressao relativa de cada gene foram conduzidas em ftriplicatas biolégicas e duplicatas

técnicas.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A interacdao de PthA4 com CsMAF1 requer o dominio central e C-terminal
integros de PthA4.

Com o objetivo de mapear a regido de interagdo de CsMAF1 com a proteina efetora PthA,
foram utilizadas varias construgdes de PthA4 nos ensaios de duplo hibrido. As construgdes
estdo representadas na figura 25 e incluem: A) todas as variantes de PthA (1 ao 4, a partir do
residuo 128), B) pOBD-PthA4 (a partir do residuo 128) e pOBD-PthA-ID4 (apenas dominio
central de PthA4 com 17,5 repeti¢cdes), C) pOBD-PthA-LRR (apenas regido do dominio
“Leucine Rich Repeat’), pPOBD-PthA-5,5 (uma construgdo contendo as ultimas 5,5 repeticbes
do dominio central seguido da regido C-terminal). O dominio N-terminal inteiro de PthA4 que
compreende do residuo 1 a 288 n&o pbéde ser usado nos ensaios de duplo hibrido pois
transativou os genes reporteres na levedura. Dessa forma, de acordo com os dados de duplo
hibrido, podemos concluir que a interagao de PthA4 com CsMAF1 requer a presenga dos

dominios central e C-terminal juntos.

A

GAL4AD - CsMAF1 + GAL4AD - Empty + GAL4BD-PthA constructs
GAL4BD - PthAs GAL4BD - PthAs LRRNLS AAD

RD
1-PthAT s IITIITHININE =S
2- PhAZ s IHINETNERNRNDE =
3-PthA3 s HIHHIINE =5

4-PthA4 s IITIITRRRRRRINEE <
5- GAL4AD-CSMAF1 + GAL4BD (control)

GAL4AD - CsMAF1 + GAL4BD-PthA constructs
GAL4BD - PthAs

1- PthAd4 s IITIENITEENRNNEE oS-
3-RD4  THINERRERNRRNNNE

Controls
2- GAL4BD-PthA4 + GAL4AD
4- GAL4BD-RD4 + GAL4AD
5- GAL4AD-CsMAF1 + GAL4BD
Figura 25: Interagcdo proteina-proteina

GAL4AD - CsMAF1 + GAL4BD-PthA constructs entre CsMAF1 de citros e diferentes
GAL4BD - PthAs construgbes de PthA. A) Interagdo
1- LRR 3k especifica entre a presa pOADCsMAF1
com a isca pOBD-PthA4. B e ()
3-5.5R 1IF - pOADCsMAF1 interage preferencialmente
com a construgdo inteira de PthA4,
Controls revelando que o dominio central e o C-
2- GAL4BD-PthA_LRR + GAL4AD terminal juntos, possuem um papel
4- GAL4BD-PthA 5.5 + GAL4AD importante para essa interagdo.
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A sequéncia de 160 aminoacidos do dominio N-terminal de PthA possui um dominio
ribonucleotideo difosfato redutase (RNR). Proteinas ribonucleotideo redutases catalisam a
reducdo de ribonucleotideos difosfato para desoxiribonucleotideos difosfato (dNTPs),
precursores essenciais da sintese de DNA. Além de proteinas RNR estarem envolvidas em
reconhecimento de ribonucleotideos, elas s&o cruciais para a rapida multiplicacao celular e se
tornam alvos para drogas anticancer e antivirais (Xu et al., 2006). Ainda ndo sabemos a
relevancia bioldgica de PthA conter um dominio RNR, entretanto, cabe ressaltar que algumas
proteinas de citros identificadas como alvos de PthA4 (Tabela 3) possuem dominios
associados a ligagdo de RNA.

Com o objetivo de confirmar a interagcdo de CsMAF1 com PthA4 in vitro, realizamos um
ensaio de pull down imobilizando em resina de GST o extrato de CsMAF1 recombinante (em
fusdo GST) e incubando, em seguida, a proteina PthA4 (com cauda de histidina) purificada
(figura 26). A proteina GST sozinha foi usada como controle negativo imobilizada em resina

GST e incubada com PthA4 da mesma forma.

+ + <+ 6xhis-PthA4

- — + GST-CsMAF1

kDa ¥ = Gl

122 Anti-PthA

i

53 ,’ Anti-GST

26 | <« GST

Figura 26: Western blot, com os anticorpos Anti-GST e Anti-PthA,
confirmando a interagdo in vitro da proteina CsSMAF1 com PthA4. A
seta em preto sinaliza a proteina GST sozinha e a proteina CsMAF1
em fusdo GST.
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CsMAF1 interage com a RNA Pol lll de células HEK 293.

Boguta e colaboradores mostraram pela primeira vez que a proteina MAF1 de levedura

interagia com a subunidade maior da RNA Pol Il (Rpc160 ou C160) através de um screening

genético (Boguta et al.,

1997). A MAF1 de humanos também interage com componentes da

magquinaria de transcrigao da Pol Il que incluem a subunidade maior C160 e as subunidades

Brf1 e Brf2 do complexo TFIIIB, necessarias para a transcricdo dos genes de tRNAs e dos

RNAs U6, 7SK e H1, respectivamente (Reina et al., 2006; Rollins et al.,
2008).

al.,

2007; Goodfellow et

Recentemente, Vannini e colaboradores, determinaram a estrutura tridimensional da MAF1

humana e do complexo de represséo Pol IlI-MAF1, corroborando dados anteriores do grupo.

No modelo proposto, MAF1 humana interage com a subunidade C160 da RNA Pol Ill no seu

dominio “clamp”, promovendo um rearranjo do subcomplexo C82/34/31, que é necessario

para o inicio da transcrigdo. Dessa forma, MAF1 inibe a ligagdo da RNA Pol Ill ao complexo

TBP-Brf1-promotor (Vannini et al.,, 2010). Portanto, com o objetivo de demonstrar a

conservacgao da via de repressdo da RNA Pol Il através da MAF1, resolvemos testar se a

CsMAF1 era capaz de interagir com a RNA Pol Il através de ensaio de pull down. Devido a

dificuldade de se obter anticorpos da RNA Pol Ill de citros e a facilidade de manuseio e

acesso as células de mamiferos em nosso laboratério, resolvemos utilizar nesse ensaio o

anticorpo anti-Pol Ill de humanos e extrato de células HEK 293. Além disso, andlises de

BLAST revelaram que a subunidade maior da RNA Pol Ill de humanos (C160) possui cerca de

50% de identidade com a subunidade equivalente da RNA Pol Ill de Citrus sinensis (figura 27).
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Figura 27: Alinhamento das
sequéncias de aminoacidos da
subunidade maior da RNA Pol Il
de citros e humanos. Ambas
compartilham cerca de 50% de
identidade.
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Para tanto, a proteina CsMAF1 recombinante (em fusdo GST) foi imobilizada em resina
GST e incubada com extrato de células HEK 293. O mesmo procedimento foi realizado com a
proteina GST sozinha, utilizada como controle negativo. A figura 28 mostra que CsMAF1

interage com a RNA Pol Ill de células HEK 293 em ensaio de GST-Pull down.

Pol Il + + +
GST-CsMAF1 - - +
GST - 4+ -
Anti-Pol Il .
Anti-GST

Figura 28: Western-blot, com os anticorpos Anti-GST e Anti-Pol lIl,
confirmando a interagdo da proteina CsMAF1 com RNA Pol Il de
células HEK 293. As setas sinalizam a proteina GST (26 kDa) e
CsMAF1 em fusdo GST (53 kDa).

MAF1 de citros complementa fenoétipo de mutante maf7 de levedura.

A cepa de levedura mutante maf1-A (Y13945), produz um aumento no nivel de tRNA na
célula, devido a inativagao do regulador negativo da RNA Pol Ill, a proteina MAF1 (Kwapisz et
al., 2002). Com o objetivo de confirmar se CsMAF1 de citros pertence realmente a familia das
MAF1 e possui a mesma funcdo de regulador negativo da RNA Pol lll de levedura, a
construcdo pYEX 4T-1- CsMAF 1 foi expressa em células da levedura mutante maf1-A.

De acordo com o Western blot anti-GST e anti-MAF1, apresentado na figura 29, CsMAF1 foi

expressa na cepa mutante de levedura na porgéo soluvel sob indugéo por CuSOa4 (canaleta 4).
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anti-GST

anti-MAF1

Figura 29: Western blot anti-GST e anti-MAF1 mostrando a
expressdo de CsMAF1 em levedura. 1) vetor pYEX-vazio
ndo induzido; 2) vetor pYEX-vazio induzido por cu™; 3)
pYEX-CsMAFl ndo induzido e 4) pYEX-CsMAF1 induzido por
cu®

O Northern blot, representado na figura 30, mostra que a cepa selvagem (WT) exibe uma
transcricao normal de tRNAMS, enquanto a cepa mutante (maff’), apresenta transcrigdo
significantemente aumentada desse tRNA e de 5S rRNA, pois a proteina MAF1 esta ausente.
A canaleta 3, que contém o mutante maf? complementado com a proteina CsMAF1 induzida
por Cu?', revela uma severa contencao da transcricdo de tRNA", confirmando que CsMAF1
de citros é capaz de complementar o fenétipo da cepa mutante de levedura. A canaleta 4
mostra o mutante complementado com CsMAF1 mas sem a indug&o por Cu*, confirmando a
eficiéncia do promotor CUP1 induzivel por Cu?* do vetor pYEX-4T-1.
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- Ee . 5.8S rRNA
5S rRNA
- . B tRNAHS
1 2 3 4

Figura 30: Northern blot mostrando a transcrigdo de tRNA" nas cepas de levedura. A canaleta
His

2 mostra um nivel maior de tRNA™ transcrito pela cepa mutante. A canaleta 3, mostra que a

MAF1 de citros é capaz de complementar a fungdo de repressor da RNA Pol IlI. 1) Wild type; 2)
maflA; 3) pYEX-CsMAF1 induzido por cu”; 4) pYEX-CsMAF1 ndo induzido.

Com o objetivo de compreender o papel da interagdo de PthA4 com CsMAF1,
transformamos a cepa mutante de levedura complementada com CsMAF1 com o plasmideo
pYEX-PthA4.

Na figura 31, é possivel notar, assim como na figura 30, que a cepa mutante
complementada com CsMAF1 (canaleta 3) reprime a transcrigdo exacerbada de tRNAMS,
Quando expressamos PthA4 nessa cepa (canaleta 4 da figura 31), ocorre um
restabelecimento da transcricao de tRNA™ e de 5S rRNA. Portanto, uma vez que PthA regula
um certo numero genes envolvidos na biogénese de ribossomos, acreditamos que ele possa
deslocar CsMAF1 do complexo com a RNA Pol lll, permitindo, desse modo, que a transcrigéo
de genes alvos da RNA Pol 11l (5S RNA e tRNAs) seja retomada, contribuindo para o aumento

da proliferacdo celular que é a caracteristica marcante do cancro citrico.
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5.85S rRNA

5S rRNA

tRNAHis

Figura 31: Northern blot mostrando a transcrigdo de tRNA"S
levedura. A canaleta 2 mostra um nivel maior de tRNA" transcrito pela cepa

nas cepas de

mutante. A canaleta 3, mostra que a MAF1 de citros é capaz de
complementar a fungdo de repressor da RNA Pol Ill. A canaleta 4 mostra a
cepa complementada com CsMAF1 e transformada com PthA4, indicando
que a presenga de PthA4 retoma a transcrigdo de tRNA.

O silenciamento do gene maf1 de citros aumenta as les6es do cancro citrico.

Com o objetivo de estudar a fungdo da proteina CsMAF1 em citros e seu papel no
desenvolvimento do cancro citrico, a variedade de laranja doce “Hamlin” foi transformada com
as contrugdes para o silenciamento e superexpressao do gene mari.

Os explantes de laranja doce da variedade “Hamlin”, transformados via A. tumefaciens com
os vetores binarios, foram transferidos para meio seletivo e foram repicados a cada trés
semanas, no entanto, apos 90 dias, os explantes transgénicos regenerados ndo tiveram
crescimento vigoroso e alguns apresentavam sinais de amarelamento nas folhas (figura 32 A).
Por esse motivo, realizamos microenxertias em porta enxerto “Troyer” a fim de tentar
minimizar o efeito do crescimento pouco vigoroso em meio agar. A microenxertia pode ser

vista na figura 32 B.
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Figura 32: A) Epicdtilos transformados e regenerados em meio agar, mas com sinais de amarelamento. B)
Microenxertia com porta enxerto “Troyer”. C) Crescimento das plantas microenxertadas.

Observou-se um rapido crescimento das plantas ap6s a aplicagéo dessa técnica (figura 32
C). Em seguida, as plantas transgénicas foram transferidas para a casa de vegetacdo para
mais um periodo de crescimento. Depois de dois meses na casa de vegetagdo, algumas
folhas das plantas transgénicas que possuiam a construgdo para o silenciamento do gene
maf1 foram coletadas para a quantificagdo dos niveis de expressédo dessa proteina através de
Western blot. A transformag&o genética em citros com a constru¢édo para a superexpressao de
CsMAF1 foi posterior a do silenciamento e por isso nio foi possivel ainda realizar as analises
de expressdo génica nessas plantas.

As plantas transgénicas que carregavam a constru¢do de silenciamento tiveram seus niveis
de expressdo de CsMAF1 analisados por Western blot usando-se o anticorpo anti-CsMAF1.
Como pode ser visto na figura 33 A, a quantidade de proteina carregada no gel de acrilamida
usado no Western blot foi equilibrada de acordo com a coloragdo com “Coomassie Brilliant
Blue” das bandas correspondentes a subunidade maior da proteina Rubisco (RBCL).
Podemos observar que o antisoro anti-CsMAF1 detectou duas bandas majoritarias nas

amostras de proteinas de folhas da planta selvagem (figura 33 A).
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Figura 33: A) Western blot anti-MAF1 mostrando os niveis de expressdo da proteina CsMAF1 enddgena
em plantas RNAI. A quantidade de proteinas carregadas no gel foi controlada pela coloragdo das bandas
correspondentes a subunidade maior da proteina Rubisco (RBCL). B) O gréfico mostra a medida da area
relativa de cada banda de CsMAF1 das plantas silenciadas em relagdo a planta controle.

De acordo com a figura 33 A, a banda superior com cerca de 28 kDa corresponde a forma
fosforilada de CsMAF1, enquanto a banda inferior, com cerca de 26 kDa corresponde a forma
nao fosforilada da proteina. Essa questdo sobre a fosforilagdo de CsMAF1 sera abordada
mais profundamente no capitulo IV. O gréfico da figura 33 B apresenta a medida da area
relativa de cada banda da proteina CsMAF1 nas plantas silenciadas (RNAi4, RNAi5 e RNAIG)
em relagéo a planta controle (n&o transformada).

E possivel observar que as bandas de 28 kDa nas plantas silenciadas apresentam cerca de
50% de redugdo em relagdo ao controle, enquanto as bandas inferiores tiveram uma redugéo

de 45% em relagéo ao controle.
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Apbs a confirmacgéo da diminuigdo da expresséo de CsMAF1 nas plantas RNAi por Western
blot, a técnica de gRT-PCR foi utilizada com o objetivo de analisar as variagdes na expresséo
de genes alvos da RNA Pol Ill, neste caso, tRNAs.

Os cDNAs provenientes das amostras de RNA de folhas dessas plantas RNAI (figura 34),
inclusive do controle (planta ndo transformada), foram analisados por qrt-PCR para verificar a

quantidade de trasncritos dos genes escolhidos.

Figura 34: Gel de agarose ndo desnaturante
usado para confirmar a qualidade do RNA total
extraido das folhas das plantas silenciadas.

— “

Os genes escolhidos foram: tRNA™S, tRNA™*", tRNA™ e como controle endégeno, dois

genes constitutivos: Suc-1 (succinato desidrogenase) e IF (initiation factor). As sequéncias de
nucleotideos dos primers utilizados na reagdo de PCR em tempo real podem ser visualizadas

na tabela 6.
De acordo com os graficos obtidos a partir do gqRT-PCR (figura 35), todos os genes tRNAs
analisados apresentaram um aumento significativo nas plantas RNAi em relagdo ao controle

(planta ndo transformada).
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Figura 35: Analise de PCR quantitativo em tempo real da abundancia relativa de transcritos de genes de tRNAs em
plantas de citros silenciadas para o gene maf1. Os trés tRNAs analisados (His, Leu e Thr) apresentaram os niveis de
transcrito significativamente aumentados nas plantas silenciadas em relagdo a planta controle (ndo transformada).
* indica que as médias diferem do controle no teste t-student (p <0,05). 70




Esses resultados corroboram os dados obtidos nas figuras 30 e 31 e s&o consistentes com
as observacoes feitas com o mutante maf1 de levedura (Kwapisz et al., 2002). Mas o que nos
surpreendeu foi que embora o silenciamento de CsMAF1 tenha sido parcial, isso foi suficiente
para que houvesse um aumento significativo na transcricdo de tRNAs nessas plantas.

O fendtipo dessas plantas, apds serem infiltradas com um in6culo de X. citri com ODggonm de
0,01, corrobora os dados do PCR em tempo real, pois o aumento de tRNAs implica em um
aumento na sintese proteica da célula e consequentemente, vemos uma proliferagdo celular
mais acentuada com um maior nimero de pustulas coalescentes e eruptivas nas plantas

RNAI, como pode ser visto na imagem das plantas RNAIi5 e 6 (figura 36).

Control RNAi4 RNAI5 RNAI6

Figura 36: Folhas de plantas de citros silenciadas para o gene maf1, infiltradas com X. citri com OD600nm de 0,01. Os
controles sdo folhas de plantas ndo transformadas. A planta RNAi4 possui cerca de 58% de silenciamento da proteina
CsMAF1, a planta RNAI5 possui cerca de 41% e a planta RNAi6 possui cerca de 66% de silenciamento em relagdo ao
controle. Essas fotos foram tiradas 15 dias apds a infiltragdo com X.citri.

Desse modo, pensamos que a superexpressdo de CsMAF1 poderia causar o efeito
contrario ao do silenciamento e diminuir ou até mesmo conter os sintomas do cancro citrico.
Estudos realizados com a MAF1 humana mostraram que a superexpressdo dessa proteina
inibiu a formagao oncogénica, provavelmente devido a sua habilidade de reprimir a transcrigao
dependente da RNA Pol Il (Johnson et al., 2007).
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CAPITULO IV: Caracterizagdo estrutural e funcional da proteina CsMAF1 de

Citrus sinensis.

1. INTRODUGAO

A atividade da RNA Pol lll requer o constante monitoramento do ambiente e a interrupcéo
imediata da transcrigdo mediante condigbes de estresse. Em levedura, a proteina MAF1 é o
unico regulador negativo da RNA Pol Il que age como um efetor de varias vias de sinalizagdo
(Upadhya et al., 2002; Desai et al., 2005).

Em condigbes de crescimento favoraveis, MAF1 é inativada por fosforilagdo, que opera em
varios niveis para impedir a repressdo da RNA Pol lll. Além de diminuir a ligagédo direta de
MAF1 a RNA Pol lll, a fosforilagdo também atua para facilitar a exportagdo de MAF1 do nucleo
e para impedir a sua importacdo do citoplasma para o nucleo. Diferentes quinases regulam
essas funcdes através da fosforilagdo da MAF1.

O transporte nucleo-citoplasma é regulado pela quinase PKA. A fosforilagdo de MAF1 de
levedura por PKA, em dois sitios adjacentes ao sinal de localizagdo nuclear na regido N-
terminal, impede que ela seja importada para o nucleo e reprima a RNA Pol Il (Moir et al.,
2006). A fosforilagdo da MAF1 nuclear pela Sch9 presumivelmente, favorece a sua interagéo
com a exportina Msn5 e, consequentemente, seu transporte para fora do nucleo. Além de
afetar o transporte nuclear, a fosforilagdo de MAF1 por Sch9 causa um impacto na sua
interagdo com RNA Pol lll, pois estudos revelaram que a inativagdo de todos os potenciais
sitios de fosforilagdo de Sch9, resultou em um aumento na associagdo MAF1-RNA Pol llI
(Huber et al., 2009; Lee et al., 2009; Boguta, 2009).

Embora ocorra essa translocagao de MAF1 entre nlcleo e citoplasma, essa atividade nédo
€ essencial para a ativagdo da RNA Pol lll, mas sim a fosforilagdo de MAF1 em fungéo de
uma mudanc¢a na condi¢do de crescimento, de desfavoravel para favoravel (Huber et al.,
2009; Towpik et al., 2008; Wei et al., 2009). Varias evidéncias indicam que a levedura pode
regular a atividade de MAF1 sem exclui-la do nucleo. Em células de levedura em que a
exportina nuclear Msn5 é deletada ou em células W303a, em que MAF1 é constitutivamente
nuclear, a fosforilagdo de MAF1 e a atividade da Pol Ill podem ser completamente reguladas
por outras quinases, como a TORC1 (Moir et al., 2006; Towpik et al., 2008; Wei et al., 2009).
Portanto, apesar do entusiasmo inicial do transporte de MAF1 citoplasma-nicleo estar
relacionado com a fosforilacdo e ser resposta da inibigdo da via TOR, isso se tornou
dispensavel para a sua regulagao, sugerindo que 0s passos essenciais para a regulacéo da
funcao repressora de MAF1 ocorresse dentro do nucleo, mais especificamente no nucléolo,

que € o sitio da biogénese de ribossomos, onde estéa localizado o DNA ribossomal 5S e tRNAs
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(Wei Y. & Zheng S., 2010). O transporte nucleoplasma-nucléolo de MAF1 proporciona um
novo mecanismo de regulagdo da MAF1 dentro do nucleo.

A quinase TOR de mamiferos (nNTOR) localiza-se em genes de tRNA e 5S rRNA através
da interagdo com TFIIIC, um fator de ligagdo ao DNA que reconhece os promotores desses
genes. Por causa dessa associagdo, a fosforilagdo mediada por mTOR de MAF1,
funcionalmente contribui para a regulacdo da atividade repressiva de MAF1 em genes tRNA e
5S rRNA de mamiferos (Kantidakis et al., 2010).

