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Resumo

Francischini, C.W. Identifica¢iio e caracteriza¢io de RNA mensageiros candidatos a alvo das
proteinas PUMILIO de Arabidopsis através do sistema triplo-hibrido de levedura. 2008.
164p. Tese (Doutorado) - Programa de Poés-Graduagfio em Bioquimica. Instituto de Quimica,
Universidade de S3o Paulo, Séo Paulo.

Proteinas PUF regulam a estabilidade e a tradugio através da liga¢do a seqii€ncias especificas
nas regides 3’ ndo traduzidas (3° UTR) dos mensageiros. A ligagdo ¢ mediada por um dominio de
ligagdo conservado constituido por 8 repetigdes de aproximadamente 36 aminodcidos cada.
Experimentos realizados no sistema triplo-hibrido de levedura mostraram que os homélogos PUF de
Arabidopsis APUM-1, APUM-2 e APUM-3 sdo capazes de ligar especificamente a seqiiéncia
chamada de Elemento de Resposta a NANOS (NRE) reconhecida pelo homoélogo PUF de Drosophila.
A utilizagdo de bibliotecas de expressdo de RNA em ensaios no sistema triplo-hibrido permitiu a
identificagdo de seqiiéncias de ligagdo consenso para as trés proteinas APUM. Andlises
computacionais identificaram elementos de ligagdo a APUM em regides 3° UTR de importantes
transcritos relacionados ao controle do meristema do caule € 8 manutengio das células totipotentes.
Nés mostramos que os homoélogos APUM-1, APUM-2 ¢ APUM-3 reconhecem elementos de ligagdo
a APUM nas regides 3’ UTR dos transcritos WUSCHEL, CLAVATA-1, ZWILLE e FASCIATA-2.
Ensaios de RT-PCR e Western blot semiquantitativos mostraram que a quantidade dos transcritos
WUSHEL ¢ CLAVATA-1 € alterada em plantas antisenso induziveis para APUM-1, APUM-2 ¢
APUM-3. A relevincia bioldgica dessas interagSes foi observada através de ensaios de co-
imunoprecipitagdo, confirmando, portanto, o primeiro caso de regulagdo traducional descrito para os
mensageiros WUSCHEL e CLAVATA-1. Andlises computacionais adicionais para a identificagdo de
outros homologos PUF em Arabidopsis encontraram vinte e cinco proteinas possuindo repeti¢cdes
PUF. Entre elas, os homélogos APUM-4, APUM-5 ¢ APUM-6 apresentam alta similaridade com as
proteinas APUM-1, APUM-2 e APUM-3, sendo capazes de ligar especificamente a seqiiéncia NRE e
aos elementos de ligagdo a APUM presentes nas regides 3° UTR dos transcrit05 WUSCHEL,
CLAVATA-1, ZWILLE ¢ FASCIATA-2./0Os resultados indicam que varios homologos PUF podem agir
como reguladores traducionais em Arabidopsis através de um mecanismo molecular conservado entre

as espécies, podendo abrir uma nova area de investigagdo da regulagdo de mRNA em plantas.

Palavras -chave: proteinas PUF, proteinas de ligagdo a RNA, sistema triplo-hibrido, Arabidopsis

thaliana, controle traducional.



Abstract

Francischini, C.W. Identification and characterization of mRNA targets candidates of the
Arabidopsis PUMILIO (APUM) proteins using the yeast three-hybrid system. 2008. 164p.
Tese (Doutorado) - Programa de Pés-Graduagdo em Bioquimica. Instituto de Quimica,
Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo.

PUF proteins regulate stability and translation through sequence-specific binding to 3’
untranslated regions (UTR) of target mRNA transcripts. Binding is mediated by a conserved PUF
domain which contains 8 repeats of approximately 36 amino acids each. Through three-hybrid
assays, we have found that APUM-1, APUM-2 and APUM-3 Arabidopsis PUF homologs can
bind specifically to the NANOS Response Element sequence (NRE) recognized by Drosophila
PUF homolog. Using Arabidopsis RNA libraries in three-hybrid screenings, we were able to
identify APUM binding consensus sequences. A computational analysis allowed us to identify
the APUM binding element within the 3° UTR in many Arabidopsis transcripts, even in
important mRNAs related to shoot and stem cell maintenance. We show that APUM-1, APUM-2
and APUM-3 are able to bind specifically to APUM binding elements in the 3° UTR of
WUSCHEL, CLAVATA-1, ZWILLE and FASCIATA-2 transcripts. RT-PCR and Western blot
semiquantitatives assays showed altered WUSHEL and CLAVATA-1 amounts in APUM-I1,
APUM-2 and APUM-3 antisense plants. The biologic relevance of these interactions was
observed with co-immunoprecipitation assay, which confirmed the first example of translational
regulation to WUSCHEL and CLAVATA-1 transcripts. Computational analysis to identify others
PUF homologs in Arabidopsis found twenty five proteins presenting PUF repeats. Among them,
we found that APUM-4, APUM-5 and APUM-6 homologs are very similar to APUM-1, APUM-
2 and APUM-3 and also are able to bind specifically to the NRE sequence and to APUM binding
elements in the 3° UTR of WUSCHEL, CLAVATA-1, ZWILLE and FASCIATA-2 transcripts. Our
results indicate that the APUM proteins may act as regulators in Arabidopsis through an
evolutionarily conserved mechanism, which may open up a new approach to investigate mRNA

regulation in plants.

Key words: PUF proteins, RNA-binding protein, three-hybrid system, Arabidopsis thaliana,

translational control.
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Errata

Titulo da tese de Doutorado: Identificagéo e caracterizagdo de RNA mensageiros candidatos a

alvo das proteinas PUMILIO de Arabidopsis através do sistema triplo-hibrido de levedura.

Aluno: Carlos William Francischini

Orientador: Ronaldo Bento Quaggio

Na sec¢do 3.23, o equipamento de HPLC usado foi o AKTA Purifier da empresa Pharmacia
Biotech. A coluna de Ni** foi a Hi-Trap, também da empresa Pharmacia.

Na sec¢do 3.24, o plasmidio magico descrito contém genes de tRNA que sdo raros em E.
coli , como Arginina,leucina e Isoleucina.

Na sec¢do 3.26, o método de Hartree foi usado para quantificagdio de proteinas totais a partir
de extratos protéicos das plantas.

Na secgdo 3.28, todos os ensaios foram realizados em triplicata para cada um dos quatro
lotes de plantas crescidos independentemente.

Nas figuras 19, 24, 31 e 33, as bandas do marcador de peso molecular usado nos géis de
SDS-PAGE possuem massas de 118 KDa, 85 KDa, 48 KDa. 33 KDa, 26 KDa e 20 KDa.
Nas figuras 23, 24, 32 e 33, as amostras utilizadas nos ensaios foram corridas em gel de
concentracdo 12%.

Nas figuras 19 e 31, os géis mostrados possuem concentragiio de 15%.

Nas figuras 23 e 24, a quantidade de proteina recombinante APUM-2/N-Terminal usada no
experimento foi Spug.

Na pagina 98, o segundo elemento de ligagdo a APUM marcado em cinza no transcrito
At3g63500 possui a seqiiéncia UGUAAAUA.

Nas figuras 30 e 33C, as andlises estatisticas indicaram que os dados mostrados sdo

significativos, uma vez que todos apresentaram um valor de P<0,05.