Em contraste, o complexo TORC1 de levedura liga-se a rDNA da cromatina dos genes
35S assim como do 5S, e ndo é detectada nos genes de tRNA (Wei et al., 2009). Tem sido
postulado que TORC1 fosforila MAF1 no /loci do rDNA, regulando dessa forma, seu transporte
do nucléolo para o nucleoplasma (Wei et al., 2009). No entanto, a fosforilagdo por TORC1 foi
detectada apenas na MAF1 recombinante de levedura e os sitios de fosforilagdo néo foram
identificados (Wei et al., 2009). Além disso, a associagdo de MAF1 com genes de rDNA 5S
tem sido controverso (Graczyk et al., 2011). TORC1 fosforila Sch9 em multiplos locais, e esta
fosforilagdo € necessaria para a atividade catalitica de Sch9 em levedura (Huber et al., 2009).
Portanto, TORC1 poderia controlar MAF1 de levedura indiretamente, através da fosforilagdo
de Sch9 no nucleoplasma.

A regulagcéo da RNA Pol Ill envolve outra quinase importante, a CK2, conhecida por estar
envolvida na sinalizagdo direcionada da transcricdo e regulagdo do ciclo celular (Olsten e
Litchfield, 2004). Foi demonstrado ha uma década, que a fosforilagdo mediada por CK2 de
TBP, uma subunidade do fator TFIIIB de levedura, é necessaria para o recrutamento eficiente
do complexo TFIIIB para os promotores da RNA Pol Ill. Sob condi¢cdes favoraveis de
crescimento, CK2 interage fisicamente com TFIIIB, mas sob condicdes de estresse, sua
subunidade catalitica se dissocia do complexo (Ghavidel e Schultz, 2001). O mecanismo de
controle da RNA Pol lll pela CK2 nado é completamente conhecido, mas tem sido postulado a
participacdo de um fator adicional (Schultz, 2003). Recentemente, um trabalho apresentou
evidéncias de que a quinase CK2 de levedura esta presente em genes tRNA, mas néo é
detectada em genes 5S rRNA (Graczyk et al., 2011), contrastando com TORC1 que esta
preferencialmente presente em genes 5S rRNA (Wei et al.,, 2009). Curiosamente, MAF1
também é detectada, principalmente, em genes tRNA e ndo é encontrada em genes 5S rRNA
(Graczyk et al., 2011). Além disso, MAF1 interage com e é fosforilada por CK2, sugerindo
assim, que MAF1 poderia ser o fator adicional envolvido na regulagdo da RNA Pol Ill mediada
por CK2 (Graczyk et al., 2011).

O modelo da figura 37 mostra a regulacdo de MAF1 através de mudltiplos niveis de

fosforilagéo.
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Figura 37: MAF1 é regulada em multiplos niveis. A proporgdo de MAF1 no nucleo e sua interagdo com a RNA Pol Il é
regulada através de sua fosforilagdo mediada por sinais de estresse e escassez de nutrientes. Tratamento com rapamicina
e outras condig¢Ges desfavordveis ao crescimento, induzem a defosforilagdo de MAF1 citoplasmatica pela PP2A ou outras
fosfatases, e sua importagdo para o nucleo. No nucleoplasma, a MAF1 estd sujeita a subsequentes defosforilages,
permitindo sua localizagdo no nucléolo, onde ela se liga ao complexo da RNA Pol Ill e inibe sua transcri¢do. Sob a
mudanga da repressado para condi¢Ges favoraveis de crescimento, a fosforilagdo de MAF1 dependente de CK2 induz sua
dissociagdo do complexo da RNA Pol Ill associado com o tDNA. Em paralelo, a fosforilagdo de MAF1 dependente de
TORC1, induz sua dissociagdo do complexo da RNA Pol Ill associado com 5S DNA, permitindo seu transporte do nucléolo
para o nucleoplasma. Os passos seguintes envolvem a fosforilagdo de MAF1 dependente de PKA e/ou Sch9 e sua
exportagdo do nucleo dependente da Msn5. No citoplasma, MAF1 recém sintetizada é também sujeita a fosforilagdo
dependente de PKA e/ou Sch9, prevenindo assim, sua importagdo para o nucleo. Extraido de Boguta & Graczyk, 2011.

Os resultados que serdo apresentados a seguir, confirmam que a CsMAF1 também é
fosforilada por PKA e possui sitios de fosforilacdo da quinase TOR altamente conservados.
Além disso, observamos que CsMAF1 se localiza no nucleo de células de mamiferos, dando

indicios de que sua regulagéo realmente aconteca nesse local.
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Porém, questdes relativas a regulagdo de CsMAF1 por fosforilagdo, sua interagdo com a
RNA Pol Il na forma dimérica ou monomérica e como PthA4 interfere com a interagao
CsMAF1-RNA Pol Il ainda precisam ser elucidadas. Cabe ressaltar, que até o momento nao
ha dados relevantes na literatura sobre essa proteina em plantas e trabalhos sobre a sua
regulacdo pela via TOR s&o recentes e limitados. Portanto, o papel da fosforilagdo no controle
do estado dimérico da CsMAF1 e, consequentemente, sua afinidade pela RNA Pol Il poderia

caracterizar um novo mecanismo regulatoério para proteinas dessa familia em plantas.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Fosforilar CsMAF1 com as quinases PKA, PKC e mTOR;

e Mapear o sitio de fosforilagao de PKA através de espectrometria de massas;

e Realizar sublocalizagado celular de CsMAF1 em células de mamiferos;

e Realizar ensaios espectroscopicos com a proteina CsMAF1, como: Dicroismo
circular (CD), Dynamic Light Scattering (DLS) e Desnaturagdo Térmica

Progressiva;

e Confirmar as interagdes entre as proteinas de citros isoladas no screening de
duplo hibrido com CsMAF1;

e Realizar modelagem computacional por homologia da CsMAF1 e compara-la com

a estrutura de MAF1 humana, recém resolvida;

e Realizar mutagénese sitio dirigida em um dos supostos sitios de fosforilagéo de
TOR em CsMAF(1;

e Realizar tentativas de cristalizagédo de CsMAF1.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ENSAIOS DE FOSFORILAGAO IN VITRO COM PKA E PKC

A reacéo de fosforilagéo in vitro com a PKA (murine), foi realizada com cerca de 1 pg/uL de
proteina CsMAF1 (com His-tag) ou CsMAF1-Ser45Ala/Asp recém purificada, 1X PKA Reaction
Buffer (50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, pH 7,5), 0,2 mM de ATP “frio”, 500 uCi/uMol de [y-
*pPIATP e 2500 U da subunidade catalitica da proteina quinase A (PKA). A reagdo de
fosforilagdo com PKC (rat brain) foi realizada com cerca de 1 ug/pL de proteina CsMAF1 (com
His-tag) recém purificada, 1X PKC Reaction Buffer ( 20 mM HEPES, pH 7,4; 1 mM DTT, 1
mg/ml Type llI-S histone; 10 mM MgCl,; 1,7 mM CaCl,; 0,6 mg/ml phosphatidyl serine), 500
pCi/uMol de [y-32P]ATP e 1000 U da proteina quinase C (PKC). Ambas as reagdes, cujo
volume total foi de 20 pl, foram incubadas por 30 minutos a 30°C. Em seguida, as reagdes
foram interrompidas com a adicdo de 10 pl de tamp&o de amostra SDS-PAGE 2X e
imediatamente fervidas a 95°C por 5 minutos. Apenas 15 ul de amostra de cada reagéo de
fosforilag&o foi aplicada em gel de SDS-PAGE 10% e procedeu-se com uma corrida de 1 hora
de 30 minutos a 120V. Apo6s a corrida, o gel foi seco a vacuo com Gel Dyer 583 (Bio Rad) por
1 hora e 30 minutos e exposto a um filme autoradiografico, que ficou incubado 24 horas a -
80°C. A proteina Glutationa-S-Transferase (GST) foi utilizada como controle negativo tanto da

fosforilagdo por PKA quanto por PKC.

3.2 ENSAIO DE FOSFORILAGAO mTOR

O ensaio de fosforilagdo in vitro de CsMAF1 com a quinase mTOR, foi realizado apés a
imunoprecipitagdo dessa quinase em células HelLa. Células transfectadas com o plasmideo
Myc-mTOR foram lavadas uma vez com PBS gelado, em seguida lisadas com o tamp&o de
lise mTOR ( 40 mM HEPES pH7.4; 2 mM EDTA; 10 mM B-glicerofosfato; 0,3% (w/v) CHAPS e
inibidores de protease). O material insoltvel foi removido por centrifugagdo e o anticorpo anti-
Myc (Sigma) foi incubado com o lisado por 2 horas a 4°C. Foi adicionada resina de proteina G-
Sepharose ao lisado e incubado por mais 1 hora a 4 °C para imunoprecipitar o complexo Myc-
mTOR. A resina foi lavada uma vez com tamp&o de baixo teor de sal (40 mM HEPES pH7.4;
10 mM B-glicerofosfato; 150 mM NaCl; 0,3% (w/v) CHAPS e inibidores de protease), depois,
mais duas vezes com tampdo de alto teor de sal (40 mM HEPES pH7.4; 10 mM B-
glicerofosfato; 400 mM NaCl; 0,3% (w/v) CHAPS e inibidores de protease), para remover a
proteina inibitéria PRAS40. Em seguida, mais duas lavagens com tampao HEPES/KCI ( 25
mM HEPES pH 7.4; 20 mM KCI). A resina foi dividida em tubos de 1,5 mL para a reagdo de

fosforilagéo seguindo o protocolo do item 3.1 acima.
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3.3 IDENTIFICAGAO DOS SiTIOS DE FOSFORILAGAO DE PKA

As bandas referentes a fosforilagdo de CsMAF1 por PKA foram recortadas do gel e as
proteinas foram reduzidas, alquiladas e digeridas com tripsina. Os peptideos foram separados
por gradiente de hidrofobicidade em coluna C18 (100 um x 100 mm) (Waters) em nano
Acquity Ultra Performance LC (Waters) acoplado a uma interface de ESI nanospray em um
espectréometro de massa do tipo Q-Tof Ultima (MicroMass/Waters). Os arquivos de dados
gerados pelo Q-Tof foram processados em programa Mascot Distiller v.2.3, 2009 (Matrix
Science Ldt.). Com o objetivo de identificar as proteinas foi utilizado o programa Mascot
Server v.2.3 (Matrix Science Ltd.), tendo como parametros uma clivagem perdida pela tripsina,
modificagao fixa de carbamidometilagdo, modificagdes variaveis de oxidagdo da metionina e
fosforilagdo em serina, treonina e tirosina e 0,1 Da de tolerancia de massas para precursores
e 0,1 Da de tolerancia de massas para fragmentos. As buscas foram realizadas utilizando o
banco de dados cifrus EST do NCBI (3307740 sequéncias; 848920132 residuos). Foi

realizada a validagdo manual dos espectros para confirmagéo dos sitios de fosforilag&o.

3.4 SUBLOCALIZAGAO CELULAR DE CsMAF1

3.4.1 Clonagem de CsMAF1 no vetor pEGFP-C1

Com o objetivo de realizar o ensaio de sublocalizacédo celular de CsMAF1, foi necessario
clonar o gene da proteina MAF1 de citros no vetor de expressao de mamiferos pEGFP-C1
(Clontech). Quando clonado no MCS (multiplo sitio de clonagem) deste vetor, o gene da
proteina de interesse & expresso como uma proteina de fusdo ligada a EGFP (Enhanced
Green Fluorescent Protein). O gene de CsMAF1 foi subclonado do vetor pOAD com as
enzimas de restricdo Pstl e Sall para o vetor pEGFP-C1, digerido com Pstl e Xhol, gerando
fragmentos de DNA com final coesivo compativel. Apds a digestdo com essas 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 sob incubagio no banho a 16°C por 16 horas. Em
seguida foi transformado em DH5a e a confirmacéo da inser¢do do gene no vetor desejado foi

feita através de sequenciamento.

3.4.2 Transfecgdo de pEGFP-CsMAF1 em linhagem de células HEK 293 E HelLa

A transfeccgéo transiente das células, com o plasmideo pEGFP-CsMAF1 foi realizada com o
reagente lipofectamine (Invitrogen). No dia anterior a transfecgéo, foram distribuidas 35000
células por poco em placas de 6 pocos (cada um com 10cm? de didmetro) em 500 uL de meio
de cultura completo sem antibiético, para que a confluéncia das células fosse de 50 a 80% no

momento da transfecgdo. A transfeccao foi feita seguindo as recomendagdes do fabricante.
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Foi diluido cerca de 0.4 ug de DNA em 25 pl de OptiMEM sem soro (Invitrogen) misturando-se
gentiimente. A lipofectamina também foi diluida para 5 pl em 25 pl de OptiMEM sem soro
(Invitrogen). Para cada pogo, foi misturado o DNA diluido (25 pl) e a lipofectamina diluida (25
pl), em um volume total de 50 pl e incubados por 30 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, foi acrescentada 150 pl do meio OptiMEM, gerando um volume total de 200 pl
e misturado gentilmente. O meio de crescimento foi removido das células e substituido por
200 pl de meio sem soro. Em cada pogo foi adicionado 200 ul dos complexos diluidos e
incubados a 37°C em um incubador de CO, por 24 horas. Foi adicionado 400 ul do meio de
crescimento contendo 2X mais a concentragdo normal de soro, sem remover o mix de

transfeccéo.

3.5 MODELAGEM MOLECULAR POR HOMOLOGIA ESTRUTURAL
A modelagem molecular da estrutura de MAF1 de Citrus foi realizada pelo pesquisador Dr.

Paulo Sérgio de Oliveira do Laboratério Nacional de Biociéncias em carater de colaboragdo. A
modelagem foi realizada utilizando-se o programa Yasara (Yer Another Scientific Artificial
Reality Application). O programa recebe uma sequéncia de aminoacidos como entrada e
retorna um modelo refinado de alta resolugdo, usando um protocolo aprovado pela CASP
(Critical Assessment of Structure Prediction) (Krieger et al., 2009). O processo de modelagem
encontra-se descrito abaixo:

A sequéncia de aminoacidos dada como entrada é comparada contra a base de dados
Uniprot através da ferramenta PSI-BLAST (Altschul et al., 1997) de forma a se construir uma
matriz de pontuagdo posicdo-especifica (PSSM, na sigla em inglés) a partir de sequéncias
relacionadas. O perfil obtido € usado em uma busca no PDB (Protein Data Bank) por
homologos que possam servir de molde para a modelagem da sequéncia de entrada. Nessa
etapa, descartaremos as sequéncias de entrada cuja homologia seja muito remota (baseado
no E-valor) para ser detectada pelo PSI-BLAST. Cada molde obtido é, ent&o, classificado
segundo sua pontuagcdo de alinhamento e sua qualidade estrutural, determinada pelo
programa WHAT_CHECK (Hooft et al., 1996a), o qual € obtido da base de dados PDBFinder2
(Hooft et al., 1996b).

Os modelos seréo criados utilizando-se apenas os moldes com maior pontuagéo. Para cada
molde disponivel, é feito um alinhamento baseado em estrutura entre o molde e a sequéncia
de entrada. Tal alinhamento é parcialmente baseado nas matrizes de pontuagdo SSALN (Qiu
& Elber, 2006). Ele é otimizado iterativamente usando informagdes adicionais como:
informacgdo evolucional contida em sequéncias provenientes do SwissProt e do TrEMBL,

informacao estrutural proveniente do molde, bem como a estrutura secundaria predita para a
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sequéncia de entrada (King & Sternberg, 1996; Jones DT, 1999). Caso o alinhamento feito
ndo seja acurado, alinhamentos alternativos que usam uma abordagem estocastica
(Mueckstein et al., 2002) s&o criados e para todos eles modelos serdo construidos.

Se os moldes encontram-se em estados oligoméricos (de acordo com a base de dados
PQS), os modelos podem ser construidos nesse mesmo estado, de forma que interagdes
entre as cadeias laterais sejam consideradas. No caso de haver inser¢des e/ou delegbes, um
subconjunto nao-redundante do PDB (Wang & Dunbrack, 2003) é usado para determinar
quais os melhores pontos de ancoragem para a alga e obter informagdes sobre as possiveis
conformacdes de algas.

As conformagdes s&o classificadas por um sistema de pontuagdo que considera a
similaridade entre as sequéncias, choques com o restante da estrutura e o encaixe nos pontos
de ancoragem. No entanto, neste ultimo caso, uma vez que as algas extraidas do banco nem
sempre se encaixam perfeitamente, € usado o algoritmo de minimizagdo ciclica de
coordenadas (Canutescu & Dunbrack, 2003) para o ajuste. Ocorre entdo a etapa de
modelagem das cadeias laterais. Nessa etapa, é feita a otimizagao das alcas, que consiste em
uma anadlise sequencial, na qual, para cada alga, sdo testadas as diversas conformagdes
obtidas do banco de dados (Wang & Dunbrack, 2003) e, para cada uma dessas
conformacdes, otimiza-se as cadeias laterais dos residuos presentes na alca e adjacéncias,
através do calculo das energias de interacao e solvatagao.

Apds esse primeiro processo de modelagem estrutural, as ligacdes de hidrogénio do
modelo obtido s&o otimizadas, levando em consideragdo o pH e a existéncia de ligantes,
através da utilizagdo de uma verséo aprimorada do método WHAT IF (Hooft et al., 1996¢). Um
refinamento de alta resolugdo na presenga de moléculas de solvente é realizado pelo método
de minimizacdo de energia, usando os modelos de campos de forgca mais recentes
(AMBER94, AMBER96, AMBER99, AMBERO03, NOVA, YAMBER, YAMBER2 and YAMBERS,
YASARA e YASARA2) e o resultado passa por um processo de validagdo feito pela
ferramenta WHAT_CHECK (Hooft et al., 1996a) para assegurar que o refinamento ndo moveu
o0 modelo na direcdo errada. Nos modelos resultantes, indicadores de qualidade para cada
residuo sao determinados. Um modelo hibrido é construido, no qual regides mal modeladas
sdo substituidas iterativamente por fragmentos dos outros modelos.

Os rotameros das cadeias laterais de proteinas sdo fortemente influenciados pela
conformacao do esqueleto polipeptidico (Hooft et al., 1995), por isso, para a modelagem das
cadeias laterais, o programa extrai os rotameros preferenciais e suas probabilidades
associadas de uma biblioteca de rotdmeros dependentes do esqueleto da cadeia peptidica
(Dunbrack & Cohen, 1997). Baseado nesses rotdmeros, sdo determinadas quais cadeias

laterais podem influenciar potencialmente umas as outras e um grafo é construido de forma
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que cada dois residuos que potencialmente interajam entre si compartiihem uma aresta
(Canutescu et al.,, 2003). O grafo resultante €& particionado em subgrafos que ndo
compartilham nenhuma aresta entre si. Esses subgrafos, por sua vez, sdo partidos em
componentes biconexas, que sdo grafos que ndo podem ser desconectados pela remogao de
um unico vértice. O problema combinatério é entdo reduzido a encontrar a energia minima dos
componentes biconexos e combinar os resultados para se determinar a conformacdo de
energia minima global. Para tanto, o Yasara usa uma funcdo simplificada de energia de
repulsdo, que leva em conta, principalmente, forgas repulsivas de Van der Waals. Porém, para
levar em consideragdo as complexas interagbes eletrostaticas na superficie, o programa
realiza uma nova rodada de otimizag&o, s6 que dessa vez considerando explicitamente efeitos
eletrostaticos e de solvatagédo, bem como preferéncias de empacotamento e desvios na
geometria dos rotameros ideais.

O dimero de CsMAF1 foi construido pela superposicdo de dois mondémeros idénticos sobre
os mondémeros do dimero da proteina estruturalmente similar Integron cassette protein
VCH_CASS14 (3IMO).

3.6 MUTAGENESE SIiTIO DIRIGIDA
Foram desenhados éligos especificos para mutacgéo sitio dirigida da Ser45 e da Thr62 de
CsMAF1 de acordo com as instrugdes do manual: QuikChange® Site-Directed Mutagenesis

Kit da Stratagene, ver tabela 7.

Tabela 7: Oligonucleotideos utilizados para a mutagénese sitio dirigida no residuo T62 de CsMAF1.

Mutacgao Oligo Funcgao

Ser45 — Ala F - GGAACTGATAAAAGACTGGCCATCAGCTTGGAACATGAG Nao fosforilavel
R - CTCATGTTCCAAGCTGATGGCCAGTCTTTTATCAGTTCC

Ser45 — Asp F — GGAACTGATAAAAGACTGGACATCAGCTTGGAACATGAG Mimetiza fosforilagao
R - CTCATGTTCCAAGCTGATGTCCAGTCTTTTATCAGTTCC

Thr62— Ala F - TTGGGAAATCATTGGATGCTGACTCTTCCTCACCAGCTG Nazo fosforilavel
R - CAGCTGGTGAGGAAGAGTCAGCATCCAATGATTTCCCAA
Thré62— Asp  F — TTGGGAAATCATTGGATGATGACTCTTCCTCACCAGCTG Mimetiza fosforilagao

R - CAGCTGGTGAGGAAGAGTCATCATCCAATGATTTCCCAA

O PCR mutagénico foi realizado de acordo com as instru¢des do kit do fabricante
(Stratagene). Logo ap6s o PCR, as amostras foram resfriadas até 37°C e incubadas com 1 yL
da enzima Dpnl (10U/upl) por 1 hora a 37°C. Em seguida, 1 pl de cada amostra foi
transformada em células competentes de E. coli DH5a por eletroporagéo. Os clones positivos

foram confirmados por sequenciamento.
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3.7 ANALISES ESPECTROSCOPICAS DA PROTEINA CsMAF1

3.7.1 Dicroismo Circular (CD)

Os ensaios de CD, para verificar o conteudo de estrutura secundaria de CsMAF1 foi
realizado com 36 puM de proteina. Os espectros de CD foram obtidos utilizando-se um
espectropolarimetro J-810 (JASCO), no comprimento de onda de 200 a 260nm, com cubeta
de quartzo de 1 mm de caminho ético. A concentragdo de proteina foi determinada pela
absorbancia a 280nm usando-se o coeficiente de extingdo molar obtido no site Expasy

(http://us.expasy.org/).