Sumario

1. INEPOAUGAO aeeeieriiinccieettttinnenetsissssesateaseaessanssssssssaseasesssssssssssssssessresssssessssssssssssssssssrnns 16
1.1 Regulagio a0 nive] da tradUGHO ....ccoviuiieeieiece ettt ettt et st et s s enas e e s aaesn e sne s e seeennenneenne 16
1.2 A familia PUF de proteinas: Reguladores traducionais eucariGtiCoS. ....eueveervrertrererriiriereserseeesrressessensnesseensssesssnens 19
1.3 Manutengdo das células tronco: Uma fungdo ancestral atribuida as proteinas PUF _........oocoooeeiiiiiiininnrninenn. 23
1.4 Caracteristicas estruturais € moleculares das proteinas PUF.........ccooouiiiiirniircennnieieeieni e e ecenneens 24
1.5 Uma caracteristica comum entre os diferentes mensageiros .regulados por proteinas PUF.......ccccccoieeiiicninennnnee. 27
1.6 Mecanismo de ag80 das proteinas PUF ...ttt ereee et it ercees et s ss e saeess e see e ee e s e 29
1.7 Proteinas PUF €M PLANTAS....cc.cvviiiuiiiierteiterteierssteeseresaestsesseeas st essessassseestaentessesteraeesseestsantesenterasaneeestaneserassaneson 34
1.8 Localizagdo da expressdo de APUM-1, APUM-2 e APUM-3 em Arabidopsis

1.9 A¢do pleotropica das proteinas APUM-1, APUM-2 e PN 05 5 OO § |
1.10 Regulagfo da integridade dos meristemas da planta.............ccooiveiiieerrreecioicme e 44
2. ODJetivos..uueeecsrcenerscnrrsssssicssseessnsesssnsesosesane eeetssessesessssasatssssnes .50
3.Materiais e Métodos 52
3.1.Sistema Triplo — HIbrido de 1eVEAUIA ...c..ceeeceeeccieniei ettt e s s st 52
3.2 Sistema Triplo-Hibrido adaptadon..........co e ecicirrccciereseieenee e ecccecsts st sn et s e s s e n s eas st 53
3.3 Clonagem dos cDNAs referentes ao dominio PUF de ligagdo dos homélogos APUM-1, APUM-2, APUM-3,
APUM-4, APUM-5, APUM-6 ¢ APUM-7 no vetor pYESTIP3 ...ccovinii ettt 54
3.4 Clonagem de seqiiéncias presentes nas regides 3 UTR dos mensageiros HUNCHBACK (NRE), FASCIATA-2

€ CLAVATA-T ..ttt e et e eaem e s s e e s e s e s s e emm s e sab e rsssrmsa s es e sssenananns st enanenns 55
3.5 Clonagem de seqiiéncias presentes nas regides 3> UTR dos mensageiros WUSCHEL e ZWILLE........................ 58
3.6 Clonagem dos oligonucleotideos FASCIATA-2 mutantes no vetor pRHS5 ... 59
3.7 Clonagem dos cDNAs WUSCHEL, FASCIATA-2, CLAVATA-1, ZWILLE e PUF-2 no vetor de expressio

DET 28 ...ttt ettt et st st et sa e e e s ar s et sa s eme e eat s e e e es bae s er e meanesees st st e bea s sae e s raas 59
3.8 Geragdo de mutagSes pontuais nos dominios PUF-2 € PUF-7 .......cccccooiiiieiiriniiiicicinitinnneeserereeee s 61
3.9 Construgio de uma biblioteca de cDNA com fragmentos entre 500-1500 pb ... 62
3.10 Construgfo da biblioteca de cDNA com fragmentos entre 50-150 pb ..o 62
3.11 Construgdo da biblioteca de cDNA com fragmentos entre 50-150 pb a partir de tecido de calo ........................ 65
3.12 Expansio das bibliotecas de cDNA primarias em meio semi-sOlido........cceieieiiciiieiiniiiiccecccce e 66
3.13 Mini e Max preparagio dos PlasSmidE0s......ccoeeeeriiriiecinierteee ettt st e s 66
3.14 Transformagao de levedura em pequena eSCala...... ..o e b b e e s 67
3.15 Transformagdo de levedura em 1arga escala........c..coeorrinircnciecrtte et 67

3.16 Analise qualitativa da ativago do reporter LacZ em ensaios de triplo-hibrido..........cccocoi 68



3.17 Analise quantitativa da ativagdo do repérter LacZ no sistema triplo-hibrido..........occeevceviieciiiiiiiinnnienceae 68

3.18 Extragdo de DNA plasmidial de levedura em tubo eppendorf...............es 69
3.19 Extragdo de DNA plasmidial de levedura €m placa........c.ccoociiiiniiiiiininnicincece et 70
3.20 ReagOes de seqiienciamento dOS ClOMES.....c.cceiriiuirrmieerietee et s e comt s ese s sseneesas e se s s e s ae s e sms s sanannas 71
3.21 Indugdo das proteinas recombinantes em pequena eSCala........ooovororeiiiiiieercee et ene e 71
3.22 Indugio das proteinas recombinantes em 1arga eSCala........ccocivvirrerrecrinirr s e 72
3.23 Purificagdo das proteinas recombinantes induzidas em 1arga €5Cala......cocieeiierceniceie e 72

3.24 Produgio da regido N-terminal da proteina APUM-2 e imunizaggo de coelhos para obtengdo de anti-

SOTO .. utentrenerrteeresteseaeeeeraneaesaseeseanseat s e see st eesae s sresamses oe hemtsrar e s s st e b eaene et s nn et £ e aeat ebRE P b4 b as e e n e an e bbs s R e bR e St e srr e asens 73
3.25 IMunizagao de CAMUNAOMEBOS. .. ccociiiiiiiirtiriie it v ceere ettt e e es e e st eest st e er e ee st et e e ame et e e e ses st e nearassreesseessasnan 74
3.26 EXIragao de ProteiNas t0LA1S. . oo uieiereeeiieiieieieerero e ceeeeeretesaeeseesesamesas e st et e e saeee st et e ot setas et sanesareessbeeatennesnanes 74
3.27 Ensaios de Western BIOt..... ..o e e e e e e e e e e e en e 75
3.28 Reagdes de RT-PCR SemiqUantIAtIVO. ...ttt es e e be s e be e s en 76
3.29 Ensaio de mudanca de mobilidade eletroforética (EMSA)......oc e e ececeee et raes 77
3.30 Reagdes de imunoprecipitagio do complexo APUM-MRINA ..ottt e et net s seseetesaeeeaes 78
4.Resultados seesessssesssssnttessssnasssssssesnesessraranssrane 80
4.1 Analise da capacidade de ligagdo a RNA das proteinas APUM-1, APUM-2 e APUM-3 .......cirvevneicinnn. 80
4.2 Ensaio de interagdo “in vitro” entre o dominio de ligago PUF-2 € o transcrito NRE..........ccccocoinninicinnnnccennne 83

4.3 Utilizag8o de uma biblioteca de cDNA com fragmentos entre 500-1500 pb para identificagdo de candidatos

a alvo de APUM-1, APUM-2 ¢ APUM-3 em ensaios de triplo-hibrido ..o 85
4.4 Construgio e analise de uma biblioteca de cDNA com fragmentos entre 50-150 pb......ocooveeeeoiiverecrerecnincrennenne 86
4.5 Utilizagio da biblioteca de cDNA com fragmentos entre 50-150 pb para a identificagio de candidatos a alvo

das proteinas APUM-1, APUM-2 e APUM-3 em ensaios de triplo-hibrido............ccocooiiiiiiiicccieees 87
4.6 Expresséo das proteinas APUM-1, APUM-2 ¢ APUM-3 em tecido de calo......ccccoereeeeeeirerncrrceineinerccerecneereecnenne 93
4.7 Construgfo e analise de uma biblioteca de cDNA de calo com fragmentos entre 50-150pb .....cocooorveceieciieencs, 94
4.8 Utilizagdo da biblioteca de cDNA de calo com fragmentos entre 50-150 pb para a identificagio de

candidatos a alvo das proteinas APUM-1, APUM-2 ¢ APUM-3 em ensaios de triplo-hibrido..........ccccoeeoneecneinene. 95
4.9 Analise dos transcritos 3° UTR obtidos nos ensaios de triplo-hibrido...........eeceeievireecrmieece e 97

4.10 Interagéo das proteinas APUM-1 e APUM-3 com os transcritos 3° UTR identificados nos ensaios de triplo-
BIDTEAO . ettt ettt e e e e e e o s et e raea e e me et ea et e et e st et st em e ere et et et e reeeneaten e acaeeereenensrans 102
4.11 Identificagdo de uma seqiiéncia de ligagdo consenso para 0s homologos APUM .........cccoeoveveceecnenicnivennie e 103
4.12 Validagdo dos consensos e sua utilizagdo na identificagdo de candidatos a alvo das proteinas APUM-1,
APUME2 € APUM -3ttt c et ees e ee se e e et e st car e e s ea e ee s et e s asceas bt et s eeae st emr et ene e semert e nratcanemsenannneenes 104
4.13 Analise dos nucleotideos adjacentes ao motivo de ligagdo a APUM ... ereceeee e eerecens 108
4.14 Analise semiquantitativa da expressdo dos transcritos candidatos a alvo em plantas APUM-1, APUM-2 e