Além de denotar a estrutura secundaria da proteina, o aparelho também foi utilizado para
analise do comportamento da proteina ao longo de um gradiente crescente de temperatura
com intervalos de 5 °C, cuja amplitude foi de 20 °C a 95 °C, seguida de diminuicdo gradativa

de temperatura.

3.7.2 DLS (Dynamic Light Scattering)
Os ensaios de DLS realizados para verificar a homogeneidade e monodispersividade da
amostra, recomendado para ensaios cristalograficos, foram realizados logo ap6s a purificagéo
por gel filtragdo e utilizando-se o aparelho Protein Solutions DynaPro, na temperatura de 20°C,

com 100 medidas com 10 acumulagdes cada e 10 uM de proteina por amostra.

3.8 TENTATIVA DE CRISTALIZAGAO DE CsMAF1

As tentativas de cristalizagcdo da proteina CsMAF1 foram realizadas utilizando-se a técnica
de sitting drop com difusdo de vapor. As gotas foram feitas pelo robé Honeybee Pipettor e os
scrennings iniciais foram realizados com 6 kits, totalizando 544 condigbes. As placas de
cristalizacdo foram mantidas em um laboratério de cristalografia a 18°C e estdo sendo

periodicamente visualizadas através de microscopios.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

CsMAF1 é uma proteina com multiplos sitios de fosforilagao.
MAF1 de levedura possui cinco sitios de fosforilagdo identificados, enquanto MAF1

humana possui sete sitios identificados (Tabelas 8 e 9).

Tabela 8: Identificagdo por Espectrometria de Massas dos sitios de fosforilagdo de MAF1 de S. cerevisiae
(Extraido de Michels, 2011).

Foaroriingo  Chietal, 2007 Lietal, 2007 ~ AlPudurane Huber et al., 2009
Ser” Nao Nzo Sim NZo
Ser'”’ Sim Nao Nao Sim
Ser®®” N&o Sim N&o N&o
Ser"? Nao Sim Sim Nao
Ser®*® Nao Nao Sim N3o

Tabela 9: Identificagdo por Espectrometria de Massas dos sitios de fosforilagdo de MAF1 humana (Extraido
de Michels, 2011).

Residuo Olsen et Matsuoka  Stokes et Dephoure Mayyaet Olsenet Shoret Michels et
Fosforilado al., 2006 etal., 2007 al., 2007 etal., 2008 al., 2009 al., 2010 al., 2010 al., 2010

Ser® Nao Nao Sim Sim Nao Sim Nao Sim
Thr®* N3o Nao Nao Sim Nao Sim Nao Sim
Ser® Nao Nao Nao Nao Nao Nao Nao Sim
Ser® N3o Nao Nao Sim Nao Sim Nao Sim
Ser’ Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim
Thr' N&o N&o Nao N&o N&o N&o N&o Sim
Ser’" Nao Nao Nao Nao Sim Nao Nao Sim

A primeira quinase identificada em levedura que fosforila MAF1 foi a PKA. A MAF1 de
levedura possui seis sitios consenso de PKA (Ser®, Ser'®', Ser'’, Ser'™®, Ser®® e Ser®'%) que
sdo fosforilados por essa quinase in vitro (Moir et al., 2006). A enzima PKA participa da via
TOR, que esta relacionada com proliferacao celular em resposta a fatores de crescimento e/ou
nutrientes em leveduras e mamiferos (Jacinto e Hall, 2003). Assim como a via TOR, a via
Pkc1 também estd envolvida na transdugdo de sinais mediante condicbes de estresse e
limitacdo de nutrientes em células de levedura. A principal quinase efetora dessa via é a PKC
(Roberts et al., 2006). Por essa razio, resolvemos fazer uma busca para encontrar sitios
consenso de PKA e PKC em CsMAF1 e testar se ela é também fosforilada por essas duas
quinases. O programa utilizado para a busca foi NetPhosK 1.0 Server e os residuos com

210

maior score para sitios de PKA foram: Ser45, Ser76, Ser'® ¢ Ser (figura 38, sitios Ser®® e
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Ser’® em amarelo) e para PKC foram: Thr®® e Thr''? (figura 38, sitios respectivamente,

destacados em azul).

45
MKFLEYTPLDRINDFLDH;%NLGERTIKGCLEAYSCKHTGTJQKRLSISLEHEIL%LG
KSLDTDSSSPAEFLLSRSSRKALIYLVLTLYHMYPDYDFSAHQFFTEESWNEEN
QIFETYMFEASKEWSETYGGSSLLETLYKALDEVVKLPECEIYSYNPDSDSDPFLEK
GAIWSFNFFFYNRKLKRVVSFRFPCLSNLVAEGFLVNDSTYEEDGEIFDDMDM

112

Figura 38: Sitios consensos de PKA (Ser*® e Ser’®, em amarelo) e de PKC (Thr®® e Thr''?, em azul) preditos para CSMAF1

pelo programa NetPhosK 1.0 Server.

O resultado do ensaio de fosforilagdo in vitro com a enzima PKA e PKC pode ser visto na

o & &
&S £
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figura 39.

Figura 39: Ensaio de fosforilagdo in vitro de CsMAF1 com as quinases PKC e
PKA, respectivamente. Os controles utilizados para as duas enzimas foi a
proteina GST.

As duas quinases fosforilam CsMAF1 in vitro, porém CsMAF1 é muito mais fosforilada por
PKA, ja que foi usada a mesma concentracdo dessa proteina nos ensaios com as duas

enzimas. Embora seja um gel desnaturante, é possivel visualizar uma maior concentragédo do
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mondémero do que do dimero, sugerindo que a fosforilagdo poderia desestabilizar o dimero.
Além disso, foi possivel mapear e confirmar os sitios de fosforilagdo da PKA através de
espectrometria de massas. Segundo o espectro resultante da analise (figura 40), a serina

fosforilada por PKA em CsMAF1 é a Ser*® (destacada em vermelho na figura 38).
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Figura 40: Espectro de MS/MS do fosfopeptideo de CsMAF1, mostrando que a serina fosforilada é a
Ser45.

Mas qual seria o papel da fosforilagdo na funcdo de MAF1? Um dos papéis proposto por
muitos autores € que a fosforilagdo de MAF1 de levedura determina sua localizag&o celular.
MAF1 de levedura possui dois sitios de localizagdo nuclear (NLS), um na regido N-terminal e
outro na regido C-terminal. O NLS do N-terminal é regulado através da fosforilagdo de todos
os seguintes residuos: Ser®, Ser'®", Ser'’ Ser'’®, Ser®® e Ser?'’. Quando esses residuos
sdo mutados para alanina, MAF1 torna-se constitutivamente nuclear, corroborando a idéia de
que a fosforilagdo atua como um sinal de exclusdo nuclear, ou seja, a fosforilagao “esconde” o
sitio de localizagado nuclear de MAF1 e impede que ela seja importada para o nucleo em
condigdes normais de crescimento (Moir et al., 2006 € Wei e Zheng, 2009). Mas a fosforilagéo
de MAF1 de levedura por PKA ou Sch9 néo é suficiente para impedir a repressdo da RNA Pol
l1l. Mutagdes simultaneas nos sitios de PKA (Ser®, Ser'”, Ser'”’, Ser'®, Ser™® e Ser'°) para
glutamato, mimetizando a fosforilagdo de MAF1 e, portanto, a sua inativagdo, ndo foram

suficientes para impedir a repressdo da RNA Pol IIl durante o estresse (Moir et al., 2006),
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revelando a existéncia de um outro mecanismo envolvido na regulagéo da fungédo repressora
de MAF1 dentro do nucleo.

Um estudo recente mostrou que a quinase TORC1 (principal complexo da via TOR)
também modula a localizagéo nucleolar de MAF1 e sua associagédo com a cromatina, que é
essencial para a inibicdo da atividade da RNA Pol Ill (Wei & Zheng, 2009). Estudos em MAF1
humana sugerem uma regulagdo um pouco distinta da MAF1 de levedura, pois ndo ocorre o
transporte nucleo-citoplasma mediado por fosforilagdo, uma vez que em células de mamiferos,
MAF1 se encontra predominantemente no nucleo. Vale a pena mencionar que o sinal de
localizagao nuclear de MAF1 de levedura esta proximo aos sitios de fosforilagéo e na proteina
humana n&o (Michels, 2011). Estudos recentes revelaram que MAF1 humana é fosforilada por
mTOR na Ser’”®, mas que pode haver sitios adicionais a este que levam a uma
hiperfosforilacdo da proteina e, consequentemente, sua inativagdo (Kantidakis et al., 2010,
Michels et al., 2010 e Shor et al., 2010).

A superexpressdo de MAF1 humana com o residuo Ser’® mutado para alanina (MAF1-
S75A) ou MAF1 com mutacdes combinadas nos residuos Ser®®, Thr®, Ser®® e Ser’® também
para alanina (MAF1-4A) em condi¢gbes de crescimento normal, resultaram em uma redugao
pronunciada da transcricdo de tRNA quando comparada com a superexpressdo da MAF1
selvagem. A reducao foi mais significativa em MAF1-4A do que em MAF1-S75A, indicando
que somente a fosforilagdo no residuo Ser’® é insuficiente para a completa inibicdo de MAF1
(Shor et al., 2010).

Até o momento, os dados de fosforilagdo obtidos com a CsMAF1 confirmaram a presenga
de varios sitios de fosforilagdo e que ela sofre fosforilagdo in vitro por PKA e PKC. Embora
tenha, dentro do dominio conservado na regido C-terminal, um sinal de localizagdo nuclear, o
sitio de fosforilacdo identificado em CsMAF1 (Ser*®) se encontra na regido N-terminal.
Mutagao sitio dirigida no residuo Ser45 de CsMAF1 para Alanina (nao fosforilavel) e Acido
aspartico (mimetiza fosforilcdo), ajudaram a confirmar o sitio de fosforilagdo de PKA. A figura
41 mostra que esses mutantes ndo sido capazes de sofrer fosforilagdo por PKA, devido a

alteragdo de aminoacidos no residuo 45.
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Figura 41: Ensaio de fosforilagdo in vitro de CsMAF1 selvagem
(WT), CsMAF1 mutante Ser45Ala e CsMAF1 mutante S45Asp,
com a quinase PKA.

Outro dado interessante € que o alinhamento das sequéncias de CsMAF1 com MAF1
humana revelou um alto grau de conservagéo nos sitios de fosforilagdo da TOR, como pode
ser visto na figura 42. A Ser’® da MAF1 humana esta em verde e é equivalente a Ser’® de
CsMAF1, a Ser®® da MAF1 humana em lilds é equivalente & Ser®™® de CsMAF1, a Thr*®* da
MAF1 humana em vermelho é equivalente a Thr®? de CsMAF1 e a Ser® da MAF1 humana em
cinza é equivalente a Ser®® de CsMAF1. Em amarelo estdo os dominios conservados de
MAF1 com o sinal de localizagao nuclear sublinhado (dominio C-terminal) e em azul a Ser* de

CsMAF1 identificada na espectrometria de massas.
45

Cs MKFLEYTPLDRINDFLDHLNLGERTIKGCLEAYSCKHTGTDKRLEISLEHEILDYLGK-- €0
Hs MKLLENSSFEAINSQLT-VETGDAHIIGRIESYSCKMAGDDKHMFKQFCQEGQPHVLEAL 59

Cs SS PAEFL ----------- RSSRKALIYLVLTLYHMY-PDYDFSAVKAHQFF 105
Hs PSRLS GGEEEGPLSDKCSRETLFYLIATLNESFRPDYDFSTARSHEFS 119

Cs TEESWNTFKQIFETYMFEASKEWSETYGGSSLLETLYKALDEVVKLPECEIYSYNPDSDS 165
Hs REPSLSWVVNAVNCSLFSAVREDFK----- DLKPQLWNAVDEEICLAECDIYSYNPDLDS 174

Cs DPFLEKGAINSENEEFYNRELKRVVSESFRFSCLS-—-——=———-—m=smmnees NLVAEGFL 206
Hs DPFGEDGSLWSENYFFYNKRLKRIVFFSCRSISGSTYTPSEAGNELDMELGEEEVEEESR 234

Cs VNDSTYEEDGEIFDDMDM---- 224
Hs SGGSGAEETSTMEEDRVPVICI 256

Figura 42: Alinhamento das sequéncias de aminodcidos de MAF1 de citros e humana. Em amarelo estdo os dominios
s . ~ . 60 64 .02 68 75 .
conservados e os sitios de fosforilagdo da mTOR em cinza Ser’, vermelho Thr™", lilas Ser™ e verde Ser’”, conservados em citros.
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Baseado neste alto grau de conservagao, realizamos um ensaio de fosforilagdo in vitro de
CsMAF1 com a quinase mTOR, imunoprecipitada de células HelLa transfectadas com o vetor
Myc-mTOR (figura 43).

Controle IPmTOR + Controle
negativo CsMAF1 positivo

Figura 43: Fosforilagdo in vitro de CsMAF1 com a quinase mTOR. Como controle
negativo foi usado extrato de células HelLa ndo transformadas e como controle positivo
foi realizado um ensaio de fosforilagdo de CsMAF1 com PKA. O experimento é

inconclusivo devido ao aparecimento de bandas no controle negativo idénticas as da
reagao com mTOR.

O resultado obtido nesse experimento foi inconclusivo, visto que o controle negativo
composto por células ndo transfectadas, apresenta o mesmo padrdo de bandeamento que a
reacdo contendo CsMAF1 + mTOR. Uma possivel explicagdo seria a presenca de alguma
outra quinase que também fosforila CsMAF1 no extrato de células do controle e na
imunoprecipitacao realizada com anti-Myc, gerando uma contaminag&o. Alguns ajustes serdo
necessarios para aperfeicoar esse experimento.

Embora CsMAF1 seja fosforilada por PKA e tenha um sitio de localizag&o nuclear adjacente
ao sitio de fosforilagao dessa quinase, assim como em levedura, a similaridade de sequéncia
de aminoacidos € muito maior com a MAF1 humana do que com a de levedura. Além disso, os
sitios de fosforilagdo da mTOR na MAF1 humana sdo altamente conservados na CsMAF1,
enquanto em levedura, ndo ha identificagdo desses sitios. Portanto, podemos dizer que a
MAF1 de citros se comporta como um hibrido, compartilhando caracteristicas tanto da MAF1

humana quanto de levedura.
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CsMAF1 se localiza no ntcleo de células de mamiferos.

A fosforilagdo de MAF1 regula tanto o transporte citoplasma-nucleo (Moir et al., 2006 e
Roberts et al., 2006) quanto o transporte nucleoplasma-nucléolo (Wei Y. et al., 2009), que é o
passo essencial para a regulacdo da RNA Pol lll. Em leveduras, as quinases responsaveis
pelo transporte citoplasma-nucleo de MAF1 sdo PKA e Sch9 (Moir et al., 2006 e Yuehua e
Zheng, 2009) e ¢é interessante notar que ambas compartiham os mesmos sitios de
fosforilagdo. Entretanto, em células de mamiferos essa questdo do transporte citoplasma-
nlcleo ainda ndo esta muito bem esclarecida, embora a MAF1 humana possua um sitio de
localizagao nuclear no C-terminal. Alguns autores defendem a localizagdo predominantemente
nuclear de MAF1 de mamiferos em células HeLa e em outras linhagens de células
cancerigenas, independentemente do tratamento com rapamicina (Rollins et al., 2007;
Kantidakis et al., 2010).

Diante da facilidade de manuseio e do acesso as células de mamiferos em nosso
laboratorio, aléem de garantirem que as proteinas sintetizadas possuam todos os elementos
pos-traducionais necessarios a sua atividade biologica in vivo, transfectamos a construgéo
pEGFP-CsMAF1 (plasmideo: enhanced green fluorescent protein) em células HEK 293 e
HelLa. A figura 44 mostra células HEK 293 vivas (ndo fixadas) expressando CsMAF1
fusionada & proteina GFP. E possivel notar que CsMAF1 se encontra tanto no citoplasma
quanto no nudcleo dessas células. Assim como a MAF1 de humanos em células HelLa, como
descrito anteriormente por Kantidakis et al. (2010), vemos a localizagdo de CsMAF1

predominantemente nuclear (figura 45).

Figura 44: Localizagdo nuclear de pEGFP-CsMAF1 através de microscopia de
fluorescéncia (100X) em células HEK 293 vivas (ndo fixadas).
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DAPI pEGFP_CsMAF1

Figura 45: Localizagdo nuclear de pEGFP-CsMAF1 através de microscopia de
fluorescéncia (100X) em células Hela fixadas.

Portanto, € possivel concluir que CsMAF1 localiza-se mais intensamente no nucleo de

células HEK 293 e exclusivamente no nucleo de células Hela.

Evidéncias da dimerizacao de CsMAF1.

A proteina CsMAF1 clonada em pET28a em fus&o com His-tag foi induzida na temperatura
de 30°C por 3 horas, apresentando uma alta solubilidade nessa temperatura. A proteina foi
purificada com resina de cobalto e obteve-se grande quantidade de proteina recombinante
purificada. A figura 46 mostra que a proteina recombinante CsMAF1 migra com peso
molecular de aproximadamente 30 kDa e 60 kDa. A banda de 30 kDa ja era esperada, de
acordo com a sequéncia primaria de aminoacidos da proteina mais a cauda de histidina, mas
a banda com 60 kDa ndo era esperada, sugerindo a formagdo de dimeros mesmo em
condigbes desnaturantes. Isso demonstra que a dimerizacdo pode ocorrer através de

interacdes hidrofébicas, visto que pontes dissulfeto se desestabilizariam nessas condigdes.
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Figura 46: Purificacdo por afinidade com resina de cobalto de CsMAF1
(His-tag). A banda superior possui cerca de 60 kDa e a inferior cerca de
30 kDa, correspondendo ao dimero e ao mondmero, respectivamente.

Alguns experimentos foram realizados na tentativa de confirmar a presengca do dimero de
CsMAF1, como por exemplo, eletroforese em gel nativo, cromatografia de exclusdo molecular,
DLS, Western blot, analise da proteina por espectrometria de massas e duplo hibrido.

A eletroforese em gel nativo revelou que o dimero de CsMAF1 migra com a mesma massa
molecular da proteina BSA, que possui aproximadamente 62 kDa (figura 47).

P @Sk ceMAF!
G d ‘

Figura 47: Gel Nativo 8% de acrilamida. Canaleta PM= marcador de
peso molecular; 1) BSA (Bovine serum albumin) peso molecular de 62
kDa; 2) CsMafl_6xHIS, com peso molecular de aproximadamente 60
kDa (dimero) e 30 kDa (monémero).
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O cromatograma da exclusdo molecular (gel friltragdo), que pode ser visto na figura 48,
revela 2 picos que se referem a proteina CsMAF1. As fragdes eluidas dos dois picos podem

ser observadas em gel SDS PAGE 10% e confirmam que a proteina encontra-se tanto na

forma dimérica quanto monomérica,

respectivamente.

com peso molecular de 60 kDa e 30 kDa,

58

e ———
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Figura 48: Purificagdo da proteina CsMAF1 por gel filtragdo na coluna Superdex 75 10/300
GL. Os géis desnaturantes mostram as fragdes coletadas dos dois picos, indicando o peso
molecular do dimero, 60 kDa e do monémero, 30 kDa, respectivamente.

O ensaio de DLS foi realizado com a proteina recém purificada da gel filtragdo em coluna
Superdex 75 10/300 GL. O raio hidrodindmico obtido foi de 3.4 nm e o peso molecular
estimado foi de 58 kDa, bem proximo ao peso molecular esperado para o dimero de CsMAF1,
que é de aproximadamente 60 kDa. Esta andlise indicou 13.1% de monodispersividade, a

intensidade foi de 62.6% e a massa de 99.9%, indicando que a proteina se encontra pura e

predominantemente dimérica em solugéo (figura 49).
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Figura 49: Grafico de DLS da proteina CsMAF1. O grafico mostra a % da
intensidade por raio hidrodindmico em nm (raio aproximado da proteina).

Tabela 10: A tabela indica a de % polidispersividade da amostra, o tamanho estimado das particulas
presentes e a % de intensidade e massa das particulas em solugdo.

Massa Raio
Amostra Molecular Hidrodinamico % Pd % Int % Massa
(kDa) (nm)
Tampao MES 615073000 3396.0 0.0 37.4 0.1
pH 6,5
CsMAF1 58 3.4 13.1 62.6 99.9

Com o objetivo de se obter anticorpos de CsMAF1 para a realizagdo de Western blots,
aliquotas da eluicdo da purificagao por afinidade de CsMAF1 foram dialisadas, concentradas a
5 mg/ml, liofilizadas e enviadas para a producé&o de anticorpos por imunizagéo seriada em
ratos. Com o objetivo de comprovar a especificidade e a qualidade do antisoro produzido,
foram testadas 4 aliquotas da proteina nas seguintes concentrag¢des: 0,03 ug, 0,015 pg, 0,007
Mg e 0,003 ug em gel SDS PAGE 10%. Ap6s a corrida, as proteinas foram transferidas para
membrana de PVDF por técnica de Western blot. Além disso, extrato de proteinas de citros
também foi testado com o anticorpo na diluigdo 1:3000. O resultado do Western blot pode ser

visto na figura 50 A e B.
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Figura 50: A) Western blot de aliquotas de 0,03 pg (1); 0,015 ug (2); 0,007 ug (3) e 0,003 ug (4) da
proteina recombinante MAF1 de citros reveladas com anticorpo anti-MAF1 na diluigdo 1:3000. B)
Western blot do extrato soltvel (1) e extrato insoltvel (2) da proteina endégena CsMAF1 e da proteina
recombinante CsMAF1 (3) detectadas pelo anti-corpo anti-MAF1.

As analises de Western blot mostraram que o antisoro € especifico e capaz de detectar
cerca de até 3 ng da proteina recombinante CsMAF1 com uma diluicdo de 1:3000, tanto na
forma dimérica quanto monomérica. Além disso, o antisoro foi capaz de detectar CsMAF1
enddgena no extrato de proteina total de epicétilo de citros. Curiosamente, a proteina
endégena também é detectada na forma dimérica e monomérica.  Adicionalmente, aliquotas
da proteina CsMAF1, eluidas da purificagao por afinidade foram separadas em gel SDS PAGE
10% com ou sem o agente redutor DTT (figura 51) e identificadas por espectrometria de
massas. Tanto a banda correspondente ao mondémero quanto a banda correspondente ao

dimero foram confirmadas sendo a proteina CsMAF1.

Figura 51: Gel de acrilamida 10% da proteina CsMAF1
recombinante com ou sem DTT. As bandas superiores e
inferiores foram cortadas do gel e enviadas para analise
por espectrometria de massas.
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Dados de duplo hibrido também confirmaram a dimerizagdo de CsMAF1, além de sua
interagdo com outras proteinas isoladas no screening de duplo hibrido inicial e componentes
do complexo proteico descrito no capitulo Il. A figura 52 A, B e C mostra que a isca pOBD-
CsMAF1 interagiu com as presas: pOAD-CsMAF1, pOAD-CsTRAX e pOAD-CsPABP2 em
meio com estringéncia gradativa (SC-Ade com 0, 3 e 5 mM de 3AT). A figura 52 D, E e F
confirma a interagcdo de pOBD-CsMAF1 com as presas: pOAD-CsSMC, pOAD-CsVIP2 e
pOAD-CsPCBP em meio com estringéncia gradativa (SC-Ade com 0, 3 e 5 mM de 3AT). Até o
momento, ndo ha relatos na literatura sobre a dimerizagdo de proteinas da familia MAF1, e
sua provavel relevancia bioldégica. No entanto, vale destacar, que um estudo recente
demonstrou que os dominios A e BC da proteina MAF1 humana bem como a de levedura
interagem entre si e que esta interacdo é crucial para a regulagdo da atividade de MAF1

através da fosforilagdo (Gajda et al., 2010)

pOBD-CsMAF1

0mM 3mM 5mM

1- CsMAF1
2 - CsTRAX
3 - CsPABP2

1-CsSMC
2-CsVIP2
3-CsPCBP

Figura 52: Interagdes entre a isca pOBD-CsMAF1 e as presas: pOAD-CsMAF1, pOAD-CsTRAX,
pOAD-CsPABP2 (A, B e C); pOAD-CsSMC, pOAD-VIP2 e pOAD-CsPCBP (D, E e F) em meio SC —Ade —
His —Leu —Trp nas concentracGes de 0, 3 e 5 mM de 3AT. Os controles 1C a 4C de todas as placas
correspondem aos controles negativos, ou seja, pOBD-CsMAF1 + pOAD-vazio (1C) e pOBD —vazio
+ presas (de 2C a 4C).

A estrutura tridimensional da MAF1 humana foi resolvida recentemente (Vannini et al.,
2010), no entanto, a estrutura se refere a uma variante da MAF1 humana que n&o tem duas

regides moveis, portanto a proteina néo esta inteira. A porgao cristalizada abrange os residuos
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1 a 35 e 83 a 205. Tendo como base a estrutura tridimensional da MAF1 humana,
propusemos a modelagem molecular por homologia estrutural da CsMAF1 como uma maneira
de compararmos as duas proteinas e uma ferramenta para entendermos a relagdo da
estrutura com a fosforilagdo e a dimerizagdo da CsMAF1, que é uma caracteristica exclusiva
dessa proteina em citros. A técnica baseia-se no conhecimento de que a conformagéo
estrutural de uma proteina é mais conservada que sua sequéncia de aminoacidos durante o
processo evolutivo, e que pequenas mudangas na sequéncia, em geral, resultam em apenas,
sutis modificagdes na estrutura tridimensional (Nayeem et al., 2006). A figura 53 mostra a
comparagao estrutural e da distribuicdo de cargas da MAF1 humana (item A, extraido de
Vannini et al., 2010) e de CsMAF1 (item B), resultado da modelagem molecular realizada em

colaboragédo com o pesquisador Dr. Paulo Sérgio de Oliveira, do LNBio.

Vannini et al , 2010

Figura 53: A) Estrutura e distribuicdo de cargas da proteina MAF1 humana (PDB: 3NR5). B) Estrutura e distribuicdo de
cargas do modelo predito para o monémero da proteina CsMAF1, destacando o loop onde se encontra a Ser® fosforilada
por PKA.

E evidente a semelhanca na estrutura e na distribuigdo de cargas entre as duas proteinas.
Na regido onde ocorre a fosforilagdo nas duas proteinas, no caso da MAF1 humana, a regido

movel do N-terminal (ndo aparece estruturado na figura 53 A) e no caso da CsMAF1 a regido
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do loop onde se encontra a Ser®, podemos notar que a carga dos residuos € positiva,
proporcionando um ambiente propicio para a fosforilagdo. O que chama mais atencdo no
modelo da CsMAF1 & que o sinal de localizagdo nuclear localizado na regido C-terminal da
sequéncia linear primaria de aminoacidos da proteina (figura 42) esta estrategicamente
localizado acima da Ser* fosforilada pela PKA. Isso indica que quando fosforilada, esse sitio
pode ficar inacessivel, dificultando a importagdo da proteina para o nucleo, como ocorre em
levedura.

O dimero de CsMAF1 foi construido a partir de exaustivas simula¢des de “docking” e
dindmica molecular, bem como calculos de perturbacédo de energia livre. Surpreendentemente,
buscas realizadas com o software CATH, disponibilizado pelo banco de dados PDB, revelaram
que a superposicdo de dois mondmeros de CsMAF1 sobre o dimero da proteina “Integron
cassette protein VCH_CASS14” (3IMO), cristalizada na forma dimérica e que é
estruturalmente bastante similar a CsMAF1, n&o se conflitaram estruturalmente. Embora essa
proteina ndo tenha similaridade funcional com MAF1, o score obtido pelo software revela que

o0 modelo € muito confiavel e tem grande chance de refletir uma estrutura real (figura 54).

Figura 54: Estrutura e distribui¢do de cargas do modelo predito para a o dimero da proteina CsMAF1.

E interessante observar no modelo do dimero de CsMAF1 (figura 55 A) que justamente na
face de dimerizagdo da proteina encontramos o residuo Thr% (destacado em preto),
equivalente ao Thr®* da MAF1 humana que juntamente com Ser®, Ser®® e Ser’® sio
apontadas como sitios de fosforilagdo da mTOR. Os sitios equivalentes da TOR em CsMAF1

estao destacados na figura 55 B: Ser’® em azul, Ser®® em amarelo e Thr®? em preto.
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Figura 55: A) Perspectiva do dimero de
CsMAF1 mostrando a face inferior onde se
localiza o sitio de dimerizagdo. A Thr® dos dois
mondmeros esta destacada em preto. B)
Ampliagdo do sitio de dimerizagdo de CsMAF1.
Os circulos em azul sdo as Ser’”> dos dois
mondmeros, em amarelo sdo as Ser®® e em
preto as Thr®? dos dois monémeros.

Na figura 55 B ¢é possivel notar que os residuos de CsMAF1 que sdo equivalentes aos

residuos fosforilados por mTOR na MAF1 humana, formam uma espécie de “ziper molecular’
por toda a extensao do sitio de dimerizagdo. Isso nos leva a crer que conforme esses residuos
sdo fosforilados, ocorra a desestabilizagdo do dimero e, possivelmente, a ruptura do mesmo.
Vale a pena lembrar que provavelmente esse dimero esta ligado a RNA Pol Ill e que a
fosforilagéo, através da TOR, pode ser um mecanismo para diminuir a afinidade de CsMAF1 a
RNA Pol Il e abolir sua fungéo repressora. Essa é a hipétese que formulamos para tentar
explicar o papel da fosforilagdo na dimerizagdo e na fungdo da proteina. Para tentar provar
essa hipoétese, realizamos mutagénese sitio dirigida no residuo Thr®? da MAF de citros para

alanina (nao fosforilavel) e para acido aspartico (mimetiza a fosforilagao) a fim de verificar se
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somente a fosforilagdo desse residuo, que esta exatamente na interface de dimerizagéo, seria
suficiente para desestabilizar o dimero e, consequentemente, eliminar a atividade de
repressdo da CsMAF1 sobre a RNA Pol Ill.

A figura 56 mostra que houve uma diminui¢do sutil na concentragdo do dimero na proteina
mutante (CsMAF1 Thr62Asp) em relagdo a proteina selvagem (CsMAF1 WT) na purificagdo
por afinidade. Mas esses sao dados muito preliminares e necessitam de outros experimentos,
que estao sendo realizados em colaboragdo com a pesquisadora Dra. Juliana Smetana, para
comprovar que essa mutagdo no residuo Thr62 é capaz de desestabilizar o dimero. Como
perspectiva futura, temos a intengdo de mutar os outros trés sitios de fosforilagdo putativos da
TOR em CsMAF1 (figura 42) e verificar se a proteina mutante que carrega essas 4 mutagdes
€ capaz de interagir com a RNA Pol lll e se mantém a estrutura dimérica ou é convertida

totalmente para a forma monomérica.

CsMAF1 WT CsMAF1 T62D

Figura 56: Purificacdo por afinidade em resina de cobalto de CsMAF1 selvagem (WT) e CsMAF1 mutante (T62Asp). E possivel
observar uma sutil diminuigdo na concentragdo do dimero na porteina mutante em relagdo a proteina selvagem.

A proteina CsMAF1 também foi analisada quanto ao conteldo de estrutura secundaria,
utilizando-se a técnica espectroscépica de dicroismo circular (CD). A analise foi feita com 36
MM de proteina diluida em agua. O grafico obtido a partir da analise dos dados fornecidos
apos a coleta dos espectros pelo espectropolarimetro J-810 (JASCO), pode ser observado na
figura 57 A. Os resultados indicam que a proteina estda bem estruturada e apresenta 55% de
a-hélice, 20% de estrutura secundaria tipo fitas B, 20% de estrutura desordenada e 4% de

turns.
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Figura 57: Espectro de CD da proteina CsMAF1 (WT). A) Espectro de Dicroismo circular de 36 uM de CsMAF1 em &gua,
coletado na faixa de 195-260 nm, 10 acumulagdes . B) Deconvolugdo do espectro de CD de CsMAF1 (figura 55 - A) pelo
algoritimo CDSSTR disponivel no site DICHROWEB

Com o objetivo de analisar a estabilidade térmica da proteina CsMAF1, realizamos ensaios
de desnaturagdo térmica progressiva, para determinar a influéncia da temperatura na sua
estrutura secundaria. Esse ensaio consistiu num gradiente crescente de temperatura, onde a
estrutura secundaria da proteina foi observada em intervalos de 5 °C, cuja amplitude foi de 20

°C a 90 °C (figura 58).

Desnaturacao Térmica Progressiva

)

CD (mdeg)

Comprimento de onda (nm)
-30

Figura 58: Gradiente crescente de temperatura, com analise da estrutura secundaria da proteina CsSMAF1
em intervalos de 5° C, com amplitude de 20 °C a 90 °C. Pode-se observar que a temperatura onde ha a
mudanga da conformacgdo da estrutura secundaria de CsMAF1 é a partir de 60 °C. 100
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Conforme mostra a figura 58, ocorre uma mudanga na conformagéo da estrutura secundaria
da proteina CsMAF 1, cuja temperatura limite € de 60 °C, na qual a proteina perde quase toda
a porcentagem de a-hélices. Assim, foi realizada a deconvolugao no site DICHROWEB, para a
obtencao dos valores de cada estrutura, nas temperaturas de 20°C, 65°C e 90°C (figura 59).
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Figura 59: Andlise do comportamento de CsMAF1 em diferentes temperaturas. A) Curvas 1) 20°C, 2) 65°C, 3) 90°C. B)
Deconvolugdo da curva 1 da figura 59 A, representando 20°C. C) Deconvolugdo da curva 2 da figura 59 A,
representando 65°C.
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Os resultados mostraram que a proteina CsMAF1 apresenta porcentagens diferentes de
estruturas secundarias em diferentes temperaturas, indicando uma alteragdo em sua estrutura
secundaria nativa ao longo da progressdo da temperatura. A tabela 11 apresenta as
porcentagens das estruturas secundarias de CsMAF1 nas temperaturas de 20°C, 65°C e
90°C, obtidos apds a deconvolugéo por DICHROWERB.

Tabela 11: Porcentagens das estruturas secunddrias de CsMAF1 em diferentes temperaturas.

Estrutura
Temperatura  a- hélice (%) Folhas 8 (%) B turns (%)
desordenada (%)

20°C 55 20 4 20
65°C 8 36 23 33
90° C 8 37 22 33

De acordo com os resultados apresentados na figura 59 e na tabela 11, é possivel inferir
que ao longo do gradiente de aumento de temperatura a proteina CsMAF1 perde 86% de sua
estrutura a-hélice, aumentando 44% em estruturas do tipo folhas B, 83% nas estruturas tipo
turns e 39% de estruturas desordenadas. Isso mostra a mudanga de conformagéo da proteina
CsMAF1, cuja temperatura limite de desnaturagido gira em torno de 60°C. ApoOs essa
temperatura, a porcentagem de estruturas secundarias ndo varia e e a proteina comega a
apresentar uma converséao estrutural para estruturas do tipo folhas .

Adicionalmente, tentativas de cristalizacdo da CsMAF1 e da mutante CsMAF1-Thr62Asp,
estdo sendo realizadas. Novas purificagbes foram feitas a fim de aumentar a concentragéo da
proteina em cerca de 20 mg/mL. Além disso, estdo sendo testadas digestdes com tripsina
elou quimiotripsina (protedlise in situ) para tentar conseguir cristais adequados para a
determinacdo da estrutura, visto que CsMAF1 possui algumas regibes moveis e
desenoveladas. Essa técnica tem se mostrado bastante eficiente para se obter cristais de
proteinas recalcitrantes ( Dong et al., 2007 e Wernimont & Edwards, 2009). Até o momento,
ndo observamos a formagdo de cristais nas placas, somente a presenga de precipitados

cristalinos e a formacao de pequenas esferulitas.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O objetivo principal deste trabalho foi a identificacdo e caracterizagdo de proteinas de
laranja doce que interagem com o efetor PthA4 de Xanthomonas citri.

Apesar dos avangos na compreensao da estrutura e fungéo de efetores TAL, pouco se sabe
ainda como essas proteinas interagem com a maquinaria transcricional basal do hospedeiro
para ativar ou modular a transcricao. Portanto, caracterizar esse novo papel proposto para
efetores TAL, se torna uma quebra de paradigma, ja que o grande enfoque da atividade
desses efetores, atualmente, tem sido na sua habilidade em ligar-se ao DNA do hospedeiro e
promover a transcricdo de genes alvos. Desse modo, o trabalho atual se torna muito
significativo ao passo que contribui para a compreensdo de como a patogenicidade de PthA
atua dentro da planta, propondo novos mecanismos de manipulagdo da maquinaria de
controle transcricional do hospedeiro.

O presente trabalho, em especial o conteudo dos capitulos Il e IV, descreve um novo alvo
de PthA4, a proteina de citros CsMAF1, regulador negativo da RNA Polimerase lll. Os
resultados obtidos até o momento, referentes a MAF1 de citros, nos permitiram concluir que:
| — A interagdo de PthA4 com CsMAF1 requer os dominios central e C-terminal de PthA4
unidos;

Il — CsMAF1 interage com a RNA Pol Ill de células de mamiferos;

Il — CsMAF1 se localiza no nucleo de células de mamiferos, indicando intensa atividade
nessa regiao;

IV - CsMAF1 complementa o fenétipo do mutante maf7 de levedura, reprimindo a transcrigao
de tRNA™ e a expressdo de PthA4 na cepa complementada restaura a sintese desse tRNA,
indicando que PthA4 altera o estado repressor de CsMAF1 sobre a RNA Poal lll;

V — Plantas de citros com niveis reduzidos de CsMAF1 apresentam aumento significativo no
numero e intensidade de lesdes hiperplasticas ou eruptivas quando infiltradas com X. citri, e o
aumento das lesdes se correlaciona com um aumento expressivo de certos tRNAs;

VI- CsMAF1 recombinante e enddgena encontram-se diméricas em solugéo;

VIl — CsMAF1 é uma fosfoproteina e & fosforilada in vitro pelas quinases PKA e PKC e o sitio
de fosforilagdo de PKA é o residuo Ser45. Além dessas quinases, CsMAF1 possui sitios de
fosforilagdo conservados para a quinase TOR, incluindo o residuo Thr62;

VIIl- A mutagéo do residuo de treonina Thr62 para acido aspartico (Asp62) diminui a
proporgédo dimero:mondémero de CsMAF1, indicando que a fosforilagdo de residuos na
interface de dimerizagdo pode desestabilizar o dimero e que esse pode ser um mecanismo

regulatorio novo para essa classe de proteina.
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As perspectivas para esse trabalho incluem i) a identificacdo de novos parceiros de
interagdo de CsMAF1, principalmente quinases e fosfatases; ii) confirmagcédo e andlise de
plantas que superexpressam CsMAF1, com o objetivo de ver diminuicdo nos sintomas do
cancro citrico; iii) realizar mutagdes adicionais nos outros trés sitios de fosforilagdo putativos
da TOR em CsMAF1 e verificar se a proteina mutante que carrega essas 4 mutagdes é capaz
de interagir com a RNA Pol lll e se mantém a estrutura dimérica ou é convertida totalmente
para a forma monomérica; iv) levando em consideragcdo que a MAF1 de Arabidopsis (AtMAF1)
possui 81% de identidade com a CsMAF1, pretendemos usar uma linhagem de Arabidopsis
silenciada transientemente para o gene da tor para investigar se esse mutante influencia a
fosforilagédo de AtMAF1 e qual papel que o complexo TOR desempenha no crescimento e
desenvolvimento da planta, permitindo extrapolar os resultados para citros. Além disso, &
possivel transformar Arabidopsis com PthA4 e verificar se a presenca do efetor TAL aumenta

ou diminui a fosforilagdo de AtMAF1 na planta.
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Abstract

Plant pathogenic bacteria utilize an array of effector proteins to cause disease. Among them, transcriptional activator-like
(TAL) effectors are unusual in the sense that they modulate transcription in the host. Although target genes and DNA
specificity of TAL effectors have been elucidated, how TAL proteins control host transcription is poorly understood.
Previously, we showed that the Xanthomonas citri TAL effectors, PthAs 2 and 3, preferentially targeted a citrus protein
complex associated with transcription control and DNA repair. To extend our knowledge on the mode of action of PthAs,
we have identified new protein targets of the PthA4 variant, required to elicit canker on citrus. Here we show that all the
PthA4-interacting proteins are DNA and/or RNA-binding factors implicated in chromatin remodeling and repair, gene
regulation and mRNA stabilization/modification. The majority of these proteins, including a structural maintenance of
chromosomes protein (CsSMC), a translin-associated factor X (CsTRAX), a VirE2-interacting protein (CsVIP2), a high mobility
group (CsHMG) and two poly(A)-binding proteins (CsPABP1 and 2), interacted with each other, suggesting that they
assemble into a multiprotein complex. CsHMG was shown to bind DNA and to interact with the invariable leucine-rich
repeat region of PthAs. Surprisingly, both CsHMG and PthA4 interacted with PABP1 and 2 and showed selective binding to
poly(U) RNA, a property that is novel among HMGs and TAL effectors. Given that homologs of CsHMG, CsPABP1, CsPABP2,
CsSMC and CsTRAX in other organisms assemble into protein complexes to regulate mRNA stability and translation, we
suggest a novel role of TAL effectors in mRNA processing and translational control.
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Introduction

Plant pathogenic hacteria have developed sophisticated mecha-
nisms to suppress defenses and modulate transeription of host plants
to cause disease, Such mechanisms usually involve the transfer of the
so-called bacterial type-IT1 effectors to the interior of the plant cell
by the type-III secretion system [1]. The transcriptional activator-
like (TAL) effectors of the AvrBs3/PthA protein family are good
examples of bacterial proteins that are targeted to the nucleus of
plant cells to manipulate gene expression [2]. These protens have
the ability to activate transeription in host and non host plants
through the recognition of specific promoter regions of target genes
[3-6]. The interaction of a TAL effector with its target DNA s
mediated by the repeat domain of the protein, which comprises a
variable region made of nearly identical tandem repeats of 34 amino
acids that define the DNA specificity [7-9].

In the interaction of citrus plants with Xanthomonas citn, the
causal agent of citrus canker, it has been shown that the TAL

'@ PLoS ONE | www.plosone.org

effector protein PthA is not only required for canker elicitation but
sufficient to promote cell hypertrophy [10-14]. However, while
target genes and DNA speeificity of TAL effectors have been
elucidated in great detail in the past few years [2,15], how TAL
effecrors conmol rranscription in the host s not yet clear.

To address this question, and considering that the activity of
TAL effectors as transeriptional activators would likely depend on
the action of host nueclear factors, we performed numerous rwo-
hybrid screenings of a sweet orange (Cifrus sinensis) cDNA library
using different variants of PthAs as baits. Initial screenings using
PthAs 2 and 3 as baits revealed a number of interactions with
citrus  proteins  implicated in nuclear import, transeriptional
regulation and DNA repair mechanisms [16]. Among the isolated
proteins, a citrus protein complex comprising a cyclophilin
(CsCYP), a thioredoxin (CsTDX) and the CsUEV/UBCI13
heterodimer, involved in K63-linked ubiquitination and DNA
repair, was characterized [16]. Surprisingly, while all PthA
variants srongly interacted with the sweet orange importin-o.
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recquired for their nuclear import, PthAs 1 and 4 interacted weakly
with the citrus protein complex compared to PrhAs 2 and 3 [16].
This fact suggested thar the PthA variants, although highly
homologous to cach other, have preferential protein targets in
citrus cells.