APUM-3 GIIISEINSO . .unveueeieeeeeieeceeiereeessesereeesssarserreasstassssressesssesesssnsssrarsssessasssssssessssssenssessassasssssesnsnnsssntessss sasnsessnearasnasss 112



4.15 Expressio e purificagdo das proteinas recombinantes produzidas pelos mensageiros candidatos a alvo

das proteinas APUM-1, APUM-2 € APUM-3 ...ttt ee e e eee et ee e e sn et s ann e e srenenesneen 115
4.16 Analises semiquantitativas da expressdo das proteinas CLAVATA-1, WUSCHEL e FASCIATA-2 nas

plantas antisenso induziveis para APUM-1, APUM-2 € APUM-3 _......cooiiimiicreceeeeteeete et e es e s e 117
4.17 Imunoprecipitagdo do complexo APUM-mRNA do extrato proteico da planta selvagem ..........ccccocueeveerrenenne. 119
4.18 Analise computacional de todos os homdlogos PUF em Arabidopsis thaliana ................cueeeceeeeeecevceeneeeerenee 121
4.19 Predigéo da especificidade de ligagio das proteinas APUM de Arabidopsis thaliana.................oeeeeeeeeeenennnn. 128
4.20 Ligagdo de APUM-4, APUM-5 ¢ APUM-6 ao transcrito NRE.......c..ooiiiiiiiie e 130
4.21 Anadlise da capacidade de ligagao de APUM-7 @a RNA ........cccooircmioirreiecrre i eeesecsesensescesaesvessaesee s e e rrensvens 133
4.22 Anilise da influéncia da muta¢fio ndo conservada no dominio PUF-7 em sua capacidade de ligagéo a
RN A ittt et ettt e e et st e et e s et e n e e e ane e e e em e e et e ameasaaneemeasaestas e at s S eas st aseses st anteasenteseeanesstenranreanraseaseareseeins 134
5.0 Discussoes 136
5.1 APUM-1, APUM-2 e APUM-3 sido proteinas da familia PUF evolutivamente conservadas...........ccceceeeemreerunenne 136
5.2 Utilizag@o do sistema triplo-hibrido de levedura na identifica¢do de mensageiros candidatos a alvo das

proteinas APUM-1, APUM-2 € APUM-3. .. it eeree e reeesets s e s se e s s e et sesaas sresaesssearaessanaeesenrenanesen 137
5.3 Utilizagdo do elemento de ligagdo a APUM na identificagio de mensageiros regulados pelas proteinas

APUM-1, APUM-2 € APUM-3..c et et et a et e e e st e s o s eae e e ee e s see s st s ameeae e cms eamranerannenseenenn 139
5.4 Papel das proteinas APUM-1, APUM-2 e APUM-3 no caminho dos fatores WUSCHEL e CLAVATA-I1........140
5.5 Presenga de um grande nimero de transcritos contendo o elemento de ligagdo a APUM.........cccceviiiciiincnnne 145
5.6 Arabidopsis € o organismo com o maior numero de homoélogos PUF ... 147
5.7 Arabidopsis thaliana possui seis homologos PUF com a mesma especificidade de ligagdo a RNA.................... 148
5.8 Proteinas APUM do grupo II falham em reconhecer RINA ..ot 151
6. Conclusoes 153
7. Bibliografia........ccccesveenunnee teeetsesssrseseresissterssastesbare s bt bt e et s e e base R b e e sbasesssnanessraerstas 155



16

L.Introducio

Embora grande parte da regulagdo da expressdo génica de um organismo eucarioto
aconteca ao nivel da transcri¢fio, a regulagdo da estabilidade, localizag¢do e traducdo do RNA
mensageiro (MRNA) esta diretamente relacionada ao sucesso da embriogénese, dos estagios mais
tardios do desenvolvimento, da proliferagdo de células tronco e também da determinagdo do sexo
do organismo animal (Kuersten & Goodwin, 2003).

A regulagdo traducional do mRNA geralmente ocorre através da intera¢do de fatores
especificos com regides reguladoras nas extremidades 3’ ndo traduzidas (3’ UTR) dos transcritos.
A interagdo entre os fatores controladores e essas regides ndo traduzidas resultam na ativagéo ou
repressdo do mRNA, controlando assim a tradugfo espacial e temporal dos mesmos (Mazumder
et al., 2003). A regulacdo traducional através da ligagdio de proteinas a elementos na extremidade
5’ ndo traduzida (5’ UTR) dos transcritos também tem sido descrita na literatura, porém, a
ocorréncia desse tipo de regulagdo parece ser muito maior na regido 3° UTR (Mazumder et al.,

2003; Wilkie et al., 2003).

1.1 Regulacfo ao nivel da traducio

A ativagio da tradugdo de um RNA mensageiro eucaridtico pode ser dividida em 3 etapas
basicas: 1) Ligagdo da subunidade ribossomal 40S proximo ao residuo 7-metilguanosina (CAP),
envolvendo também a ligagdo de varios fatores de iniciagdo (elFs); 2) Identificagdo do cddon
inicial pela subunidade ribossomal 40S associada aos fatores de iniciagdo; 3) Liberagdo dos
fatores de iniciagdo e subseqiiente interacdo com a subunidade ribossomal 60S, formando o

ribossomo 80S, competente para promover toda a elongagdo da cadeia (Fig. 1).
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Figura 1: Processo de tradugido de um mRNA em eucarioto. O esquema mostra os fatores de iniciagfo da tradugéo
(elFs) responsaveis desde a circularizagdo da molécula do mensageiro, através de interagdes com as proteinas de
ligagdo a 7-metilguanosina (CAP) e as proteinas de ligagdo a cauda poli A (PABP), até o reconbecimento da

maquinaria de tradu¢io e a formagio do ribossomo 80S (de Moor et al., 2005).

Embora o 7-metil guanosina (CAP) e a cauda poli-A se localizem nos extremos da
molécula do mensageiro, esses dois elementos atuam sinergicamente para estimular a tradugdo.
Isso ¢ possivel devido a capacidade de interagdo do fator de iniciagdo elF4G tanto com o fator
elF4E de ligacio ao CAP, quanto com a proteina de ligagio & cauda poli-A (PABP),
circularizando o mensageiro, estabilizando o mesmo e facilitando a reciclagem dos ribossomos
conforme a tradugdo € terminada (Fig. 1) (de Moor et al., 2005). Dessa forma, pode-se entender
como seqiiéncias de nucleotideos em regides geralmente distantes do codon iniciador e
terminador podem ser responsaveis pelo controle da tradugo.

Em geral, o tamanho da cauda poli-A € o principal fator controlador da tradu¢do na
oogénese € nos estagios iniciais do desenvolvimento animal. Em muitos casos, uma grande cauda

poli-A (entre 80 - 500 nucleotideos) ¢é relacionada 8 mRNAs traducionalmente ativos, enquanto
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caudas curtas (20 - 50 nucleotideos) sfo relacionadas a transcritos inativos (de Moor et al., 2005).
Muitos desses mRNAs regulados sdo transcritos maternos, que sio estocados em uma forma nédo
traduzida e tornam-se traducionalmente ativos em um estagio especifico do oocito ou nos
estdgios iniciais do desenvolvimento. Um exemplo bem caracterizado ocorre em odcitos em
desenvolvimento de Xenopus leavis, onde o mensageiro CICLINA Bl € traducionalmente
reprimido através de elementos de poliadenilagdo citoplasmatica (CPE) presentes na regido 3’
UTR do transcrito. Para evitar a ativagdo da tradugfo, a proteina de ligagdo ao elemento de
poliadenilagdo (CPEB) interage com a proteina MASKIN, que compete com o fator de iniciagdo
elF4G pela ligagdo ao fator de iniciacdo elF4E (Fig. 2). Durante a maturagdo do odcito, o
mensageiro de CICLINA Bl é ativado através de um processo que requer poliadenilagdo
citoplasmatica. Nesse processo, a proteina MASKIN ¢ fosforilada e, por conseqiiéncia, a
intera¢do com o fator de iniciagdo elF4E € perdida. O mRNA € entfo poliadenilado e ligado por
proteinas de ligagdo a cauda poli-A (PABP), que por sua vez interagem com fator de iniciagdo
elF4G e circularizam o transcrito (Fig. 2) (Macdonald, 2001). Esse processo parece ser comum

para todos os transcritos que possuem elementos de poliadenilagdo citoplasmatica (de Moor et al.,