In line with this idea, and to gain further insights into the mode
of action of PthA proteins as transeription factors, we performed
twa-hybrid screening using PrthA4 as bait, which is considered the
main PthA variant required for canker elicitation [12,14]. Here,
we deseribe new interacting partners of PrthA4 and show that all of
them are homologous to nuclear factors involved in chromatin
remodeling and repair, transcriptional regulation and mRNA
stabilization/modification. Additionally, we show that the majority
of the PrhAd4 interactors recognize other PrhA variants and
interact with each other, indicating the existence of an as yet
uncharacterized citrus multiprotein complex. In this work, we
characterize in more detail the features of one of the components
of this multiprotein complex, a high-mobility group protein
(CsHMG) that associates with all PthA variants and is homologous
to the Arabidopsis HMGBI involved in cell growth [17].

Although HMG proteins are known to play important roles as
DNA-bending transeriptional factors by facilitating the recruit-
ment and assembly of nuclear proteins involved in chromarin
remodeling, transeriprional regulation and DNA repair [18-22],
they were recently shown to bind branched RNA molecules and 10
possibly participate in mRNA processing [23], We show here that,
in addition to binding to double strand DNA, CsHMG selectively
binds to poly(U) RNA, a property that is novel among HMG-hox
proteins. Furthermore, we surprisingly found that PthA4 also
selectively binds to poly(l7) RNA and that both CsHMG and
PthA4 interact with two poly(A)-binding proteins (PABP1 and 2),
which are connected to the citrus multiprotein complex via
interactions with a swuctural maintenance of chromosomes
protein (CsSMC) and a wanslin-associated factor X (CsTRAX)
Thus, the results shown here suggest that CsHMG and PthA4 may
play roles beyond that of an architectural DNA-bending factor
and transeriptional activator, respectively, including mRNA
stahilization and processing.

Materials and Methods

Yeast two-hybrid assays

Yeast two-hyhrid sereenings were performed using the PrhA4
protein cloned into the pOBD vector as bait and a €. snensis leal’
c¢DNA library cloned mto the pOAD vector as prey [16]. The
initial screening was performed on synthetic complete medium
lacking tryptophan, leucine and histidine (SC -Trp -Leu -His).
Isolated colonies were picked and subsequently grown for 5 days at
30°C on SC lacking Trp, Leu, His and adenine (SC -Trp -Leu -
His -Ade). pOAD plasmids recovered from positive clones were
sequenced and, when required, the full-length citrus ¢cDNAs were
obtained by reverse-transcription PCR and subeloned downstream
of and in frame with the fusion proteins Gal4AD (pOAD),
Gal4BD (pOBD), GST (pGEX-4T1) and 6xHis (pET28), The
invariable leucine-rich repeat (LRR) domain of PthAs was
amplificd by PCR and subcloned mto the Ndel/Nof sites of
pOBD and into the Sal/Nod sites of pGEXAT-1.

Protein-protein interactions were further verified by veast two-
hybrid assays using baits (pOBDs) and full-length preys (pOADs),
including controls (empty pOBD4+pOAD-prey and pOBID-bai-
rrempty pOAD), as previously described [16]. The cells were
grown on SC -Trp -Leu -His in the presence or absence of adenine
and containing 0, 3 or 5 mM 3-aminotriazole (3AT) for 5 days at
30°C.

@ PLoS ONE | www.plosone.org
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Protein purification and GST pulldown

The full-length 6xHis-tagged PthAs (1 to 4) and a derivative
carrying 5.5 repeat units plus the C- terminus (PthA5. 5rept+CT)
were expressed in Escherichia ecoli BL21{DES) cells and purified by
affinity chromatography, as described previously [16]. Prey
proteins and the PthA LRR were subcloned into pGEX4T1 and
expressed in BL21[DE3) cells upon IPTG induction for 3 h at
30°C. Cell pellets were suspended in PBS buffer containing 1 mM
DTT and lysozyme (1.0 mg/ml), After sonication and centrifuga-
tion, soluble fractions of GST fusions were immobilized on
glutathione resin and non-bound proteins were removed with four
PBS washes. Approximately 50 pg of the 6xHis-tagged proteins
were incubated with the resins containing GST and GST-fusions
for 2 h at 4 C. The beads were washed four times with PBS then
cluted with reduced glutathione buffer. Eluted fractions were
resolved on 10% and 13% SDS-PAGE gels. Proteins were
transferred onto nylon membranes, probed with the an-PthA
(1:5000), anti-CsHMG (1:3000) or ant-GST (1:3000) sera and
developed with the ECL kit (GE Healthcare),

CsHMG purification and antibody production

The full-length CsHMG, its HMG-box  domain  only
(CsHMGANAC) or the N- (CsHMGAN) and C- (CsHMGAC)
terminal truncated derivatives were expressed in BL21(DE3) cells
grown at 37 C in LB supplemented with kanamycin (50 pg/mlL)
to an 0Dy ww = 0.6, followed by induction with 0.4 mM IPTG
for 3 h. Cells were harvested by centrifugation, suspended in
binding buffer (140 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM Na2HPO4,
1.8 mM KH2PO4, pH 7.4) and incubated on ice with lysozyme
(1.0 mg/ml) and sonicated. Clarified supematants were loaded on
a HiTrap chelating HP column (GE Healthcare). Eluted fractions
were concentrated, treated with DNasel (10 pg/mL) and RNase A
(10 pg/mL) for 20 min at 4°C, and loaded on an ionic-exchange
HiTrap heparin column. Prowin fractions were eluted with
phosphate buffer (20 mM  phosphate, 50 mM NaCl, pH 6.6)
and analyzed by SDS-PAGE. Purified CsHMG (~1 mg) was used

to immunize rabbits for anti-serum production,

CsHMG detection in plant cell extracts

Six-month-old plants of sweet orange (€. sinensis) were obtained
from eertified nurseries and kept in a growth room at 25-28°C
under 14 h/day fluorescent light. Edolated epicotyls of sweet
orange ‘Hamlin’ were obtained according to de Oliveira et al.
[24]. Seeds of Arabidopsis thaliana Col-1 and T-DNA insertion line
SAILZ61_B02, corresponding to the heterozygous mutant hmgh-1
[17]. were purchased from ABRC and grown in soil in a growth
room at 18-22°C under a 16 h/day light regime. Plant materials
were frozen and ground in liquid nitrogen and the powder was
suspended in lysis buffer (20 mM Tris-HCL, 100 mM NaCl
pH 7.2) under slow agitation at 4°C., Cell debris and msoluble
materials were separated by centrifugation at 5000 rpm at 4°C and
the soluble fractions were analyzed by 13% SDS-PAGE gels and
transferred onto nylon-membranes for Western-blot detection.

Sweet orange leaves were ground in phosphate-buffered saline,
pH 7.4, containing 10 mM MgCl, 0,05% Triton X-100, 10 mM
EDTA and 0.1 mM PMSF, The suspension was cleared by
centrifugation and soluble proteins were incubated overnight at
4°C, under agitation, with the purified PthA2 and 4-GST fusions,
or GST alone, immobilized on glutathione resins. Resins were
washed four times with 20 resin volumes of extraction buffer at
4°C and bound proteins were resolved on 13% polyacrylamide
SDS gels and probed with the anti-CsHMG serum.
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Mass spectrometry analysis
Young leaves of sweet orange were macerated in lysis buffer
(20 mM Tris-HCI pH7.4, 15 mM imidazole, 25 mM NaCl, 10%
glyeerol, 0,05% Triton X-100, 0.1 mM PMSF) and cleared by
centrifugation.  Purified GxHis-tagged CsSMC  and CsTRAX,
immobilized on a cobalt resin, were incubated with the citrus cell
lisates overnight at 4°C, under agitation. The resins were washed four
times with 20 resin volumes of lysis bufter at 4 C and bound proteins
were resolved on 10% polyvaerylamide SDS gels. Silver-stained bands
were cut, recduced, alkylated and digested with trypsin. The resulting
peptide  mixtures were reconstiuted in (L1% formic acid and
analyzed on an ETD enabled Orbitrap Velos mass spectromeier
(Thermo Fisher Scientific) connected to nanoflow liquid chromatog-
raphy (LC-MS/MS) by an EASY-nLC system (Proxeon Biosystem)
through a Proxeon nanocelectrospray ion source. Peptides were
separated on a 2-90% acetonitrile gradient in 0.1% formic acid using
a pre-column EASY-Column (2 emxid 100 wm, 5 pm particle size)
and an analytical column FASY-Column (10 emxid 75 pm, 3 um
particle size) at a flow rate of 300 nl/mm over 20 min. The
nanoelectrospray  voltage was set to L7kV and the source
temperature was 275°C, All instrument methods for the Orbitrap
‘elos were set up in the data dependent acquisition mode, The ful
scan MS spectra (m/z 300-2000) were acquired in the Orhitrap
analyzer alter accumulation to a target value of le". Resolution was
set to 7= 60,000 and the 20 most intense peptide ions with charge
states =2 were sequentially isolated to a targer value of 5000 and
fragmented m the lincar ion trap by low-energy CID (normalized
collision energy of 35%). The signal threshold for rriggering an MS/
MS event was set to 1000 counts. Dynamic exclusion was enabled
with an exclusion size list of 500, exdusion duration of 60 s, and
repeat count of 1. An activation ¢ = 0,23 and activation time of 10 ms
were used. Peak lists (mgf) were generated from the raw data files by
the software Mascot Distiller v.2.5.2.0, 2009 (Matrix Science Ldt.)
and searched against the citrus EST (>200.000 sequences) and citrus
genome (13.000 unigenes) databases using engine Mascot v.2.3.01
Matrix Seience Lid.), with carbamidomethylation as fixed modifi-
cations, oxidation of methionine as variable modification, one trypsin
missed cleavage and a tolerance of 10 ppm for precursor ions and 1
Da for fragment ions, Only peptides with a minimum of five amino
acid residues which showed significant threshold (p<<0.05) in Mascot-
hased score were considered in the analysis.

Electrophoretic mobility shift assays (EMSA)
EMSA was performed using 40 pmoles of double-stranded
DNA from the citrus pri promoter or derived from the multiple-

PthA Interaction with Nudlear Factors

cloning site of the pBluescript plasmid vector (Stratagene). Purified
tull-length CsHMG (100 to 500 ng) was incubated on ice with the
DNA fragments in binding buffer (20 mM Tris-HCI, 100 mM
NaCl, 10% glyeerol ¢ 1 mM EDTA, pH 7.5) for 15 min.
Complexes were resolved on TBE-buffered non-denaturing 6%
polyacrylamide gels and visualized by ethidium bromide staining.
For the RNA-protein interactions, the oligoribonucleotides A-20,
220, G-20, U-20 or the 5 -UUAUUAUUUAUUUAUUUAUU-
3’ probe were labeled with P using | U of T4 PNK (Fermentas)
and 20 pCi of [y¥P]-ATP. Labeled probes were purified and
mcubated for 20 min with the full-length or truncated forms of
CsHMG or PthA4 (100 to 500 ng) in 20 pL. reactions in binding
buffer containing 20 mM Tris-HCL, 100 mM NaCL 10% glyeerol
¢ | mM EDTA, pH7.5 (for CsHMG) or in 12 mM Tris-HCI,
60 mM KCIL, 1 mM DTT, 2.5% glycerol, 5 mM MgCl,, 0.2 mM
EDTA and 0.05% NP-40, pH 7.5 (for PthA4). RNA-protein
complexes were resolved in non-denaturing 13% polyacrylamide
gels, for CsHMG-RNA compleses, or 6% polyacrylamide gels, for
PthA4-RNA complexes, and exposed w radiographic films for
visualization. For CsHMG, the binding mixes were also cross-
linked in a UV-rosslinker (Stratagene) for 5 min to form stable
RNA-protein complexes. The samples were loaded in a denatur-
ing 10% polyacrylamide gel and detected by autoradiography.

Results

Identification of DNA and RNA-binding proteins as PthA4
interactors

To extend our knowledge on the mode of action of PrhA
proteins as eukaryotic transcriptional modulators, yeast two-hyhrid
screenings of a sweet orange ¢cDNA library [16] were performed
using the PthA4 variant as bait. The majority of the isolated prey
proteins could be classified into only three major funcrional
categories including chromatin remodeling and repair, transerip-
tional regulation and RNA stabilization/modification. Table T lists
the PthAd-interacting proteins implicated in chromatin strucnure,
DNA repair and mRNA regulatory processes for which veast two-
hybrid and GST pulldown assays were confirmed (see below).

The selected preys include a high-mobility group protein
(CsHMG), two poly(A)-binding proteins designated CsPABP1 and
CsPABP2, a poly(C)-hinding protein with a KH domain (CsPCBP),
a translin-associated factor X (CsTRAX), a structural maintenance
of chromosomes domain-contaming protein (CsSMC), a VirE2-
interacting protein (CsVIP2), an RNA-recognition motif (RRM)
protein (CsRRMP1) and a homolog of the OsHAP3A (CsHAPS)

@ PLoS ONE | www.plosone.org

Table 1. Citrus sinensis proteins identified as targets of PthA4 are homologous to nuclear factors involved in chromatin
remodeling and repair, transcription regulation and mRNA stabilization/modification.

Protein Accession  Features Predicted biological function PthA interactor  References
CsHMG ING00529  DNA binding; HMG-box domai ch in ling; DNA repair; transcription control 1,2,3,4 [17-22,34-39]
CsPABP1  IN556038  RNA binding; RRM mANA stabilization/modification 23,4 [46-49]
CsPABP2  ING00528 RNA binding; RRMs mANA stabilization/modification 2,3, 4 [46-51]
CsPCBP  ING00525  RNA binding; PCBP_KH domains mRNA processing/splicing; translational activation 2,3 [45.61,62]
CsTRAX IN600526  Translin domain RNA-induced gene silencing; DNA repair/recombination 23,4 [40,41,43,44]
CsSMC ING600522 SMC/Mnd1 domain chromatin segregation; DNA repair/recombination 2,3, 4 [2542.44]
CsVIP2 IN600527  CCR4NOT domain chromatin remodeling; DNA integration 4 [50,63]
CsRRMP1  JNB00523  RNA binding; RRMs mRNA stabilization/modification 23

CsHAP3  ING00524  DNA binding transcription regulation -8 ] [64]
doi:10.1371/journal.pone.0032305.t001

February 2012 | Volume 7 | Issue 2 | e32305

123



wanscriptional factor (Table 1). Interestingly, all the prey proteins
have either single or multiple RNA and/or DNA-binding motifs
and are predicted w be nuclear, With the exception of CsRRMP1,
all the identified preys have yeast, human or plant homologs with
three-dimensional structure and/or biological function known
(Tahle 1). Additional prey proteins invelved in manscription
regulation, including an auxin-response factor (CsARF) and a
homelog of human MAF1 (CsMAF1 ), a negative regulator of RNA
polymerase 11, were isolated but will be described elsewhere,

As reported previously, some of the citrus proteins that were
identified as targets of PthAs 2 and 3 also interacted with other
PihA variants [16]. Thus, the identified PthA4 preys were tested

GAL4AD-CsHMG GAL4AD-CsPABP1

PthA Interaction with Nudear Factors

for interactions with the four PthA variants in yeast two-hybrid
assays. As shown in Fig. 1A, the majority of the preys interacted
not only with PithA4, confirming the primary two-hybrid
screening, but with PthAs 2 and 3, preferentially. Notably,
CsVIP2 interacted specifically with PthA4, whereas CsPCBP,
CsRRMP1 and CsHAPS interacted with PthAs 2 and 3 under
more stringent conditions (no adenine). By contrast, CsHMG was
the only prey capable of interacting with all the PthA variants in
the absence of adenine (Fig, 1A).

To confirm the interactions observed in yeast, GST pulldown
assays were performed using one or more of the PthA variants as
representative baits (Fig. 1B). For instance, CsHMG was tested

GAL4AD

GAL4AD-CsPABP2

. 1- Prey + GAL4BD-PthA1
2 - Prey + GALABD-PthA2
3 - Prey + GAL4BD-PthA3
4 - Prey + GAL4BD-PthA4
5 - Prey + GAL4BD

B Gxhis-PthA3 + + + + + 6xhis-PthA4 Lo 2K b
Bxhis-PthA1 t - - - - - GST-CsTRAX - 4+ - - - GST-CsPABP1 - - + -
exhisPthA2 - - + + - - - GST-CsSMC “omg s < GRTCAVIEE = = 20k
6xhis-PthA3 - - - - + + - GST-CsRRMP1 - - - - + -  GST -t ==
Bxhis-PthA4 - = ik = GST-CsHAP3 = T o sl kDa
GST-CsHMG  + - + - + - + - GST § 5 e ‘
a

AN-GST 45 mm g - - 7 W

554 - Anti-GST

- - —
AaaY ZG*WﬂxN Anti-GST 45+ S 26-
2 Lad
26! en ESSes «GST

Figure 1. Protein-protein interactions between PthAs and citrus nuclear proteins. (A) Citrus preys fused to yeast GAL4-AD (GAL4AD-prey)
or control plasmid (GAL4AD) were moved into yeast cells carrying one of the four PthA variants fused to GAL4-BD domain as shown in the diagram (1
to 4, respectively). Yeast double-transformants were grown on SC -Trp -Leu -His -Ade in the presence of 5 mM of 3AT. None of prey fusions
transactivated the reporter genes when co-transformed with empty bait vector (5). The PthA baits also did not transactivate the reporter genes when
co-transformed with the empty prey vector in the same growth conditions (GAL4AD). (B) Western blot detection of eluted fractions from GST
pulldown assays using the purified 6xHis-PthAs 1-4 as prey and immobilized GST or GST-fusion proteins as baits. Arrows indicate bands
corresponding to the expected size for the GST-fusion proteins CSHMG (~45 kDa), CsTRAX (~55 kDa), CsSMC (~45 kDa), CsRRPMP1 (~50 kDa),
CsRRMP2 (~46 kDa), CsPABP1 (53 kDa) and CsVIP2 (85 kDa) detected by the GST anti-serum. PthA proteins (—~116-122 kDa) were detected using
the anti-PthA serum. Recombinant PthAs 3 and 4 were added as references in the first lanes of the gels shown in the middle and right panels,
respectively.

doi:10.1371/jourmnal.pone.0032305.g001
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against all PthAs since it showed no preference for any of the PthA
variants, PthA4 was used to probe the interactions with CsPABP1
and CsVIP2, whereas CsSTRAX, CsSMC, CsRRMP1 and CsHAP3
were tested against PthAJ, since they interacted more strongly with
this bait in the two-hybrid assays (Fig. 1A). As shown in Fig. 1B, all
prev-bait interactions were confirmed by GST pulldown assays,
indicating that the citrus proteins identfied as PthA4-interactors are
indeed novel PthA targets. The citrus proteins CsPCBP and
CsPABP2 were expressed in the insoluble fraction in £ coff cells and
thus could not be tested in the GST pulldown assays.

Evidence for protein-protein associations among the
PthA interactors

Considering that the newly-identified PrhA  interactors are
functionally related (Table 1), we tested whether they would
interact with each other. As shown in Fig. 2A, a substantial
number of protein-protein associations were detected relating for

instance CsTRAX with CsSMC, CsPABP1, CsRRMPI1 and
A GALABD-CsTRAX
I -0 e 1
GAL4AD- GAL4AD- GAL4AD- GALAAD-
CsSMC CsPABP1 CsRRMP1 CsVIP2

GALAAD- GAL4AD-
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CsVIP2. In addition CsTRAX self-interacted in yeast two-hybrid
assays (Fig. 2A). Accordingly, CsSMC used as bair also interacted
with CsTRAX, CsPABPL, CsPABP2 and CsVIP2, and it self-
interacted (Fig. 2B), corroborating literature data [25]. CsVIP2
and CsPABP2 interacted with each other in reciprocal yeast two-
hybrid assays and they also sclf-interacted (Fig. 2C). Moreover,
CsVIP2 associated with CsPCBP, whereas CsHMG showed weak
mteractions with PABP1 and PABP2 (Fig: 2D).

These results pointed o a network of interactions among the
PthA4 rargets and suggested the existence of a citrus multiprotein
complex where CsSMC would possibly function as a hub protein
(Fig. 2E). To further investigate this, and considering that CsSMC
and CsTRAX were the two proteins displaying higher number of
protein-protein interactions, cell extracts of citrus leaves were
incubated with the 6xHis-tagged CsSMC or CsTRAX immobilized
in cobalt beads. Bound proteins separated by gel electrophoresis
were identified by mass spectrometry (Figure 2F). Consistent with
the two-hybrid data, we deiected peptides comresponding o
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Figure 2. Protein-protein interactions among the PthA4 interactors detected by yeast two-hybrid and mass spectrometry. Yeast cells
double-transformed with the indicated prey-bait constructs were grown in S5C -Trp -Leu -His -Ade in the presence of 5 mM 3AT. (A) Positive
interactions abserved between CsTRAX and CsSMC, CsPABP1, CsTRAX, CsRRMP1 and CsVIP2. (B) Protein-protein interactions observed between
CsSMC and CsPABP2, CsSMC, CsPABP1, CsVIP2 and CsTRAX, but not between CsSMC and CsKH. (C) Interactions of CsVIP2 with CsKH, reciprocal
interactions between CsPABP2 and CsVIP2, and self interactions of CsVIP2 and CsPABP2. (D) Weak interactions between CsHMG and the paly(A)-
binding proteins CsPABP2 and CsPABP1. (E) A diagram illustrating the network of interactions observed among the ditrus PthA targets. (F) Silver-
stained SDS polyacrylamide gels of citrus proteins trapped in cobalt beads carrying the recombinant 6xHis-tagged CsSMC or CsTRAX as baits (bands 9
and 10, respectively). Protein bands excised from the gels, indicated by the numbers, were identified by mass spectrometry (see Table 2 for details).

The molecular markers (MM) are shown on the left.
doi:10.137 1/journal pone.0032305.9002
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Table 2. Citrus sinensis proteins identified as binding partners of CsSMC and CsTRAX by mass spectrometry.
Protein bands Binding partners of CsSMC/CsTRAX ~ Accession number  Peptide sequences identified by mass spectrometry miz Charge
CsSMC
14,6-10,12 CsSMC 110848831 LRAEIANSEK 5658135 +2
KGYAENYEHGQVMEK 5949451 43
QELTGQAOMMSQDLVR 9259453 42
1 Argonaute 1 (AGO1) 185428433 SLYTAGPLPFLSK 6973930 42
GGYGMGSGGRGGHSGGPTR 8288859 42
23 HSP70 110877680 VEIANDQGNR 6148190 +2
NQVAMNPSNTIFDAK 8254041 42
IINEPTAAAIAYGLDKK 8945037 +2
PABP2 homolog 94441024 VAEAMEVLR 5092771 +2
GMPDVSMPGVGGMLPIPYGDMAAMPLR 9367758 43
55396367 NMQDFPFDMGAGGMLPVPVDMGAGIPR 09620988 +3
5 Translation elongation factor 1a 56584680 GFVASNSKDDPAR 6823378 42
YYCTVIDAPGHR 7263433 42
VETGVLKPGMVWTFGPSGLTTEVK 8161167 43
CsMAF1 110836827 EWSETYGGSSLLETLYK 981.9786 +2
CsTRAX 188246976 MDTMLQSVLK 5833041 +2
LHOQLSGTALQSIAK 4896172 43
PABP2 homolog 63075332 NLSESTTEEDLQK 7473532 42
GSGFVAFSTPEEASRALLEMNGK 1207.5867 +2
n Translation initiation factor Sa 21651392 DGFAEGK 3621706 42
VWEVSTSK 4247421 42
DDLRLPTDENLLSQIK 6240058 +3
13 Histone H4 188254614 TLYGFGG 7143515 +1
TVTAMDVVYALK 6638570 +2
CsCYP homolog 46214048 VVVADSGELP 4932626 +2
RNAbinding protein 188444131 SNGGSGGERGGR 5457521 42
CsTRAX
1.8-11 CsTRAX 188291689 LHQLSGTALQSIAK 7339211 42
AEADLVAVKDQYISR 8394460 +2
DAFANYAGYLNELNEK 9164340 +2
2 Argonaute 1 (AGOT) 55289153 QADAPQEALQVLDIVLR 9400218 +2
SGNILPGTWDSK 643.8547 42
55288894 GQESENSQEAFR 691.3056 +2
3 HSP70 38053102 NALENYAYNMR 6798090 +2
ATAGDTHLGGEDFDNR 8383737 42
NAVWTVPAYFNDSQR B409252 +2
4 TPR-containing protein 218827114 RIPLDFLQGEK 6583755 42
MLQADQVSLAEK 6668473 42
SLAQOQYTWSSAVK 7348757 +2
5 Ribosomal protein 188380114 YPLTTDSPMKNIDDK 8774249 +2
] Mucleosome pratein 188306400 LONLAGQHSDVLEK 7764106 42
r Translation elongation factor 1a 56584680 MDATTPK 3821881 +2
GFVASNSKDDPAR 6823345 42
YYCTVIDAPGHR 7263430 +2
8 Protein kinase 56534189 GALSPSTAVNFALDIAR 8519663 +2
GMAYLHNEPNVIIHR 5886417 43
12 CsMAF1 110836827 INDFLDHLNLGER 7784004 42
EWSETYGGSSLLETLYK 9819798 +2
LPECEIYSYNPDSDSDPFLEK 1259.5583 +2
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Table 2. Cont.
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Protein bands Binding partners of CsSMC/CsTRAX  Accession number  Peptide sequences identified by mass spectrometry m/z Charge

13 BTF3 factor 188439148 MNVEKLMNMAGALR 8053939 +2

14 CsSMC 110848831 LTADLQQVPALK 6488824 +2
QELTGQAQMMSQDLVR 9179503 42

15 BS3-like protein 188271719 MKEQAAGVEAIVGAGTSGLATAACLSLQSIPYVILER 1302.0349 +3

Protein bands are numbered and they correspond to those depicted in Fig. 2F.
doi: 10.1371/journal_pone 00323051002

CsTRAX and a PABP 91% identical to CsPABP2 in the CsSMC
sample (Table 2). Similarly, we identified CsSMC in the CsSTRAX
sample, but most mterestingly, we found CsMAF] and additional
protems implicated in transeriptional and translational control, such
as transeription factor BTF3, Argonaure protein AGO!1, rranslarion
nitiation factor 5a and wanslation clongation factor l-alpha, as
binding partmers of CsSMC and CsTRAX (Table 2). Moreover, a
peptide corresponding to a citrus cyclophilin that is 81% identical to
CsCYP, idennfied previously as an interactor of PthAs [16], was
detected in the CsSMC sample (Table 2). Intriguingly, one of the
citrus proteins identified by mass spectrometry associated with
CsTRAX is a homolog of Bs3, a flavin monocoxygenase that is
imduced by AwBs3 and confers resistance against Nanthomonas
vesicaforia strains carrying AvrBs3 [4].

Taken together, these results strongly indicate that the citrus
proteins identified as PthA4 interactors assemble mto single or
multiple protein complexes.

CsHMG is a group B HMG homologous to AtHMGB1

Among the PthA4-interacting proteins identified (Tahle 1),
CsHMG was the only one to interact with all the PthA vanants
(Fig. 1), suggesting that it is another generic target of PthAs, as the
citrus importin-a [16]. In addition, CsHMG is unique in the sense
that it is implicared in a variety of biological processes associated
with chromatin remodeling, DNA repair and general transerip-
fional control [18-22], Hence, CGsHMG was selected for further
characterization,

CsHMG isa 165 amino acid protein with a central alpha-helical
HMG-hox domain that is lanked by a K-rich N-terminal and a
DE-rich C-terminal domain (Fig. 3A). Multiple sequence align-
ments and phylogenetic analysis place CsHMG into the group B of
the plant HMG protein family (Fig, 3B), CsHMG is 78% identical
0 Arahidopsis AtHMGBEI, a chromatin-associated protein thar
influences cell growth [17]. Thus, to confirm the identty of
CsHMG to AAHMGBI, protein extracts of sweet orange leaves
and epicotyls were compared to that of scedlings of A. thafiana wild
tvpe and Amgh-1 heterozygous mutant [17] using an anti-CsHMG
serum raised against the recombinant CsHMG. As shown in
Fig. 3C, the anti-CsHMG serum detected a unique band of
approximately 18 kDa in citrus epicotyls and leaves, A band of
approximately 20 kDa, which corresponds to the molecular weight
of AtHMGBI, was also detected in seedlings of the wild type and
fimgh-1 mutant of Arabidopsis. As expected, in the heterozygous
fimgh-1 mutant, the band is less pronounced confirming the
identity of CsHMG 0 AtHMGBI1 (Fig. 3C).

PthA binds to CsHMG in vivo through its invariable LRR
region

To confirm the interactions between PrthAs and CsHMG @ oo,
PthAs 2 and 4 fused to GST were immobilized in glitathione

@ PLoS ONE | www.plosone.org 7

resing and allowed to interact with proteins from citrus cell
extracts. As shown in Fig. 4A, both PthAs 2 and 4, but not GST
bound to CsHMG, confirming that CsHMG is an interacting
parmer of PthAs,

165

1 56 125
A | l |
DE rich

K rich HMG-box

AtHMGB2
AtHMGE3
ZmHMGB1
AIHMGB1
CsHMG =
AtHMGB4
AtHMGBS
ZmHMGB2/3
ZmHMGBS
AtHMGBE
AtHMG 14

| Group A
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(=)
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Figure 3. CsHMG shows identity to plant HMGBs of group B. (A)
Schematic representation of the CsSHMG primary structure showing its
central HMG-box domain flanked by the basic K-rich N-terminal and the
acidic DErich C-terminal. (B) Phylogenetic analysis of plant HMGB
proteins showing that CsHMG belongs to group B HMGBs. (C) Westem-
blot detection of the recombinant 6xHis-CsHMG (~22 kDa) made in
bacteria compared to bands detected in citrus cell extracts with the
expected molecular size for the endogenous CsHMG (~16 kDa). The
anti-CsHMG serum also cross-reacted with a band of similar size in the
cell extracts of A. thaliana wild-type and heterozygous hmg-b1 mutant.
This band, which has the expected molecular weight for AtHMGB1
(~18 kDa), is less pronounced in the heterozygous hmgb-T mutant,
thus indicating that CsHMG is structurally related to AtHMGB1.
doi:10.1371/journal pone.0032305.9003
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Figure 4. PthA binds to CsHMG in vive through its invariable LRR region. (A) PthA2-GST, PthA4-GST or GST alone bound to glutathione
resins were incubated with a citrus cell lisate. Bound proteins were separated by gel electrophoresis and CsHMG was detected by the anti-GGHMG
serum in the PthA samples only. (B) Western blot of GST-pulldown assay of immobilized GST or GST-CsHMG as baits and purified 6xHis-
PthA5.5rep+CT2 as prey. The eluted 6xHis-PthA5.5rep+CT2 (~63 kDa) was detected by the anti-PthA serum only when GST-CsHMG was used as bait.
The purified 6xHis-PthA5 5rep+CT2 was added in the first lane of the gel as reference. (C) Western blot analysis of eluted fractions of GST-pulldown
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assay of immobilized GST or GST-PthALRR as baits and purified 6xHis-CsHMG as prey. The eluted 6xHis-CsHMG (~22 kDa) was detected only when
GST-PthALRR was used as bait. (D) Yeast two-hybrid assay showing the interaction between CsHMG and the PthA LRR domain. Yeast double-
tranformants, including controls (GAL4AD+GAL4BD-PthALRR and GAL4BD+GAL4AD-CsHMG), were grown in SC -Trp -Leu -His -Ade in the presence of

5 mM 3AT.
doi:10.137 1/joumnal.pone.0032305.9004

The ohservaton that CsHMG was the only prey to interact with
the four PthA variants (Fig 1) led us to map the PthA region
required for such interactions. As the C-terminal domain of PrhAs
is the least variable region among the PthA variants, and that this
region includes a leucine-rich repeat (LRR) that is invariable
among all PthAs [16], we tested whether the C-terminal would
account for the interaction with CsHMG. GST pulldown assays
were performed with PthA2 constructs carrying the entire C-
terminal domam or the LRR alone. Both the entire C-terminal
domain and the LRR alone mteracted with CsHMG, indicaring
that the invariable LRR is sufficient for the interaction (Fig. 4B
and C). This result was confirmed by a two hybrid assay which
shows that the LRR interacts with CsHMG in yeast (Fig. 4D),

CsHMG binds DNA and poly(U) RNA

HMGBs are highly abundant chromosomal proteins known to
bind DNA in a non-specific manner [26,27]. Thus, we examined
the ability of the recombinant CsHMG to bind DNA in gel-shift
assays by testing its interaction with two unrelated double-stmrand
DNA probes, one derived from the citus g5 promoter [28] and
another derived from a bacterial cloning veetor, As shown in
Fig. 5A. GsHMG bound to the two DNA probes, indicating that
the citrus protein does not display DNA sequence specificity, a
general feature of HMGs. Although this result is in line with the
literature data and with our observation that CsHMG made in E.
ol co-purifies with bacterial DNA (not shown), we also noticed
that the removal all waces of nucleic acids from our recombinant
CsHMG preparations required an RNase treatment, which
indicated that CsHMG had affinity for RNA as well. To test this
hypothesis, we performed gelshift assays to probe the binding of
CsHMG to single-strand RNAs, Surprisingly, we found that
CsHMG not enly binds to single-strand RNA in vitro but it shows
specificity to poly(U) RNAs (Fig. 5B, upper panel). The specific
binding of CsHMG to poly(U) RNA was further confirmed by an
UV-crosslinking gel-shift assay (Fig. 5B, bottom panel).

Next, to test whether CsHMG would preferentally bind 1o
poly(L7) RNA or DNA, we performed a competition gel-shift assay
using a double strand DNA as competitor. The results shown in
Fig. 5C suggest that CsHMG binds to the poly(U) RNA
preferentially.

CsHMG selectively binds to poly(U) RNA through its
HMG-box domain

To test whether CsHMG is capable of binding to non-
contignons U-rich sequences, an AU-rich probe was used in the
gel-shifi assays. As shown on Fig. 6A, no shified bands were
detected when an AU-rich RNA was used as a probe at different
concentrations, Moreover, the AlU-rich probe could not compete
with the poly(U) probe in a competition gel-shift assay (Fig, 6B),
indicating that the RNA-binding activity of CsHMG is specific
towards contignous U-rich sequences.

To map the CsHMG region responsible for the RNA
interaction, three truncated forms of CsHMG, CsHMGAN (no
N-terminal), CsHMGAC (no C-terminal) and CsHMGANAC
(only the HMG-box) were employed in gel-shift assays (Fig. 6C).
All truncations were capable of binding the poly(ll) probe
(Fig. 6D), indicating that the HMG-hox domain alone is sufficient
for the RNA-binding activity of CsHMG and to confer the

AED. PLoS ONE | www.plosone.org
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Figure 5. CSHMG shows DNA and RNA-binding activities in
vitro. (A) EMSA using the recombinant 6xHis-CsHMG protein (5 pg) and
DNA probes (200 ng) derived from the citrus pr5 promoter and the
muitiple-cloning site of the pBluescript vector. The DNA-protein
complexes and free probes detected by ethidium bromide staining
are indicated bg the arrows and asterisks, respectively. (B) Upper panel,
EMSA using “?P-labelled single strand RNA probes at a final
concentration of 12.5 nM and increased amounts of purified CsHMG
(0.1 and 0.5 pg). Shifted bands corresponding to CsHMG:RNA complex-
es observed with the poly(U) RNA and the free probes are indicated by
the arow and asterisk, respectively. Bottom panel, SD5-PAGE of UV-
crosslink EMSA showing the selective binding of CsHMG to the poly(U)
BNA probe (arrow). (C) EMSA using the **P-labelled poly(U) RNA as
probe at a final concentration of 12.5 nM, 100 ng of CsHMG and
increasing amounts of the double strand DNA (multiple-cloning site of
the pBluescript vector} as competitor. Shifted bands corresponding to
CsHMG:RNA complexes and the free probe are indicated by the arrow
and asterisk, respectively.

doi:10.1371/journal pone0032305.9005
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Figure 6, CsHMG selectively binds to poly(U) RNAs through its HMG-box domain. (A) EMSA showing that CsSHMG (0.5 and 1.0 pg) does not
bind to the AU-rich RNA probe (5'- UJAUUAUUUAUUUAUUUAUU-3). (B) Competition EMSA showing that the AU-rich RNA probe at 1, 10 and 30
times molar excess does not compete with the poly(U) probe for the binding to CsHMG, as opposed to the cold poly(U) probe. (C) Schematic
representation of the truncated versions of CsHMG used in the experiments depicted in D and E. (D) All CsHMG truncations were capable of binding
to the poly(U) RNA probe. (E) Competition EMSA showing that the AU-rich RNA probe at 1, 10 and 30 times molar excess does not compete with the
poly(U) probe for the binding to the HMG-box (CSHMGANAC), as opposed to the cold poly(U) probe, indicating that the HMG-box of CsHMG is

sufficient to confer the poly(U) RNA-binding specificity.
doi:10.1371/journal.pone 0032305.9006

specificity o poly(l7) RNA. In fact, CsHMGANAC retained its
selective binding to poly(U) even when the poly(AU) probe was
used as a competitor in the gelshif assay (Fig. 6E).

PthA4 forms higher molecular weight complexes with
poly(U) RNA in the presence of CsHMG

Considering that (i) CsHMG selectively binds to poly(l7) RNA,
(ii) CsHMG and PthA4 interact with two poly(A}-binding proteins,
(itij- most of the PthA4 interactors have RNA recognition motifs
and are implicated in mRNA stabilization and processing, (iv)
recombinant PthAs made in E. coli co-purifies with RNA. and (v)
the DNA-binding domain of PthAs is predicted o fold like a
pentatricopeptide  repeat (PPR) [28], a protein domain that
recognizes U-rich sequences and plays roles in mRNA stabilization
and editing [29-31], we tested whether PthA4 would interact with
RNA molecules. Surprisingly, we found that PthA4 and its intemnal
repetitive DNA-binding domain were capable of selectively
binding to poly(Ll) RNA in gel shift assays (Fig. 7A), Furthermore,
in the presence of CsHMG, PrhA4 formed higher molecular
weight complexes with pely(U) RNA (Fig. 7B}, suggesting
formation of a ternary complex.

Discussion

Despite the abundant genetic data showing that bacterial TAL
cffectors function as transeriptional activators in host cells, litde is
known about the molecular mechanism through which they act.

@ PLoS ONE | www.plosone.org

Previously, we identified CsCYP, CsTDX and CsUEV/CsUBCIT3
heterodimer as targets of PthAs. These proteins, which are
associated with the basal transcription machinery, interact with
each other and affect DNA repair [16]. Here, we present evidence
suggesting that PthAs target a novel nuclear multiprotein complex
whose components are implicated in chromatin remodeling and
repair, transcription regulation, mRNA stabilization/modification
and translatonal control (Tables | and 2).

A component of this protein complex, CsHMG, shows selective
binding to poly(17) RNA. Although hemologs of CsHMG i animals
participate in a variety of hiological processes associated with sex
determination, DNA repair and cancer [20,21.32,33], the roles
played by CsHMG homologs in plants are less clear [34,35]. Plant
HMGBs similar to CsHMG have been suggested to promote the
assembly of nucleoprotein complex involved in transcriptional
contral [19]. In maize, HMGB1 interacts with transeription factors
of the bZip and Dof families and promotes Dof DNA binding
through its acidic C-terminal domain [19.36]. In mammals,
HMGBI nteracts with the N-terminus of the TATA-binding
protein [TBP) w0 form a stable termary complex with TBP and the
TATA element to repress transeription [37,38]. Interestingly, the
basal transeriptional factor TFILA was shown to bind TBP and
displace. HMGBI from the inhibitory HMGB1/TBP/TATA
complex, allowing transcription initiation [39]. Thus, it is possible
that PthAs could play a similar role as TFIIA. This idea is in line
with the observation that PthAs bind to sites at or close to predicted
TATA-box elements of citrus promoters (unpublished results).
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Figure 7. PthA4 and its repetitive domain bind to poly(U) RNA.
(A) EMSA using “*P-labelled single strand RNA probes at a final
concentration of 12.5 nM and 100 ng of the purified full-length (FL)
PthA4 or its internal repetitive domain (RD). Shifted bands correspond-
ing to the RANA:protein complexes and the free probes are indicated by
the arrow and asterisks, respectively. (8) EMSA using the *2p_|abelled
single strand poly(U) probe and the recombinant full length PthA4 and
CsHMG. PthA4 forms higher molecular weight bands in the presence of
CsHMG (arrows). The CsHMG-poly(U) complex is not resolved from the
free probe (*) in the 6% polyacrylamide gel.
doi:10.1371/joumnal. pone 0032305.9007

The fact that CsHMG specifically binds to poly(lU) RNA
indicates however that it may play other roles beyond that of an
architectural  DNA-binding factor. Surprisingly, mammalian
HMGB1 was shown to bind branched rRNAs and inhibitr RNA
cleavage by a ribozyme, which implicares HMGBs in RNA
processing [23]. In this respect, it is worth noting that human
TRAX, which is 37% identical do CsTRAX, is a component of
the RNA-induced silencing complex (RISC) which displays
endoribonuclease activity [40.41], In veast, TRAX binds to
C1D, a SMC-interacting protein that is essential for the repair of
double-strand DNA breaks [42-44]. Additonally, the human
homolog of CsPCBP was shown to bind conserved UC-rich motifs
within the 3'-untranslated region of an mRNA [45]. Hence, the
putative citrus multiprotein complex identified here is thoughe to
play roles in DNA repair and RNA stabilization and/or processing
mechanisms.

Several lines of evidence support this idea. Firstly, some of the
protein-protein interactions identified by two-hybrid, relating for
instance CsSMC with CsTRAX and CsPABP2, were confirmed
by mass spectrometry analysis (Table 2), CsPABP1 and CsPABP2
are, respectively, homologous o human PABPN and PABPC,
which function as mRNA stabilizing and translation initiation
factors [46.47]. Notably, translation itiation and elongation
factors, as well as a homolog of tobacco AGO1 [48], were
identified as binding parmers of CsSMC and CsTRAX (Tahle 2.
Furthermore, human PABPN binds to PABPC in the presence of

. PLoS ONE | www.plosone.org
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RNA and to RRM proteins similar to CsRRMPL in a protein
complex involved in mRNA turnover [49,50]. Most importantly
however, mammalian PABPC was recently shown to be recruited
by RISC and to associate with CAF1/CCR4-NOT deadenylases
in a muldprotein complex that regulates gene silencing through a
miRNA-mediated mRNA deadenylation [51.52). Thus, consider-
ing that TRAX is a component of RISC: [40,41], AGOT was
found associated with CsSMC and CsTRAX (Table 2), and
CsVIP2 1s a CCR4ENOT domain protein, we propose a model
(Fig. 8) in which many the PthA4 interactors identified here are
components of a multiprotein complex similar to the mammalian
miRISC involved in miRNA-mediated deadenylation [51]. In this
model, CsHMG and CsPCBP would bind to UC-rich sequences in
the 3" end of the mRNA [45], whereas PABP1 and PABP2 would
attach to the adjacent poly{A) tail ereating a scaffold for the
assembly of CsSMC, CsTRAX. CsVIPZ, CsRRMPI and AGOI
(Fig. B). The fact that PthA4 selectively binds poly(l]) RNA,
apparently forming a ternary complex with CsHMG, is also
interesting. Even though not compatible with the TAL code [7.8], it
is worth noting that the DNA-binding domain of PthA, and related
TAL effectors, shows a superhelical strueture though o be similar to
that of PPR domains [28.53,54] involved in the recognition of U-
rich sequences in 5 and 3'mRNA termini [29-31].