2005).
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Figura 2: Exemplo de regulagio traducional do
transcrito materno CICLINA Bl em odcitos de

Inibigio _ = ?';u_u\. Xenopus leavis. A ligagdo da proteina MASKIN a
S . proteina de ligacio ao elemento de poliadenilagéo
{ Maskin - . . .. . 3
__‘~_~_-A‘_,_.:_) r\f\-h'"*‘} citoplasmatica (CPEB) inibe a poliadenilagdo do
e ] R / transcrito pela proteina que especifica a poliadenila¢do
ORI n AALINAAF—AAAN (CPSF) e também a interagio dos fatores de iniciagio
da tradugfio com as proteinas de ligagéo a cauda poli-
N SR ek . A. Na matura¢do do odcito, ocorre a fosforilagdo da
Ativagio (oo |t|r1fl1:- \ proteina CPEB, resultando na dissociagédo da proteina
g — G N }-

-_'-' MASKIN do fator eIF4E. A ligagio da proteina CPSF
a seqiiéncia AAUAAA leva entdo ao recrutamento da

proteina de extensdo da cauda poli-A e, portanto, a

i

ativagdo do mensageiro (Kuersten & Goodwin, 2003).

1.2 A familia PUF de proteinas: Reguladores traducionais eucariéticos

Um outro exemplo de proteinas que regulam a tradu¢do de mensageiros sdo as proteinas
da familia PUF (siglas provenientes das proteinas PUMILIO de Drosophila e FBF de C. elegans,
primeros homdlogos estudados). Proteinas PUF estfio presentes em todos os eucariotos € sdo uns
dos modelos mais interessantes de reguladores traducionais durante o desenvolvimento
embriondrio, destino de especificagdo e diferenciacdo celular (Zamore et al., 1997; Wickens et
al., 2002). Seus homologos reprimem a tradugdo e/ou causam instabilidade dos mensageiros
através da ligagdo as regides 3° UTR dos mesmos (Wickens et al., 2002; Spassov & Jurecic,
2003b).

A proteina PUMILIO de Drosophila melanogaster foi o primeiro homologo PUF
estudado, sendo sua fungdio relacionada a processos de diferenciacdo celular no embrido.
Morféticos so mensageiros maternos que conduzem a formacgfo dos eixos que determinam a

simetria do organismo. Embora o morfético HUNCHBACK seja uniformemente expresso por
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todo o embrido, a proteina, que atua na repressio da formagdo de estruturas abdominais da mosca
(Curtis et al., 1995), € traduzida apenas na parte anterior do mesmo, permitindo assim o
desenvolvimento de estruturas como a cabega € o torax (Fig. 3A). A inibi¢io do mRNA
HUNCHBACK na parte posterior acontece através da intera¢do da proteina PUMILIO a regido 3’
UTR do mesmo, em um processo dependente de outros dois parceiros, chamados NANOS e
BRAT, que reprimem progressivament?: a tradu¢do do mensageiro materno e criam um gradiente
de concentragdo da proteina HUNCHBACK ao longo do eixo anterior — posterior do embrifo
(Fig. 3A) (Sonoda & Wharton, 1999, 2001). Devido ao fato da expressdo das proteinas PUMILIO
e BRAT serem uniforme por todo o embrido, NANOS torna-se o fator responsavel pelo gradiente
de concentragfo da proteina HUNCHBACK (Fig. 3A.). NANOS € uma proteina que se liga
inespecificamente a RNA (Curtis et al., 1997) e a interag@o estavel com PUMILIO sé ocorre com
o complexo PUMILIOHUNCHBACK (Sonoda & Wharton, 1999). Por outro lado, BRAT
interage diretamente com o complexo ternario NANOS/PUMILIO/HUNCHBACK (Fig. 3B)
(Sonoda & Wharton, 2001). Dessa forma, pode-se concluir que PUMILIO atua como a proteina
chave no reconhecimento do mRNA, recrutando toda a maquinaria necessaria para a regulagio e
a formagfo de dois polos assimétricos que definem a segmentagdo corporal da mosca. Na
auséncia de PUMILIO, a tradu¢édo do transcrito HUNCHBACK ¢ uniforme e, consequentemente,

ndo ha segmentagio abdominal no embrido (Murata & Wharton, 1995).
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A.
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) @ @
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m7 Gppp m7 Gppp

mRNA HUNCHBACK mRNA CICLINA Bl

Figura 3: Regulagdo de mensageiros de Drosophila mediada pelo reconhecimento da proteina PUMILIO. A)
Padrdes de expressdo dos fatores evolvidos na segmentagfo abdominal do embrido da mosca. O mensageiro materno
HUNCHBACK ¢ expresso por todo o embrido, no entanto, a expressdo da proteina € observada somente no eixo
anterior (A) do mesmo. As proteinas PUMILIO e BRAT possuem expressdo uniforme, enquanto que a proteina
NANOS ¢ expressa somente na regidio posterior (P), local onde a repressdo do transcrito HUNCHBACK ¢ observada,
indicando que NANOS ¢ o fator responsavel pelo gradiente de concentragio da proteina HUNCHBACK na regido
anterior do embrifio. B) Esquema mostrando o complexo de repressdo dos mensageiros HUNCHBACK e CICLINA
B1. PUMILIO reconhece uma seqiiéncia de nucleotideos chamada de elemento de resposta a NANOS (NRE)
presente na regido 3’ UTR dos dois transcritos. O recrutamento do fator NANOS € necessario nos dois casos, no
entanto, a ligagfio do fator BRAT é observada apenas para a regulagdo do mensageiro HUNCHBACK , mas ndo para

a repressdo do mRNA CICLINA BI.
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O segundo exemplo de regulagdo traducional mediada por proteinas PUF foi descrito em
C. elegans. Nesse organismo, a escolha entre a produg@o de odcitos ou espermatodcitos € feita
através do controle da tradugdo do mensageiro FEM-3, um fator de transcrigdo a montante da
espermatogénese. A ligacdo do homologo PUF chamado FBF (nome proveniente de “FEM-3
binding factor”) ao mensageiro, desvia a gametogénese para a produgdo de odcitos, permitindo
assim, encontrar na natureza animais machos e hermafroditas (Zhang et al., 1997; Kuwabara,
1998). Essa regulacéio € dependente de uma proteina homologa a NANOS (Kraemer et al., 1999).
A demonstra¢do de que os homologos PUF em Xenopus ¢ humano também interagem com
homologos de NANOS indica que essa interagdo € conservada entre as espécies (Jaruzelska et al.,
2003; Nakahata et al., 2003).

Recentemente, varios estudos t€ém relacionado a proteina PUMILIO ao desenvolvimento
neuronal de Drosophila, uma vez que varios alelos mutantes foram mostrados afetar a formacéo
da memoria na mosca adulta (Dubnau et al., 2003). Além disso, PUMILIO regula negativamente
o fator de iniciag¢do da tradug@o elF4E na jungdo neuromuscular (Menon et al., 2004) e também é
capaz de bloquear o ciclo celular das células germinativas primordiais na fase G2, até que estas
migrem para as gonodas. Esse bloqueio ocorre através da ligagdo da proteina a regifio 3> UTR do
mRNA CICLINA Bl, através de uma seqii€éncia muito similar aquela presente no transcrito
HUNCHBACK (Asaoka-Taguchi et al., 1999; Kadyrova et al., 2007). Essa regulagdo também ¢
dependente da proteina NANOS, no entanto, BRAT nfo ¢ necessario, indicando que diferentes
fatores podem ser recrutados para diferentes alvos (Fig. 3B). Caso similar ocorre com o
homélogo PUF de Xenopus laevis, que também interfere no ciclo celular ao interagir com a
regido 3° UTR do mensageiro CICLINA Bl em um mecanismo dependente de um homoélogo de
NANOS (Nakahata et al., 2001). Interessantemente, a regido 3° UTR de mensageiros CICLINA

Bl de varios animais possui uma seqiiéncia muito similar & necessaria para a ligagdo de
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PUMILIO ao 3’ UTR de HUNCHBACK, indicando que a regulagdo de alguns mensageiros por
proteinas PUF pode ser evolutivamente conservada (Spassov & Jurecic, 2003b).