Although it remains to be demonswated, I the ciirus protein
complex is the equivalent of the mammalian miRISC involved in
gene silencing [51], it is possible that by targeting such a complex,
PthAs might inhibit mRNA deadenylaton and decay, thus
increasing mRNA stability for the pioneer round of translation.
In line with this idea. it is interesting to note that importin-o, a
strong PthA interactor [16], have additional roles besides the
nucleocytoplasmic transport, Importin-a, together with importin-
B, were shown to interact with the cap-hinding complex (CBC),

Figure 8. Schematic model of the citrus multiprotein complex
comprising the PthA4-interacting partners. Protein-protein and
protein-RNA contacts involving the PthA4 interactors based on the
yeast two-hybrid, GST-pulldown and gel-shift assays described here,
and literature data. The citrus multiprotein complex is reminiscent of
that of mammalian miRISC involved in miRNA-mediated deadenylation
[51]. Importin-%, which interacts with all PthA variants [16] is also a
component of the cap-binding complex (CBC) which inhibits mRNA
deadenylation when in the presence of a poly(A)specific ribonucleases
[55-58]. It is suggested that by interacting with such proteins and with
poly(U) RNA (not necessarily simultaneously), PthA proteins may
displace some of the components of this complex thought to promote
deadenylation and mRNA decay and thus increase mRNA stabilization
and translation initiation. U-rich sequences found in both 5’ and 3" ends
of mRNAs could represent binding sites of CGSHMG and PthA4.
doi:10.137 1/journal pone.0032305.g008
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affect splicing, 3'-end formation and to inhibit mRNA dead-
enylation [55-58].

Finally, the idennfication of CsSMC as a hub in the PthA4
interactome is in agreement with recent data showing that
independently evolved effectors converge onto hubs as common
rargets [59]. Surprisingly. most of these hubs associate with
proteins controllng RNA hinding/translation, DNA binding/
chromatin remodeling/ transeription  and  ubiquitination  [59].
Although the Arabidopsis homolog of CsSMC was not identified
as a target of Preudomonas and Hvahp{mnuspom effectors, CsSMC is
related to SKIP-interacting protein 30, a rice hub [60].

Taken rogether, our data suggest thar PthA proteins target a
novel citrus multiprotein complex involved in mRNA stabilization
and processing associated with translational control.
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Winged-helix transcriptional factors play important roles in
the control of gene expression in many organisms. In the plant
pathogens Xylella fastidiosa and Agrobacteritun tumefaciens, the
winged-helix protein BigR, a member of the ArsR/SmtB family of
metal sensors, regulates transcription of the bigR operon involved
in bacterial biofilm growth. Previous studies showed that BigR
represses transcription of its own operon through the occupation
of the RNA polymerase-binding site; however, the signals that
modulate its activity and the biological function of its operon are
still poorly understood. Here we show that although BigR is a
homodimer similar to metal sensors, it functions as a novel redox
switch that derepresses transcription upon oxidation. Crystal
structures of reduced and oxidized BigR reveal that formation of a
disulfide bridge involving two critical cvsteines induces conforma-
tional changes in the dimer that remarkably alter the topography of
the winged-helix DNA-binding interface, precluding DNA bind-
ing. This structural mechanism of DNA association-dissociation is
novel among winged-helix factors. Moreover, we demonstrate that
the bigR operon is required for hydrogen sulfide detoxification
through the action of a sulfur dioxygenase (Blh) and sulfite
exporter. As hydrogen sulfide strongly inhibits cytochrome ¢ oxi-
dase, it must be eliminated to allow aerobic growth under low oxy-
gen tension, an environmental condition found in bacterial bio-
films, xylem vessels, and root tissues. Accordingly, we show that the
bigR operon is critical to sustain bacterial growth under hypoxia.
These results suggest that BigR integrates the transcriptional reg-
ulation of a sulfur oxidation pathway to an oxidative signal through
a thiol-based redox switch.

Winged-helix proteins belong to a larger ensemble of helix-
turn-helix (HTH)* factors employed by living organisms to
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sense and respond to diverse environmental cues (1). For exam-
ple, in bacterial cells, winged- helix transeriptional factors func-
tion as metal sensors, which control metal tolerance (2).

In the plant pathogens Xylella fastidiosa and Agrobacterium
tumefaciens, the winged-helix repressor protein BigR (biofilm
growth-associated repressor) controls the expression of the
bigR operon through the recognition of the —10 region in the
operator site, thus blocking transcription of the operon genes
(3). bigR operons are evolutionarily conserved in some plant-
associated bacteria and human opportunistic pathogens and
encode BigR itself, membrane transporters, and Blh, a
DUF442-B-lactamase domain protein related to the mito-
chondrial sulfur dioxygenase ETHEL involved in sulfide
detoxification in mammals (3, 4). Previous studies have
shown that the bigR operon is actively transcribed in Xylella
and Agrobacterium biofilms and that mutants lacking BigR
can attach more tightly to glass and root surfaces than nor-
mal bacteria. Although these results strongly indicated that
the bigR operon plays an important role in bacterial biofilm
formation or cell adhesion, the biological function of the
operon genes and the signals that modulate the repressor
activity of BigR remained elusive (3).

Due to sequence similarities to bacterial metal sensors, BigR
was designated a member of the ArsR/SmtB protein family.
Nevertheless, the sequence homology to metalloregulatory
repressors is restricted to the HTH DNA-binding domain, and
BigR does not preserve the metal-binding sites usually found in
the metal sensors (5). Moreover, the DNA binding activity of
BigR, activation of the operon, and growth of the Agrobacte-
rizem bigR™ and blh~ mutants were not influenced by metal
ions (3). These findings led us and others to propose that BigR
and a related group of uncharacterized ArsR-like proteins (sup-
plemental Fig. S1) comprise a new subfamily of winged-helix
repressors (3,6, 7).

In this new subfamily of winged-helix repressors, a conserved
methionine (Met-18) and two invariant cysteines (Cys-42 and
Cys-108) are predicted to be close in the structure, suggesting a
structural or functional role in protein activity or regulation (3).
Interestingly, the conserved cysteines, which are not present in
the metal sensors, are found in the recently characterized SoxR
regulator (supplemental Fig. S1) involved in sulfur oxidation
(8). Thus, the similarities shared by BigR and Blh with SoxR and
ETHE1, respectively, suggested a role of the bigR operon in
sulfur metabolism.
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Here we show how the conserved cysteines affect the DNA
binding activity of BigR through a structural mechanism of
DNA association/dissociation that is novel among the winged-
helix repressors. In addition, we provide evidence suggesting
that Blh is structurally related and functions as a glutathione-
dependent sulfur dioxygenase similar to mouse ETHEI and
that its activity is coupled to a sulfite exporter. In summary, our
results unveil the biological role of the bigR operon in hydrogen
sulfide detoxification under oxygen-limiting conditions. These
features may help bacterial cells to form thicker biofilms and to
colonize plant tissues with low oxygen tension.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Protein Purification and Crystallization—Xylella BigR was
initially purified by ion exchange and hydrophobic interaction
chromatographies and crystallized as described previously (9).
In an alternative purification protocol, protein extracts were
loaded into a Q Sepharose fast flow in 20 mm Tris-HCI, pH 7.5,
with 0.5 mm DTT. After elution, BigR was dialyzed in the same
buffer, loaded into a Hi-Trap heparin HP column, and eluted
with alinear NaCl gradient. The protein was further purified on
a Superdex G75-16/60 column, and crystals were obtained by
mixing 1 pl of protein solution (6.5 mg/ml in 20 mm Tris-HCI,
pH 7.5, 50 mm NacCl, 0.5 mm DTT) with 1 pl of reservoir buffer
(100 mm imidazole, pH 8.0, 10% PEG 8000).

X-ray Data Collection and Processing—X-ray diffraction data
from native and Se-Met-labeled crystals were collected at the
Brazilian Synchrotron Light Laboratory, and although data
processing indicated that the crystals belonged to space group
P321 (9), structure refinement could only be performed with-
out imposing any crystal symmetry. Thus, diffraction data col-
lected from Se-Met-labeled crystals at the wavelength corre-
sponding to the maximum of f" was reprocessed in the triclinic
space group using the XDS package (10). This data set was
chosen due to its higher completeness in space group P1 in
comparison with the native data set. Statistics from this data set
were labeled as oxidized BigR (see Table 1).

The crystals produced by the alternative purification proto-
col were cryoprotected with 30% (v/v) PEG 400 added to the
mother liquor prior to flash-cooling in a 100 K nitrogen stream.
The erystals belonged to space group P1 and diffracted up to
2.5-A resolution. The diffraction data corresponding to
reduced BigR were processed with the XDS package, and the
statistics are shown in Table 1.

Structure Solution and Refinement—The structure of the oxi-
dized form of BigR was solved by multiwavelength anomalous
diffraction method from Se-Met-labeled crystals. Initial phase
calculation in the space group P3,21 and density modification
using autoSHARP (11) resulted in interpretable electron den-
sity maps. Nevertheless, although alternating cyeles of model
building using COOT (12) and refinement with REFMACS5 (13)
allowed the modeling of 96 out of the 102 residues expected in
the asymmetric unit (a single monomer), R, ../Rg.. values
remained at 0.230/0.263, and the addition of water molecules
caused the R to rise. Refinement was done against both
native and derivative data processed in the space group P3,21,
and the same problem was encountered. At this point, lower
symmeltry space groups were applied, and structure refinement
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could only be accomplished in P1. Diffraction data collected
from the Se-Met-labeled crystal at the wavelength correspond-
ing to the maximum of {" were reprocessed in P1, and the struc-
ture refinement was performed with BUSTER 2.9.1 (14). Non-
crystallographic symmetry was applied in all steps of the
refinement using the local structure similarity restraints
method implemented in the program BUSTER. The local struc-
ture similarity restraints method involves local distances
between pairs of atoms instead of domain separation as in con-
ventional superposition-based non-crystallographic symmetry
treatments. The “autoncs” method in BUSTER automatically
detects and applies the local structure similarity restraints.
Alternating cycles of refinement and model building using
COOT (12) allowed the modeling of 603 out of the 612
expected residues for the six monomers in the asymmetric unit.
One hundred and thirty three solvent atoms were added during
the last refinement cycles, and the R-factor/Rg,., values con-
verged to 0.209/0.242. The stereochemistry of the model was
analyzed with MolProbity (15), and no outliers were observed
in the MolProbity Ramachandran plot, which showed 94.3%
of the residues in the most favored region. Additional refine-
ment details are summarized in Table 1.

The structure of reduced BigR was solved by molecular
replacement with the program PHASER (16) using the atomic
coordinates of an E. coli repressor YgaV (PDB code 3CUO) (17)
as the search model. BigR shares 29% identity and 55% similar-
ity at the amino acid level with YgaV. Two copies of the poly-
alanine dimer used as model were placed in the asymmetric
unit. Extensive attempts to use the oxidized form of BigR as a
model for molecular replacement were unsuccessful, possibly
due to the structure flexibility. Model refinement was per-
formed by alternating cycles of BUSTER with visual inspection
of the electron density maps and manual rebuilding with
COOT. Non-crystallographic symmetry was applied in all steps
of the refinement. A total of 385 residues were modeled out of
the 408 expected tor the four monomers in the asymmetric
unit. The stereochemistry of the model was analyzed with Mol-
Probity, and no outliers were observed in the Ramachandran
plot with 99.2% of the residues in the most favored region.
Additional refinement details are summarized in Table 1. Elec-
trostatic potentials were calculated using the Adaptive Poisson-
Boltzmann Solver (18) through the PDB2PQR Server (19). The
three-dimensional coordinates of oxidized and reduced BigR
have been deposited in the Protein Data Bank (accession codes
3PQK and 3PQ)], respectively).

Molecular Modeling and Docking—The crystal structures of
the Arabidopsis thaliana ETHE] protein, 2GCU (20), and Esch-
erichia coli rhodanese YnjE, 3IPP (21), were used as templates
for restraint-based modeling of the Blh ETHEI-like and
DUF442 domains, respectively, using MODELLER (22). Ten
models were generated based on the alignment obtained by the
prediction method pGenTHREADER from the PSIPRED server
(23-25). Models were evaluated with the discrete optimized
protein energy potential, and those with the lower global scores
were selected for explicit solvent molecular dynamics simula-
tion using GROMACS (26) to check their stability and consis-
tency. The overall and local quality analyses of the final models
were assessed by VERIFY3D (27), PROSA (28), and VADAR
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(29). Three-dimensional structures were displayed, analyzed,
and compared using the program COOT (12).

GSH were modeled into the putative active site of the
ETHEI-like domain of Blh using the Molegro Virtual Docker
(30). Typical docking runs consisted of a single ligand with the
ETHET1-like domain with no solvent molecules. The iron metal
in the binding site was considered in the docking runs, taking
into account steric (van der Waals) and electrostatic interac-
tions. The docking procedure was randomized with a minimum
of 10 runs and 5000 iterations per ligand. The best 10 poses
(ligand orientation) generated were recalculated and reranked
by analyzing the energy scores, binding affinities, and ligand-
residue (H-bond) interactions. Video images were produced
using the UCSF Chimera package from the Resource for Bio-
computing, Visualization, and Informatics at the University of
California, San Francisco (31).

Protein Oxidization and Disulfide Bond Fermation—E. coli
cells expressing the Hisg-BigR protein were lysed in the pres-
ence of 30 mum oxidized glutathione (GSSG). The lysates were
incubated for 30 min on ice, and the protein was purified by
affinity chromatography (3). BigR samples were analyzed by
mass spectrometry and gel-shift assays.

Molecular Mass Determination by Mass Spectrometry—Pu-
rified BigR with reduced and oxidized thiols were treated with
50 mm iodoacetamide and analyzed by a Q-ToF Ultima API
spectrometer (Waters Corp.), operated in MS continuum
mode. Data acquisition was from m/z 100-3.000 at a scan rate
of 1 s and an interscan delay of 0.1 s. The spectra were accumu-
lated over about 300 scans, and the multiple charged data pro-
duced on the m/z scale were converted to the mass scale using
the maximum entropy-based software (32) supplied with the
MassLynx 4.1 software package. The processing parameters
were: output mass range was 6.000 —20.000 Da at a resolution of
0.1 Da/channel, the simulated isotope pattern model was used
with the spectrum blur width parameter set to 0.2 Da, and the
minimum intensity ratios between successive peaks were 20%
(leftand right). The deconvoluted spectrum was smoothed (2 X
3 channels, Savitzky-Golay smooth), and the mass centroid val-
ues were obtained using 80% of the peak top and a minimum
peak width at half-height of four channels.

Site-directed Mutagenesis and Gel-shift Assays—The Cys-42
and Cys-108 residues were each replaced by serines by site-
directed mutagenesis, generating the C42S (M1) and C108S
(M2) mutant proteins. The proteins, subcloned into pET28a,
were expressed as His, fusions, purified by affinity chromatog-
raphy, and used in gel-shift assays as described previously (3),
except that those treated with GSSG were also incubated with
tris(2-carboxvethyl)phosphine prior to analysis.

Fluorometric Assays—GFP fluorescence as a measurement of
the transcriptional activity of the operon was performed as
described previously (3). Bacterial cells carrying the reporter
plasmid (Blh promoter fused to GFP) were transformed with
the wild type and mutated BigR proteins. Cells were grown in
LB medium to A4y ore = 1.0, and the expression of the repres-
sors was induced by 0.1 mu isopropyl-1-thio- B-p-galactopyra-
noside. After growth at 37 °C for 3 h, cells were collected, resus-
pended in PBS buffer, and lysed with lysozyme (0.2 mg/ml) in
the presence of 10 mm GSSG for 2 h on ice. The suspension was
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disrupted by sonication, and GFP fluorescence was measured in
the supernatant.

Growth of Agrobacterium Cells—The wild type A. tumefa-
ciens strain C58 and the insertion mutants defective in BigR
(bigR ™) and Blh (bl ™) production were grown in YEP medium,
pH 7.5, as described previously (3), or in YEP supplemented
with 50 mm MES buffer, pH 5.8. For growth in gradient plates, 3
el of a bacterium suspension (A .., = 0.05) were spotted on
each plate containing ammonium sulfide (0 -1 mm), thiosulfate
(0-25 mm), or GSSG (0-5 mm), and the cells were grown at
30°C for 2- 4 days.

Sulfite production by the bacterial cells was measured semi-
quantitatively using the sulfite test strips (Merckoquant,
Merck), by visual comparison of the reaction zone of the test
strip with the color scale provided by the manufacturer. Bacte-
rial cells were grown at 30 °C for 16 h in buffered YEP, pH 5.8,
supplemented with 0.5 mm ammonium sulfide. Cells were
removed by centrifugation, and the amount of sulfite was mea-
sured in the supernatant.

A. tumefaciens wild type and insertion mutants were grown
inside glass vials with screw-capped gas-tight seals, Three pl of
the bacterial suspensions were streaked on the surface of the
MES-buffered medium. The vials were closed tight and purged
with 100% nitrogen at a flow rate of 25 ml/min using inlet and
outlet needles. Bacterial cells were grown at 30 °C for different
time periods under atmospheric oxygen or after a purge with
0.75 or 1.5 liters of nitrogen.

RESULTS

BigR Shows a Typical Winged-helix Fold but Two Redox
States—To gain insights into the structure-function relation-
ship of BigR and to elucidate the structural/regulatory role of
the conserved cysteines in this type of winged-helix repressor,
the crystal structure of BigR was solved. We observed that BigR
purified by two independent procedures produced two types of
protein crystals (Table 1). Surprisingly, the three-dimensional
structures derived from these crystals revealed that although
BigR adopts a typical winged-helix fold of homodimeric repres-
sors of the ArsR family, the protein was found in two redox
states. The structure of oxidized BigR revealed an intrachain
disulfide bond between the conserved Cys-42 and Cys-108 res-
idues that links helix 2 to helix 5 (Fig. 1, A and B). This obser-
vation strongly suggested that the invariant cysteines could
indeed play a critical role in the structure and function of the
rEepressor.

The Cys-42-Cys-108 Disulfide Bridge Induces Conforma-
tional Changes in BigR—\hen the structures of oxidized and
reduced BigR were compared with each other, significant
changes in the tertiary and quaternary structures of the repres-
sor were observed. The main conformational changes between
the two redox-state monomers occur in the N terminus of helix
1, B-hairpin wing, and C terminus of helix 5 (Fig. 14). The loop
preceding helix 4 also adopts a slightly different conformation.
Most notably, however, in reduced BigR, the B-hairpin wing
approaches helix 4 more closely, whereas in oxidized BigR, the
disulfide bond induces a large displacement of helix 5 and intro-
duces a small 3,, helix comprising residues Cys-108 -Glu-111
(Fig. 14). In addition, the BigR quaternary structures show a
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TABLE1
Data collection and refinement statistics
Oxidized BigR Reduced BigR
Data statistics®
Space group Pl £l
Unit cell a=336Ab=34374; a=4059A; b =4784 4, ¢ =5470 A a = 90.03° B = 89.96"%
c=14131Aa=8= ¥ = 105.34°
2001 y = 120.01°
Wavelength (A) 0.9795 1433
Resolution range (A) 29,01-2.10(2.22-2.10) 39.10-2.50 (2.63-2.50)
No. of unique reflections 30801 13185
Multiplicity 22 39
Completeness (%) 94.0 (92.4) 938 (83.8)
<l/a(l}> 113 (2.8) 13.2 (4.0)
Riess (%) 6.7 (45.8) 9.7 (43.7)
Refinement statistics

Resolution range (A) 18.59-2.10 20.86-2.50
No. of reflections 30782 13169
Rl Rpce 0.209/0.242 0.194/0.249
r.m.s.d.” bond length (A} 0.010 0.010
r.m.s.d.” bond angle (*) 103 1.17
Mean B-value protein (all atoms) (A”) 37.3 4330
Mean B-value solvent (A%) 413 44.86
Protein atoms 4603 2923
Solvent atoms 133 129
Residues in Ramachandran plot regions (%)

Most favored 94.25 99.18

Allowed 575 0.82

Outliers 0 0

“ Numbers in parentheses are for the highest resolution shell.
" r.ms.d., root mean square deviation.

remarkable reorientation of the HTH domain and B-hairpin
wing of one monomer relative to the other upon the disulfide
bond formation (Fig, 1C). The dimer of reduced BigR is much
more compact. For instance, the distance between the C-a
atoms of Gln-67 (helix 4) from opposite monomers goes from
34.8 A in the oxidized structure to 31.2 A in reduced BigR
(Fig. 1C).

Oxidized BigR Does Nol Bind to DNA, Allowing Transcription
of Its Operon—The fact that BigR was found in two redox states
strongly suggested that the Cys-42-Cys-108 disulfide bridge
observed in the crystal structure was the basis of a DNA asso-
ciation/dissociation mechanism and transcriptional regulation
of the operon. To test this hypothesis, BigR was expressed in the
presence and absence of molar excess of GSSG to promote
intrachain disulfide bond formation. Mass spectrometry analy-
sis of the purified proteins revealed molecular mass peaks con-
sistent with a mixture of reduced (S-H) and oxidized (S-5)
forms of BigR on both GSSG-treated and untreated samples
(supplemental Fig. 52), indicating that the GSSG treatment was
effective to promote the intrachain disulfide bond formation.

Gel-shift assays showed that BigR from the GSSG-treated
sample does not bind to its target DNA, except when in the
presence of the reducing agent tris(2-carboxyethyl)phosphine
(Fig. 2A). These results indicated that in the oxidized form,
BigR loses its affinity to DNA. To confirm this, the Cys-42 and
Cys-108 were each replaced by serines, and the DNA binding
properties of the mutated proteins were evaluated. Asexpected,
both the C42S and the C108S mutants shifted the target DNA,
similar to the wild type BigR in its reduced form (Fig. 2B). In
addition, the mutated proteins strongly repressed the tran-
scription of a GFP reporter gene under the control of the BigR
target promoter, similar to the wild type BigR (Fig. 2C). Because
the mutated proteins cannot form an intrachain disulfide bond,
the results confirm that BigR binds to DNA in its reduced form.

RCEEVEN
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To show, however, that BigR releases transcription upon
Cys-42-Cys-108 bond formation, the wild type and mutated
proteins were expressed in E. coli carrying the operon reporter
plasmid, and the expression of the reporter gene was quantified
in response to the GSSG treatment. The results clearly show a
significant increase in GFP fluorescence only in the GSSG-
treated cell extracts expressing the wild type BigR, thus con-
firming that in the S-S form, BigR dissociates from DNA,
allowing transcription of the operon (Fig. 2D).