Saccharomyces cerevisae é outro organismo onde as proteinas PUF sdo bastante
estudadas. Nesse organismo, o homologo Puf3p promove o decaimento do mRNA
COX17(Olivas and Parker, 2000) e os homdlogos Pufdp e PufSp promovem o decaimento do
transcrito HO, sempre através de ligagdo a seqiiéncias na regido 3° UTR dos mensageiros

(Jackson et al., 2004; Hook et al., 2007).

1.3 Manutencio das células tronco: Uma fungéio ancestral atribuida as proteinas PUF
Proteinas PUF tém sido relacionadas a distintos papéis em diferentes organismos, no
entanto, a manuten¢do e a auto-renovagdo das células tronco é atribuida como uma fungéo
ancestral dessa familia (Wickens et al., 2002). Em Drosophila, PUMILIO garante a proliferagio
mitdtica e a auto-renovagdo das células tronco germinativas no ovario da mosca adulta (Lin &
Spradling, 1997; Forbes & Lehmann, 1998; Parisi & Lin, 1999). Em C. elegans, FBF também
controla a manuten¢do de células tronco germinativas através da regulacdo do mensageiro GLD-
I(Crittenden et al., 2002). Em planaria, o homélogo PUF DJPum foi encontrado em neoblastos,
células capazes de se auto - renovar e também gerar c€lulas diferenciadas durante a regeneragdo
do organismo. A inativa¢do do homoélogo PUF através de RNA interferente resultou em uma
drastica redugio dos neoblastos, causando a incapacidade de regeneracdo do organismo (Salvetti
et al., 2005). Em mamiferos, o homologo PUMILIO-2 € expresso nas células tronco embrionarias
e germinativas de humano (Moore et al., 2003), enquanto os homélogos Pum] e Pum2 de rato
sdo expressos em células hematopoiéticas do feto e de adultos e também nas células tronco

neuronais do feto (Spassov & Jurecic, 2003a).



24

A capacidade de sustentar a mitose em detrimento a diferenciacdo também pode ser
estendida para organismos unicelulares. Em Saccharomyces cerevisae, linhagens que ndo
possuem o homoélogo PufSp dividem-se menos se comparadas as linhagens selvagens, enquanto
que cepas que superexpressam Puf5p dividem-se mais vezes € vivem por mais tempo (Kennedy
et al., 1997). Neste caso, a célula mie pode ser comparada com uma célula tronco, onde a mitose
nfo é sustentada na falta de Puf5p. Analogamente, em Dictyostelium, o homologo PufA promove
divisGes vegetativas e inibe a diferenciagio através da inibi¢do da tradugdo do mensageiro de
uma subunidade da proteina quinase dependente de cAMP (PKA-C), indispensavel para a
diferenciagdo em corpo de frutificagéo e esporos em resposta a falta de nutrientes no meio (Souza
et al., 1999). Em mutantes PufA, as células deixam a mitose precocemente e se diferenciam

(Souza et al., 1999).

1.4 Caracteristicas estruturais e moleculares das proteinas PUF

Proteinas da familia PUF sfo facilmente identificadas pela presenca de 8 coépias
imperfeitas de aproximadamente 36 aminoacidos cada, enoveladas em trés a-hélices e alinhadas
em seqiiéncia na regido C-terminal da proteina (Figura 4A e 4B) (Edwards et al., 2001; Wang et
al., 2001). Essa estrutura, responsavel pela capacidade de ligacdo a RNA da proteina, vem sendo
chamada na literatura como dominio homologo ao PUMILIO (PUM — HD) (Zamore et al., 1997)
ou dominio PUF de ligacdo (Zhang et al., 1997). Ensaios de cristalizagdo do dominio PUF da
proteina PUMILIO de Drosophila mostraram que as oito repeticdes alinhadas em seqii€ncia
formam uma molécula estendida na forma de arco (Edwards et al., 2001) (Figura 4B). Ensaios
adicionais de cristalizagdo do dominio PUF da proteina PUMILIO-1 de humano em complexo

com a regido NRE do transcrito HUNCHBACK de Drosophila mostraram que cada uma das oito
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repeti¢Oes faz contato com uma base diferente do RNA mensageiro (Fig. 4C e 4D) (Wang et al.,
2002).

A especificidade da ligagdo ao RNA ¢ determinada pela presenga de 3 residuos de
aminoacidos conservados nas posigdes 12, 13 e 16 de cada repeti¢do (Fig. 4C) (Wang et al.,
2002). Experimentos de substitui¢gdes dos residuos 12, 13 e 16 da repeti¢do 6 (que reconhece
uracila) por residuos presentes nas mesmas posigdes da repeticdo 7 (que reconhece guanina),
foram suficientes para tornar a repeti¢do 6 capaz de reconhecer uma guanina (Wang et al., 2002).
Resultados semelhantes foram obtidos para a proteina FBF de C. elegans, onde as substituigbes
nos residuos 12, 13 e 16 das repetigdes 2, 3 e 6 foram suficientes para mudar as especificidades
das mesmas (Opperman et al., 2005). Esses dados sugerem que proteinas PUF de diferentes
organismos reconhecem o RNA através do mesmo mecanismo. Como prova desse
comportamento, foi demonstrado que alteragdes nos residuos 12, 13 e 16 levam a producdo de

proteinas PUF com diferentes especificidades ao mensageiro (Cheong & Hall, 2006).
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Figura 4: Caracteristica molecular do dominio PUF de ligagdo a RNA presente nas proteinas da familia PUF. A)

Esquema representando a proteina PUMILIO de Drosophila. O dominio PUF de ligagdo a RNA ¢ constituido por
oito repeti¢Ses alinhadas em seqiiéncia e localizadas na regido C-terminal da proteina. B) Cada repetigéo € enovelada
em trés o-hélices, H1, H2 e H3. Os circulos em vermelho indicam seqiiéncias evolutivamente conservadas
localizadas nas extremidades N — terminal e C — terminal do dominio PUF de ligagio (Edwards et al., 2001). C) Cada
uma das oito repeti¢des (R1 a R8) do dominio PUF do homélogo PUMILIO-1 de humano interage com uma base do
RNA (representadas nas estruturas ovais). Os trés residuos responsaveis pelo contato direto com o RNA se
encontram na hélice H2 de cada repeti¢io ¢ estdo representados com as cores verde, azul e roxa. A interagfo
proteina/RINA € obtida através da formag@o de pontes de hidrogénio (linhas pontilhadas), interagSes hidrofobicas
(parénteses) ¢ interagdes empilhamento entre o terceiro residuo (em roxo) e o anel aromatico da base do RNA
(Cheong & Hall, 2006). D) Estrutura do complexo entre o dominio PUF de PUMILIO-1 de humano e a seqiiéncia
NRE do mRNA HUNCHBACK . O mensageiro “em estrutua em barras ¢ bolas” é ligado na parte concava do
dominio (Wang et al., 2002).
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1.5 Uma caracteristica comum entre os diferentes mensageiros regulados por proteinas
PUF

Em Drosophila, o reconhecimento da regido 3° UTR do mRNA HUNCHBACK pela
proteina PUMILIO ‘ocorre através de uma regidio de 32 nucleotideos chamada de Elemento de
Resposta a NANOS (NRE). Essa denominagdo é proveniente de observagdes iniciais de que
mutagdes nessa regido causavam um fenotipo idéntico a falta da proteina NANOS no embrido da
mosca (Wharton & Struhl, 1989). Ensaios de interagdo mostraram que o reconhecimento da
seqiiéncia NRE por PUMILIO ¢ dependente da ligagdo a duas regides do transcrito contendo um
trinucleotideo UGU. Essas duas regides de ligagdo foram chamadas de Box A e Box B (Tabela 1)
(Murata & Wharton, 1995).

A medida que alvos de diferentes homologos PUF foram sendo conhecidos, foi possivel
observar que a regido caracteristica de reconhecimento dos transcritos € uma seqiiéncia de 8
nucleotideos que engloba um tetranucleotideo UGUA/U seguido de um trinucleotideo AUA/U,
separados entre si por uma, duas ou trés bases (Tabela 1). Essas observagdes sugerem que o Box
B identificado no transcrito NRE de Drosophila engloba somente o primeiro tetranucleotideo

UGUA reconhecido pela proteina e que sua extensfo deve ser a seqiiéncia UGUACAUA (Tabela

.
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Tabela 1: Motivos de ligagdo reconhecidos por homologos PUF de diferentes organismos. As seqiiéncias em azul no

transcrito HUNCHBACK indicam as regides de reconhecimento da proteina PUMILIO de Drosophila. Essas regides

sdo chamadas de Box A e Box B, respectivamente. As seqiiéncias em vermelho sdo os nucletotideos conservados em

todos os alvos identificados até o momento. Essas seqiiéncias sdo muito similares a0 Box B quando a seqiiéncia

CAUA (marcada em cinza) € considerada.

Organismo
Seqiiéncia de Ligacio mRNA alvo
(Homologo PUF)
Drosophila HUNCHBACK
AUUAUUUUGUUGUCGAAAAUUGUACAUAAGCC
(PUMILIO) (NRE)
Xenopus (Xpum?2) UCUGUAAAUA CICLINA BI
Saccharomyces :
CUUGUAUAUA coxi7
(Puf3p)
Saccharomyces
CCUGUAAAUA coxi7
(Puf3p)
Humano (PUM-2) CUUGUACAUA SDADI1
Dictyostelium (PufA) UGUGUCAAUA PKA-C
Saccharomyces )
UGUGUAUAUUA HO
(Pufdp)
C. elegans (FBF) UUGUAAUAUU FBF
C. elegans (FBF) CUGUAUCAUU FOG-1
C. elegans (FBF) UUGUGUCAUU FEM-3
C. elegans (FBF) AUGUGCCAUA GLD-1
Saccharomyces
GUUGUAUGUAAU HO

(PufSp)
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A identificagdio de seqii€ncias consenso para os homologos PUF de levedura (Gerber et
al., 2004), Drosophila (Gerber et al., 2006) ¢ humano (Galgano et al., 2008) mostraram que o
tetranucleotideo UGUA e o trinucleotideo AUA sdo de fato os alvos preferenciais das proteinas
PUF (Figura 5). Interessantemente, nenhum outro transcrito conhecido possui seqgiiéncias com

similaridade ao Box A do transcrito NRE de Drosophila.

consenso

S eV
o 355 UGURSAUARY
oo S SUARAUABRG G
e HCEUUARALA
oo~ EUGUABASLA
o HOUGUAHG UM

Figura 5: Seqiiéncias consenso de ligagdo dos homodlogos PUF de levedura (Puf3p, Pufdp, PufSp), Drosophila

(PUMILIO) e humano (PUM-1 e PUM-2). A altura das letras indica a ocorréncia do nucleotideo em cada posigéo
(Galgano et al., 2008).

1.6 Mecanismo de acio das proteinas PUF

Conforme mencionado anteriormente, em 0dcitos e nos estdgios iniciais do embrifo
animal, muitos mRNAs com cauda poli-A curta sdo estaveis, mas traducionalmente inativos.
Esses mensageiros decaem somente em estdgios mais tardios do desenvolvimento. Por outro

lado, em levedura, mRNAs com cauda poli-A curta sdo rapidamente degradados, em um processo
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de clivagem do 7-metilguanosina (CAP) chamado “decapping”, seguido de degrada¢do do
mensageiro por uma exonuclease com atividade 5’ — 3’(Tucker & Parker, 2000). A diferenga
entre a repressdo e o decaimento dos transcritos em embrides animais ¢ leveduras pode ser
atribuida ao fato de que o “deccaping” dependente da deadenilagio é muito mais ativo em
leveduras (Wickens et al., 1997). Por exemplo, se o fator de inicia¢do elF4E fosse impedido de se
ligar ao CAP, sua exposi¢do acarretaria decaimento do mensageiro em leveduras e repressdo no
embrifo animal (Wickens et al., 2002).

A repressdo por homologos PUF tem sido relacionada a diminuigdo da cauda poli-A dos
meﬁsageiros regulados. Em Drosophila, mutagdes no transcrito HUNCHBACK que impedem a
ligagdo da proteina PUMILIO levam a um aumento da cauda poli-A do mensageiro (Wreden et
al., 1997). Caso similar ocorre quando o mensageiro FEM-3 ¢ impedido de ser regulado pelo
homologo FBF de C. elegans (Ahringer & Kimble, 1991). Em levedura, os homdlogos Puf3p e
Puf4p/Puf5p aumentam a taxa de deadenilagdo dos mRNAs alvos COX17 e HO , respectivamente
(Olivas & Parker, 2000; Jackson et al., 2004; Hook et al., 2007).

Além do envolvimento na deadenilagdo dos mensageiros alvos, o homologo Puf3p de
levedura estd relacionado a um segundo passo da degradagdo. Em cepas Puf3p mutantes, o
transcrito COX17 persiste por tempos bastante prolongados como uma populagdo contendo uma
cauda poli-A curta de aproximadamente 0 a 25 nucleotideos. Anélise do transcrito COXI17 em
uma cepa mutante no gene DCP1, que codifica uma enzima relacionada ao “decapping”, mostrou
que o mRNA ¢ estabilizado com uma meia vida 7 vezes maior, sugerindo que além de acelerar a
deadenilagdo, Puf3p acelera o “decapping” dos mensageiros parcialmente ou totalmente
deadenilados (Olivas & Parker, 2000). Similarmente, PUMILIO pode reprimir o transcrito
HUNCHBACK “in vivo” através de um mecanismo que independe do tamanho da cauda poli A

(Chagnovich & Lehmann, 2001).
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Uma hipétese para o mecanismo de ag¢do das proteinas PUF considera que a ligagiio ao
transcrito alvo € acompanhada do recrutamento de complexos protéicos contendo deadenilases.
Artigos recentes tém demonstrado que em levedura, as proteinas Puf4p e Puf5p interagem
diretamente com a deadenilase POP2 para regulagdo do transcrito HO. A enzima deadenilase
POP2 ¢ um componente do complexo NOT-CCR4-POP2, o maior complexo de deadenilases
presente em levedura (Tucker et al., 2002; Goldstrohm et al., 2006; Hook et al., 2007). Cepas
selvagens em Pufdp e PufSp inibem totalmente a expressdo do mRNA HO, enquanto que a
redugdo é parcial em mutantes individuais para as duas proteinas (Hook et al., 2007).
Interessantemente, a regulagdo do transcrito HO por esses dois homdlogos PUF depende
exclusivamente da interagdo com a deadenilase POP2, mas a atividade de deadenilase dessa
proteina ndo € necessaria (Goldstrohm et al., 2006; Goldstrohm et al., 2007; Hook et al., 2007).
Quem de fato atua na deadenilagio do transcrito HO ¢ a deadenilase CCR4 (Goldstrohm et al.,
2007; Hook et al., 2007). Dessa forma, conclui-se que POP2 atua como uma ponte entre Pufdp ou
Puf5p e CCR4 (Fig. 6A).