The Structural Basis of the Molecular Switch and Redox-reg-
ulated DNA Binding—The crystal structures of oxidized and
reduced BigR provide the structural basis of the redox-reg-
ulated DNA binding. In the oxidized dimer, the side chains
of a number of basic residues from both monomers are
exposed and arranged in a slightly less compact and contin-
uous basic patch when compared with the reduced dimer
(Fig. 3, A and B). These residues are from the HTH domain
and B-hairpin wing and are predicted to bind DNA (33).
Thus, in the more open conformation of oxidized BigR (Fig.
1C), the side chains of these basic residues are thought to
retract from DNA. In addition, a closer look at the Cys-42
and Cys-108 environments reveals the molecular basis of the
redox switch. In reduced BigR, the N terminus of helix 1 sits
in between helices 2 and 5 of the opposite monomer (Fig. 3,
Cand D). Accordingly, the C terminus of helix 5 retracts, and
the side chains of Cys-42 and Cys-108 are no longer in posi-
tion to interact. Furthermore, in reduced BigR, the side chain
of the conserved Met-18, which is stabilized by a hydropho-
bic interaction with Tyr-104 from the opposite monomer,
occupies almost the exact position of the disulfide bond in
the oxidized structure (Fig. 3D). The Cys-42 sulfur acts as a
proton donor in a hydrogen bond with the carbonyl oxygen
of Leu-38, whereas the Cys-108 sulfur forms a hydrogen
bond with the main-chain amide of Met-13 from the oppo-
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A

FIGURE 1. Structure and conformational changes of oxidized and
reduced BigR. A, structural comparison of the oxidized (blue) and reduced
(red) monomers. The intrachain disulfide bond is represented as sticks, and
the corresponding cysteine residues are labeled. Secondary structure ele-
ments are indicated. B, 2F, — F_ electron density map contoured at 1.2¢
showing the disulfide between Cys-42 and Cys-108 in the oxidized monomer
A. C, superposition of the BigR dimers. Light and dark colors are used to dis-
tinguish the homodimer subunits. The figure was produced by superposing
the C-a atoms of residues 21-32 (helix 1) from both monomers. The distances
between the GIn-67 C-« atoms of helix 4 from opposite subunits are
indicated.

site monomer. The Cys-108 -Met-13 interaction contrib-
utes to the stabilization of the twisted conformation of helix
1 in reduced BigR, whereas in oxidized BigR, Met-18 is
largely displaced and interacts with Met-39 from the oppo-
site monomer. Met-39 is partially conserved in this subgroup
of winged-helix repressors and is replaced in some repres-
sors by a leucine, which conserves the hydrophobic charac-
ter in this position (supplemental Fig. S1). In summary, a
network of interactions involving sulfur-containing residues
appears to regulate the redox-induced conformational
changes in BigR. This observation, together with the fact that
BigR and Blh are both similar to proteins involved in sulfur
oxidation, led us to investigate a possible role of BigR and its
operon in sulfur metabolism.,

The bigR Operon Is Requtived for Hydrogen Sulfide Detox-
ification—Despite the low sequence identity observed between
the B-lactamase domain of Blh and the sulfur dioxygenase
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FIGURE 2, Oxidized BigR ceases from binding to DNA and releases tran-
scription. A, gel-shift assay showing that oxidized (5-5) BigR does not bind to
the target DNA as reduced (S-H) BigR; however, binding is restored upon
tris(2-carboxyethyl)phosphine (TCEP) treatment. Shifted bands are indicated
by arrows, and FP is the free probe. B, gel-shift assay showing that both the
C425(MT1)and the C1085 (M2) mutants bind to the target DNA as the wild type
(W) protein. Shifted bands are indicated by arrows, and FP is the free probe.
C, GFP fluorescence as a measurement of the transcriptional activity of the
bigR operon reporter plasmid alone (Rep) or in the presence of the wild type
BigR, M1, or M2 proteins. D, GFP reporter gene assay of E coli cell extracts
expressing the wild type or mutated BigR proteins, in the presence (5-5) or
absence (5-H) of GSSG. Error bars indicate S.E.

ETHEL, protein sequence alignments show that the amino acid
residues that are involved in metal binding or that have been
shown to affect the function of the human ETHEI protein (20)
are conserved in Blh (supplemental Fig. $3). Moreover, molec-
ular modeling not only indicates that Blh is structurally related
to ETHEL but supports previous data showing that these are
glutathione-dependent enzymes (34) (supplemental Fig. S3).
Thus, to test whether Blh would play a role similar to mamma-
lian ETHEL in hydrogen sulfide oxidation, we employed the
Agrobacteriwm bili~ and bigR™ mutants. Although the bl
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FIGURE 3. The structural basis for the redox-regulated DNA binding in
BigR. A, basic residues potentially involved in DNA interaction in oxidized
(blue) and reduced BigR (red) are represented in ball-and-sticks format. Dark
and light colors are used to distinguish monomers A and B, respectively. Res-
idues marked with an asterisk are replaced by alanines in the refined struc-
ture, and their side chains were modeled to produce this image. B, electro-
static surface of reduced (top) and oxidized (bottom) BigR showing
differences in the basic DNA-binding region as well as in the negatively
charged surface of the opposite face of the dimers. The bonds for potential
contour map visualization are = 2 kT/e. C, comparison of the secondary struc-
ture elements in oxidized (blue) and reduced (red) BigR showing the N termi-
nus of helix 1 in between helices 2 and 5 in the reduced structure. Dark and
light colors correspond to monemers A and B, respectively. D, stereo view of
the Cys-42 and Cys-108 neighborhood depicting a network of suifur-contain-
ing residues.

mutant does not produce Blh, the bigR™ mutant expresses high
levels of the operon proteins (3). The Agrobacterium wild type
and mutant cells were grown in the presence of bismuth
(BIGGY agar), an indicator of hydrogen sulfide production. As
sulfide combines with bismuth, brown to black pigmented col-
onies develop. In agreement with the operon regulation, the
bigR™ mutant produces tewer pigmented colonies when com-
pared with the wild type bacteria (Fig. 44), suggesting that
when the operon is activated, hydrogen sulfide does not accu-
mulate. By contrast, the 5(h~ mutant grows much darker colo-
nies in BIGGY agar than the wild type and bigR™ cells, indicat-
ing that it accumulates higher levels of hydrogen sulfide.

To further verify whether hydrogen sulfide affects bacterial
growth, the A. tumefaciens wild type and mutant cells were
grown under increased amounts of thiosulfate or ammonium
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FIGURE 4. The bigR operon is required for hydrogen sulfide detoxifica-
tion. A, growth of A tumefaciens wild type and bigR~ and blh~ insertion
mutants in BiGGY agar medium, showing that the blh  cells accumulate
higher levels of hydrogen sulfide relative to wild type (wf) and bigR ™ mutant.
Band C, growth of the wild type, bigR —, and bih~ cells in thiosulfate (0-25 mwm)
or ammeonium sulfide (0 -1 ma) gradient plates, respectively. D, effect of pH
on the toxicity of 1 mm ammonium sulfite relative to control (no ammonium
sulfide). The growth ofthe bih  cellsis affected by the acidic pH only. Bacterial
cells were plated as indicated in A. E, sulifite levels in the culture supernatants
of wildtype, bigR—, and bih ™ cells estimated by the sulfite test strip, according
to the scale. Culture medium without bacterial growth (control) is shown for
comparison.

sulfide, which at acidic pH generate hydrogen sulfide. It was
found that although &/h~ cells are more sensitive to thiosulfate
and ammonium sulfide, higR ™ cells are able to tolerate higher
amounts of both compounds relative to the wild type bacteria
(Fig. 4, B and C), indicating that the bigR operon is important
for hvdrogen sulfide detoxification. The toxic effects of ammo-
nium sulfide and thiosulfate are pH-dependent and were
observed at pH ~5.8, (Fig. 4D), which is close to the pH where
molecular hydrogen sulfide predominates in solution. Because
blli~ eells accumulate higher levels of hydrogen sulfide, their
growth is inhibited by the low pH (Fig. 4D).

These results indicated that Blh acts as a sulfur dioxygenase
similar to mouse ETHE1, which oxidizes hydrogen sulfide to
sulfur dioxide (4). Because sulfur dioxide readily interconverts
into sulfite and one of the proteins of the bigR operon carries a
TauE domain found in sulfite exporters (35), we tested whether
the bacterial cells would export sulfite. Surprisingly, higher
amounts of sulfite were detected in the culture supernatants of
the bigR™ relative to wild type and b/~ cells in medium sup-
plemented with ammonium sulfide (Fig. 4E), strongly indicat-
ing that when the operon is active, sulfite is exported. Taken
together, the results show that the bigR operon is important for
hydrogen sulfide detoxification through the action of a sulfur
dioxygenase that operates in conjunction with a sulfite
exporter.
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FIGURE 5. The bigR operon is critical for growth under oxygen-limiting
conditions. A, growth of A. tumefaciens wild type and bigR~ and bih~
mutants under nitrogen-purged atmospheres (N,). Bacterial cells were grown
for the time periods indicated either under atmospheric oxygen or after a
purge of nitrogen. 8, after incubation under nitrogen-purged air (0.75 or 1.5
liters of N,) for the time periods indicated, the flasks were opened, and the
cells were further grown for 2-4 days to show that oxygen restored their
growth. Atmos. O, under atmospheric oxygen.

The bigR Operon Is Critical to Sustain Growth under Hypoxia—
Hydrogen sulfide is a potent inhibitor of cytochrome ¢ oxidase
(36). Because X_ fastidiosa and A. tumefaciens are obligate aer-
obic organisms (37, 38), we thought that hydrogen sulfite accu-
mulation due to metabolic processes might become a limiting
factor for bacterial growth in environments of low oxygen ten-
sion, particularly in places where these organisms live. For
instance, oxvgen levels in vascular tissues and roots can vary
considerably, depending on the organism, plant age, tissue type,
and cortex architecture, and can be as low as 0.5% (39-43). To
test whether the bigR operon plays an adaptive role under oxy-
gen-limiting conditions, the A. tumefaciens wild tvpe and
mutant cells were grown under nitrogen-purged atmospheres.
As observed in Fig. 54, the growth of the bl mutant was
impaired in nitrogen-purged air, relative to the wild type and
bigR™ mutant. On the other hand, the bigR™ mutant grew faster
under nitrogen-purged air and recovered faster from lack of
oxygen than the wild type and b/~ mutant after subsequent
cultivation in atmospheric oxygen (Fig. 5B). Thus, the results

26154 JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY

show that low oxygen tension is a limiting factor for the growth
of hydrogen sulfide-producing bacteria and that the bigR
operon, which detoxifies hydrogen sulfide, allows bacteria to
survive in oxygen-limited environments.

DISCUSSION

To successfully colonize the plant vascular tissue and to
induce crown galls, which are made of numerous vascular bun-
dles, X fastidiosa and A. tumefaciens, respectively, have to
adapt to these particular niches (44, 45). Here we show that the
bigR operon in these pathogens, previously shown to influence
bacterial biofilm formation (3), is required for hydrogen sulfide
detoxification to allow bacterial growth under oxygen-limited
conditions. Because hydrogen sulfide inhibits respiration, aer-
obic obligate bacteria such as Xylella and Agrobacteriim must
eliminate it to be able to grow under hypoxia, an environmental
condition encountered by these pathogens in the interior of
plant tissues (39, 41, 43). The data presented here indicate that
hydrogen sulfide is oxidized to sulfite by the sulfur dioxygenase
Blh and that sulfite, which is also toxic to the cells, is exported.
This mechanism of hydrogen sulfide detoxification has not
been reported before, and it highlights the adaptive role of the
BigR operon in the colonization of the plant vascular tissues. In
addition, production of hydrogen sulfide in bacterial biofilms
may inhibit cell growth if oxygen levels in the biotilm layers are
limited. This explains why the bigR operon is expressed at
higher levels in Xylella and Agrobacteritm biofilms (3). At least
in the Xylella-citrus interaction, biofilm formation inside xylem
vessels is the main cause of disease. Curiously, substantial quan-
tities of sulfur were detected in Xylella biofilms inside the xylem
vessels, and sulfur-linked structures on the surface of bacterial
cells were suggested to promote bacterium adhesion and aggre-
gation (44). Because the bigR™ mutant appears to be more
“sticky,” it is possible that the bigR operon may also favor bac-
terial aggregation by increasing the external sulfur contents
through the export of sulfite.

Related BigR operons occur in other plant and human oppor-
tunistic pathogens, and in a number of cases, the DUF442
domain of Blh is found separate from the ETHE1-like domain,
an indication that these domains have independent but coupled
enzymatic activities (3). Although Blh seems to function as a
sulfur dioxygenase, the precise role of DUF442 is still unknown.
DUF442 is structurally related to protein-tyrosine phospha-
tases (46); however, the C-(X).-R motif of the catalytic loop of
classical protein-tyrosine phosphatases is replaced by C-(X),-R
in Blh. Thus, we searched for proteins having the C-(X),-R con-
sensus and found that rhodaneses (sulfurtransterases) have
highly conserved active-site loops with a CRYGX(R/T) motif
(47). Surprisingly, the superposition of the Blh DUF442 with
the catalytic domain of E. celi rhodanese YnjE (21) shows that
the two domains have a similar fold and a remarkable conser-
vation of the active-site residues, including the catalytic cys-
teine (supplemental Fig. $4), suggesting that DUF442 could
display a rhodanese-like activity. Considering that rhodane-
ses catalyze the transfer of sulfane sulfurs and have been
implicated in cyanide detoxification (48), it is possible that
by acting as a rhodanese, DUF442 could provide an extra
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FIGURE 6. Conformational changes of BigR and related metal sensors,
A, superposition of the BigR and SmtB dimers showing the confarmational
changes in the quaternary structures of reduced (red) and oxidized (blue) BigR
relative to the structures of SmtB in its apo (purple) and zinc-bound forms
(pink). Oxidized BigR adopts a more compact conformation than the apo and
zinc SmtBs, as judged by the distances between the C-« atoms of GIn-67 (34.8
A} and equivalent His-78 in the apo (40.9 A) and zinc SmtB (37.4 A). B, super-
position of BigR and CzrA dimers showing that oxidized and reduced BigR
have quaternary conformations similar to zinc CzrA (orange) and CzrA bound
to DNA (yellow), respectively, indicating that the more compact (closed) con-
formation associated with high DNA binding affinity is conserved between
BigR and CzrA. The figures were produced by superposing the C-« atoms of
helix 1 of both monomers.

protection against cytochrome ¢ oxidase inhibition under
low oxygen tension.

In addition to the role played by the bigR operon, the
three-dimensional structures of the BigR repressor pre-
sented here show that although BigR has a typical winged-
helix fold of homodimeric repressors, its DNA binding activ-
ity is modulated by the redox status of a cysteine pair. To our
knowledge, this is the first report on a winged-helix repres-
sor whose mechanism of DNA association/dissociation is
controlled by a redox switch involving a disulfide bond.
Thus, we propose that BigR and related proteins be consid-
ered as a new subfamily of HTH repressors, named redox
switches. In these repressors, a disulfide bridge between hel-
ices 2 and 5 induces large conformational changes in the
dimer that lead to a retraction of the DNA-binding strue-
tures, precluding DNA interaction.

Conformational changes in the quaternary structure of
homodimeric wing-helix repressors were reported for the
metal sensors SmtB and CzrA (2, 49). A comparison of the
quaternary structures of BigR, SmtB, and CzrA shows that BigR
in its open conformation (oxidized form) is more compact than
both apo and zinc SmtB structures and becomes even more
compact when reduced (closed conformation) (Fig. 64). On the
other hand, although the conformations of apo and zinc CzrA
are virtually the same (49), the quaternary structures of zinc
CzrA and CzrA bound to DNA are similar to the oxidized and
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reduced BigR structures, respectively (Fig. 68). Thus, despite
the fold similarities found between BigR and metal sensors, the
dimer conformation associated with high DNA binding affinity
does not appear to be conserved among these repressors
because the closed conformation of SmtB bound to metal has
the lower DNA binding affinity (2). Considering that charge
distribution in the winged-HTH domain of BigR is not substan-
tially altered between the low and high DNA binding affinity
conformations (Fig. 3B), the binding-site topography and rela-
tive orientation of the winged-HTH domains become relevant
for DNA regulation. In this respect, it is notable that BigR foot-
prints a 22-bp palindrome extending ~75 A (3), a distance that
matches more closely the length of the DNA-binding site of
reduced BigR than the oxidized BigR, estimated to be ~84 A
long. Furthermore, the consensus BigR box has two conserved
TATA elements separated by ~28 A (3). Because the heads of
helices 4, predicted to contact the major groove of the DNA (33,
49), are ~31 A apart in reduced BigR (Fig. 1C), it is reasonable
tosuggest that they would recognize the two TATA elements of
the BigR box. Interestingly, the distance between the two
winged-helix domains of the CzrA dimer in complex with its
target DNA is slightly wider than that of reduced BigR (Fig. 6B),
which is consistent with the fact that CzrA recognizes a longer
28-bp palindrome (49). Therefore, it appears that BigR and
related proteins change the aperture of their winged-HTH
domains not only to control their DNA binding affinity but also
to match their target DNA sequences.

Redox-sensitive transcriptional factors belonging to other
protein families have been described. The prokaryotic OxyR
and yeast Yapl, which play roles as hydrogen peroxide sensors,
are also modulated by intramolecular disulfide bonds (50, 51).
In the case of OxyR, the disulfide bond causes a structural
change in the DNA-binding domain of the repressor, affecting
DNA regulation (52). Similarly, reversal of disulfide bond for-
mation between distant cysteines is an effective way to induce
large conformational changes in the DNA-binding domain of
BigR. The transition between the two BigR redox states can be
viewed in the animation depicting the molecular movement
displayed by the BigR dimer, which resembles a butterfly move-
ment (supplemental Movie S1).

A question that remains unanswered is what oxidizes
BigR. Structural comparisons between the reduced and oxi-
dized dimers reveal that although there is a channel leading
to the disulfide bridge in oxidized BigR, the unbound cys-
teines are inaccessibly buried in the structure of the reduced
protein (supplemental Fig. S5). This helps to explain why
BigR is easily reduced but difficult to oxidize. Although we
have some clues of what factors might have contributed to
the oxidation of BigR during its purification, how BigR is
oxidized in vivo is presently unknown. Hydrogen sulfide is
unlikely to be the oxidizing agent itself due to its redox
potential. Nevertheless, its toxicity also involves the forma-
tion of reactive oxygen species as a consequence of the elec-
tron transport chain inhibition (53). We believe that hydro-
gen sulfide-induced reactive oxygen species could play a role
in BigR oxidation. Thiol groups of redox-sensitive cysteines
have characteristic pK, values as low as ~3.5. Thus, at pH
~5.8, where toxicity of hydrogen sulfide was observed, the
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thiolate anions are highly susceptible to oxidation by reac-
tive oxygen species and can undergo various oxidative mod-
ifications including disulfide bonds (54). This idea is consis-
tent with the fact that GSSG oxidized BigR in cell extracts
and that A//i~ mutants are more sensitive to GSSG than the
wild type and bigR™ cells (supplemental Fig. S6). Alterna-
tively, BigR could be a target of a thiol peroxidase similar to
Gpx3, a hydroperoxide sensor that promotes the intramolec-
ular disulfide bond that activates Yap1l (51). Proteins similar
to Gpx3 exist in most Xylella and Agrobacterinm strains,

In summary, we have described a novel winged-helix
repressor that integrates the transcriptional regulation of a
sulfur oxidation operon to an oxidative signal through a
thiol-based redox switch. Furthermore, because the BigR
operon is important for bacterial growth under hypoxia and
influences biofilm formation, BigR could become a target to
block the operon expression. Small ligands could be identi-
fied to either hold helix 1 in between helices 2 and 5 or
directly prevent the disulfide bond formation, keeping the
repressor bound to its target DNA. This approach might be
useful to control biofilm formation in hydrogen sulfide-pro-
ducing bacteria.
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Uso exclusivo da CIBio:

Formulirio de encaminhamento de projetos de pesquisa para anilise pela CIBio - Comissdo
Interna de Biosseguranca da ABTLuS — Associagio Brasileira de Tecnologia de Luz Sincrotron
Titulo do projeto: Caracterizagio da interagdo entre a proteina PthA de Xanthomonas axonopodis pv citri
¢ as proteinas Translina e WSP de Citrus sinensis, envolvidas em proliferagio celular
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Resumo do projeto:

O cancro citrico, causado pela bactéria Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac), constitui uma doenga
que afeta a maioria das espécies do género Citrus, ocorre praticamente em todos continentes e se destaca
como uma das maiores ameacas 4 citricultura brasileira. No Brasil, o cancro citrico est4 presente de forma
endémica nos Estados de Sio Paulo, Minas Gerais, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul. A doenga
¢ facilmente disseminada pelas chuvas, ventos fortes ¢ pelo préprio homem, através do manejo
indiscriminado de instrumentos de colheita contaminados,

O mecanismo molecular pelo qual Xac causa cancro ndo é inteiramente conhecido, entretanto, sabe-se
que a bactéria, ao infectar a planta, utiliza o sistema secretério tipo 111 (T3S) para injetar proteinas de
patogenicidade, entre elas, PthAs da familia AvrBs3/PthA. Quando expresso na célula hospedeira, PthA
induz lesdes caracteristicas do cancro, como hipertrofia e hiperplasia e estudos recentes tem sugerido que
membros dessa familia atuam como fatores de transcrigiio. Portanto, a elucidagiio de como PthA ativa a
transcrigdo ¢ de grande importdncia para o entendimento do seu mecanismo de agiio e desenvolvimento
das lesdes do cancro. Neste contexto, o presente projeto tem como objetivo caracterizar as interagdes
entre PthA e as proteinas de laranja doce (Citrus sinensis) Translina e WSP (water stress protein),
previamente identificadas em ensaios de duplo hibrido. Ambas Translina e WSP estdo associadas aos
processos de transcrigdo ¢ tradugiio em eucariotos e envolvidas em proliferagdo celular em mamiferos ¢
plantas, respectivamente.
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