Embora as proteinas Pufdp e Puf5p de levedura atuem no recrutamento do mesmo
complexo de deadenilase, 0 mecanismo de agfo desses homologos parece diferir em alguns
aspectos: 1) Mutacdo na deadenilase CCR4 bloqueia a regulagdo do mRNA HO por Pufdp (Hook
et al., 2007); 2) A mesma mutagdo somente diminui a regulacdo do mesmo transcrito por Puf5p
(Goldstrohm et al., 2006). Além disso, mensageiros HO totalmente adenilados acumulados em
CCR4 mutantes podem ser reprimidos através da superexpressido de PufSp (Hook et al., 2007).
Estes resultados indicam que a repressﬁov por Puf5p ocorre através de um segundo mecanismo
independente da deadenilagdo, sugerindo que outros complexos ou outros fatores, dependentes de

POP2, sdo necessarios para a total atividade da proteina (Figura 6A).
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Figura 6: Mecanismo de atuagdo das proteinas PUF na regulagiio do mRNA. A) A regulaggo total do transcrito HO
de levedura requer a presenga dos homologos Pufdp e Puf5p (este, também chamado de Mpt5p). As duas proteinas
atuam como fatores de reconhecimento do mensageiro e recrutam a deadenilase CCR4 através da interacdo com a
deadenilase POP2. A regulagfo por Pufdp ocorre exclusivamente através da deadenilag@io do mensageiro por CCR4,
enquanto que a regulagdo mediada por PufSp ocorre tanto pela deadenilagdo do mRNA pela deadenilase CCR4
quanto pela interacdo com possiveis fatores de “deccaping” ainda ndo confirmados (Hook et al., 2007). B) Em
Drosophila, a regulagio do transcrito CICLINA BI por PUMILIO também envolve o recrutamento de POP2 ¢ a
atividade deadenilase de CCR4. No entanto, a estabilizagdo do complexo de deadenilases s6 € obtida através da

interagdo de NANOS com a proteina NOT4 do complexo NOT-CCR4-POP2 (Kadyrova et al., 2007).
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Dados recentes indicam que o mecanismo de regulagdo das proteinas PUF pode ser
conservado entre as espécies. O homologo PufSp de levedura € capaz de ligar especificamente
aos homologos POP2 de C. elegans (CCF-1) e de humano (CNOT-8). Por outro lado, PUMILIO-
1 de humano liga-se tanto a CNOT-8 quanto a POP2 de levedura (Goldstrohm et al., 2006). Além
disso, a regulagdo do mensageiro COX17 por Puf3p também é dependente do complexo NOT-
CCR4-POP2 (Tucker et al., 2002).

Como apresentado na sec¢do 1.2, a regulagéo do transcrito HUNCHBACK por PUMILIO
¢ dependente das proteinas NANOS e BRAT, enquanto a regulagdo do mensageiro CICLINA Bl
¢ dependente apenas de NANOS (Fig 3B). Ao contrério de levedura, onde varias proteinas foram
identificadas serem capazes de ligar diretamente ao homdélogo Puf5p (Chen & Kurjan, 1997), a
interagdo da proteina NANOS s6 ocorre com o complexo PUMILIO/NRE e nunca com a proteina
PUMILIO isolada (Sonoda & Wharton, 1999). Para investigar se a regulagdo em Drosophila
também ¢ dependente das mesmas deadenilases descritas em levedura, Kadyrova e
colaboradores, 2007 estudaram o papel do complexo de deadenilase NOT-CCR4-POP2 na
repressdo do mensageiro CICLINA Bl. O estudo mostrou que PUMILIO interage diretamente
com o ortélogo POP2 de Drosophila e também com os ortélogos CNOT7 e CNOT8 de humano.
Além disso, os experimentos mostraram que ao contrario do que acontece em levedura, a
regulagdo também ¢ dependente da interagdo com a proteina NOT4, pertencente ao complexo
NOT-CCR4-POP2. O reconhecimento de NOT4 é garantido pela interagdo com o fator NANOS,
revelando que o papel de NANOS ¢ estabilizar o complexo de deadenilase (Fig. 6B). Além disso,
os dados confirmam um papel geral para as proteinas PUF: Reconhecer o mRNA a ser regulado e

servir como ancora para o recrutamento dos fatores necessarios para a regulag@o.
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1.7 Proteinas PUF em plantas

Embora a investigagdo da fungdo das proteinas PUF esteja bastante avangada em animais
e também em levedura, as informagdes sobre essa familia de proteinas em plantas sdo bastante
superficiais, limitando-se a artigos que mostram aumento ou diminuigdo da expressdo de

homologos em experimentos de microarranjos (Zanetti et al., 2005; Cadman et al., 2006).

Nosso laboratorio tem como principal interesse a investigagdo da fungdo de trés
homélogos PUF de Arabidopsis thaliana (At2g29200, At2g29190 e At2g29140) com
aproximadamente 90% de identidade entre si (Fig. 7A). Uma vez que a regido C-terminal daé trés
proteinas apresenta uma identidade de aproximadamente 50% com o dominio PUF do homdlogo
PUMILIO de Drosophila (Fig. 7B), os genes foram nomeados de Arabidopsis PUMILIO
(APUM). Assim, os homologos em estudo at2g29200, At2g29190 e at2g29140 foram anotados
no banco de dados de Arabidopsis “The Arabidopsis Information Resource” (TAIR) como

APUM-1, APUM-2 e APUM-3, respectivamente.
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Figura 7: Alinhamento das seqiiéncias de aminodcidos das proteinas APUM-1, APUM-2 e APUM-3 no programa Clustal W. A) Alinhamento entre as seqiiéncias de
amino4cidos dos trés homdlogos APUM de interesse em nosso laboratério, Os asteriscos representam os residuos onde existe identidade entre as trés seqiiéncias. B)
Comparagdo das regiGes C-terminal de APUM-1, APUM-2 ¢ APUM-3 com a seqiiéncia de amino4cidos do dominio PUF de ligagdo a RNA do homélogo PUMILIO de
Drosophila. A identidade é indicada com a cor preta e a similaridade com a cor cinza. As regides referentes as oito repeti¢des do dominio PUF estdo indicadas. Cada repetiggo é
constituida por aproximadamente 36 residuos de aminoacidos. A regifo N-terminal do homdlogo de Drosophila ndo apresenta similaridade com a

regifio N-Teminal dos homdlogos APUM.
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1.8 Localizaciio da expressdo dos genes APUM-1, APUM-2 ¢ APUM-3 em Arabidopsis

Experimentos de localizagdo realizados em nosso laboratério utilizando o gene da f-
glucuronidase (GUS) sob o controle dos promotores de APUM-1, APUM-2 ¢ APUM-3,
mostraram que os trés genes sd0 expressos em mesmo tempo e espaco no meristema do caule,
meristema da raiz principal, meristema das raizes secundarias e também em primoérdios foliares

(Fig. 8), regides onde ocorre grande proliferacéo celular.
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Figura 8: Expressdo do gene repdrter B- glucuronidase (GUS) sob o dominio do promotor do gene APUM-1. As
plantas mostradas carregam a constru¢do APUM-1::GUS::NOS. A) e B) Planta de trés semanas apresentando
expressdo do reporter no meristema apical do caule e nos primérdios foliares. C) e D) Expressdo do repérter no
meristema apical da raiz principal. E) e F) Expressdo do repdrter nos meristemas apicais das raizes laterais em
desenvolvimento. Plantas carregando as construgdes APUM-2::GUS::NOS e APUM-3::GUS::NOS possuem o mesmo
padrio de expressdo do repérter (Favaro EC, 2007).

Os meristemas sfo conjuntos de células que conservam as propriedades embriondrias

durante todo o ciclo de vida do vegetal, sendo que o controle das divisdes e a determinagdo do
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destino final de suas células sdo controlados por mecanismos de sinalizagdo extracelulares e
intracelulares (Weigel & Jurgens, 2002).

O meristema apical do caule (SAM, do inglés “shoot apical meristem”) é a fonte de
células para todos os Orglos aéreos produzidos apds a germinagdo. Esse meristema consiste de
um pequeno nimero de células indiferenciadas localizadas entre os dois cotilédones (Fig. 9A).
Apoés a germinagdo, o meristema inicia uma divisdo celular altamente coordenada, que continua
durante todo o crescimento vegetativo. Baseado em estudos histologicos, o SAM ¢ subdividido
em 3 regides, chamadas de zona central (CZ), zona periférica (PZ) e zona medular (RZ) (Fig. 9A)
(Sharma et al., 2003). A zona central, pequena e situada. centralmente em dire¢cdo ao topo do
SAM, contém uma populagédo de células totipotentes que se divide lentamente. Assim, as células
filhas sdo deslocadas gradualmente da zona central para a zona periférica e para a zona medular,
onde passam a se dividir mais rapidamente (Baurle & Laux, 2003). Estas células sdo
posteriormente recrutadas para os programas de divisdo celular dos 6rgdos laterais e do caule,
respectivamente.

As células do SAM também podem ser agrupadas de acordo com suas camadas clonais,
sendo divididas em epiderme (camada L 1), subepiderme (camada L.2) e camada interna (L3) (Fig.
9A) (Sharma et al., 2003). A divisdo na epiderme e subepiderme € anticlinal (plano perpendicular
em relagdo as camadas). Estas células sfo posteriormente incorporadas para a epiderme e a
subepiderme de oOrgdos laterais (folhas e o6rgéos florais). A divisdo na camada interna € mais
complexa e suas células filhas diferenciadas entram para o tecido interno de 6rgéos laterais e para
a casca interna no caule.

O meristema apical da raiz (RAM, do inglés “root apical meristem”) € a fonte produtora
da parte subterrdnea do vegetal (Weigel & Jurgens, 2002). Quando comparado ao SAM, esse

meristema apresenta um menor nimero de células e uma estrutura mais simples. A raiz madura ¢
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composta de camadas de células organizadas concentricamente que, vistas de dentro para fora,
podem ser identificadas como feixe vascular, periciclo, endoderme, cortex e epiderme (Fig. 9B).
As células de cada camada tém origem na ponta da raiz, a partir do centro quiescente (QC),
composto de células totipotentes com baixa taxa de divisfo celular (Fig. 9A). Apoés a divisdo de

uma célula iniciadora, a célula filha da periferia sofre diferenciagdo, ao passo que a outra

continua pertencendo ao QC (Fig. 9A) (Benfey & Scheres, 2000).

I Epiderme
[ Cértex

I Endoderme

[ Periciclo

Figura 9: Desenvolvimento vegetal. A) Durante a embriogénese, as plantas estabelecem um corpo rudimentar
possuindo cotilédones (cot), hipocétilo (hy) e raiz (rt). Apds essa fase, o meristema apical do caunle (SAM) ¢é
responsavel pela formagdo de toda a parte aérea da planta. A figura mostra a organizagio do meristema apical de
caule em zonas (CZ: zona central; PZ: zona periférica; RZ:zona medular) ¢ camadas (L1 ¢ L2). O meristema apical
da raiz (RAM) produz o sistema radicular. O centro quiecente (regiio em azul) inibe a diferenciagdo das células
totipotentes vizinhas (regidio em rosa). Irc: ponta da raiz lateral; cre: ponta da raiz central (Baurle & Laux, 2003). B)
Esquematizagdo de um corte transversal da raiz mostrando a organizagio das células em feixe vascular (circulo

central em azul escuro), periciclo, endoderme, cortex e epiderme (Malamy & Benfey, 1997).
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Portanto, os resultados de localizagdo obtidos com o repérter GUS indicam que os
homologos APUM-1, APUM-2 e APUM-3 s@o expressos prioritariamente em regides onde se
encontram as cé€lulas indiferenciadas da planta. Esses resultados sfio condizentes com as
informagdes sobre proteinas da familia PUF em animais, onde as expressdes dos homologos

também sdo observadas em regides onde se concentram as células tronco do organismo.

Experimentos adicionais utilizando o repérter GUS mostraram que os genes APUM-1,
APUM-2 e APUM-3 também s3o expressos em calos, tecidos formados por células
desdiferenciadas obtidas pela indugdo dos horménios auxina e citocinina (Raven, 2004). A Figura
10A ilustra o que acontece com a expressdo de APUM-I1, APUM-2 e APUM-3 durante a
formagdo do tecido de calo. Primeiramente, o periciclo das raizes das plantas repdrteres fica
completamente azul, sofrendo espessamento apos dois dias de crescimento em meio de indugéo
de calo. Nesse momento, as células comegam a se dividir sem se diferenciar, resultando no
rompimento dos tecidos internos da raiz e, portanto, na produgdo do calo. As expressdes de
APUM-2 ¢ APUM-3 aumentam durante a formac¢do do calo e se mantém fortes apds o
estabelecimento da cultura (Fig. 10C e 10D). Em contraste, APUM-1 tem um aumento na
expressdo durante a formagio do calo (Fig. 10A), que ndo se mantém apos o seu estabelecimento,
sendo possivel observar apenas uma leve coloragdo azul do reporter (Fig. 10B) (Favaro EC,
2007). Esses resultados em tecido de calo confirmam a alta expressdo dos homélogos APUM de

interesse em regides indiferenciadas da planta.
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Figura 10: Expressdo do gene reporter GUS sob o controle dos promotores dos genes APUM-1, APUM-2 e APUM-3
em calos obtidos a partir de plantas carregando a construgdo reporter. A) Processo de formagdo de calo a partir de
plantas repérteres APUM-2::GUS::NOS com uma semana de crescimento transferidas para meio de indugéio de calo.
Este resultado ¢ semelhante ao obtido com as plantas repérteres APUM-1::GUS::NOS e APUM-3::GUS::NOS. B), C)
e D) Express@o do reporter em calos ja estabelecidos obtidos a partir de plantas APUM-1::GUS::NOS., APUM-

2::GUS::NOS. E APUM-3::GUS::NOS, respectivamente (Favaro EC, 2007).

1.9 A¢do pleiotréopica das proteinas APUM-1, APUM-2 e APUM-3

O banco dados de Arabidopsis TAIR disponibiliza plantas com inser¢des de T-DNA em
genes especificos, sendo possivel, portanto, obter plantas nocautes individuais para os genes
APUM-1, APUM-2 ¢ APUM-3. Interessantemente, plantas nocautes para qualquer um dos tres
genes ndo apresentaram fenétipo diferente daquele observado para as plantas selvagens (Favaro

EC, 2007).
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Para tentar observar um possivel fendtipo relacionado a falta da expressdo das proteinas
APUM-1, APUM-2 ¢ APUM-3, a Doutora Elaine Cristina Favaro utilizou uma construgdo
antisenso induzivel por dexametasona, onde o primeiro exon de APUM-2, que possui 100% de
identidade com APUM-1 e APUM-3, é expresso de forma a interferir com a tradugéo dos trés
mensageiros ao mesmo tempo (Favaro EC, 2007). Anélises moleculares mostraram que as
plantas transgénicas crescidas em meio contendo 10 uM do indutor dexametasona possuem uma
reducdo significativa na expressdo total das proteinas quando comparado com plantas selvagens

(Fig. 11) (Favaro EC, 2007).

A. B.
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Figura 11: Analise da expressdo das proteinas APUM-1, APUM-2 e APUM-3 em extrato protéico de plantas
antisenso induziveis por dexametasona (31) comparadas com o extrato protéico da planta selvagem (S). A) Western
blot utilizando anti-soro contra APUM-2 produzido em coelho. Os nimeros entre parénteses referem-se as
concentragdes (em pM) de indutor usadas. Os niimeros localizados abaixo indicam a densidade 6ptica das bandas,
obtidas com o auxilio do software LabWorks 4.0. B) Slot blot com diferentes quantidades de extrato protéico (em

pg). Os niimeros entre parénteses indicam a concentra¢io de dexametasona presente no meio de crescimento (Favaro

EC, 2007).
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O fenétipo observado foi caracterizado principalmente por plantas cloréticas apresentando
rosetas com filotaxia normal, mas com um tamanho 35 a 40% menor em relagdo a planta
selvagem, além de folhas reduzidas, raizes menores € menos ramificadas e também produgéo de
flores estéreis (Fig. 12A a 12D). Além desse conjunto de aspectos, também foi possivel observar
plantas em que ndo houve crescimento ou desenvolvimento de raiz ou folhas. Esse
comportamento foi atribuido ao efeito mais drastico da modificagfio da expressdo dos genes

APUM (Fig. 12E) (Favaro EC, 2007).

- E = oo L el
Figura 12: Comparagio entre o fendtipo de plantas selvagens (S) e os fendtipos das linhagens carregando a
construcdo antisenso induzivel por dexametasona (AS). A) Planta antisenso clorética apresentando o didmetro da
roseta menor em relagdo a planta selvagen. B) Comparagdo entre varias folhas P1 de plantas selvagens e plantas
antisenso crescidas em 10 pM de dexametasona. C) e D) As expressdes dos genes APUM-1, APUM-2 e APUM-3 s@o
aumentadas na presenca do hormonio auxina. As figuras mostram plantas crescidas por duas semanas em meio
contendo auxina sintética na auséncia (C) e na presenga do indutor dexametasona (D). O experimento mostra que a
expressdo dos genes APUM ¢é importante para a formag#o das raizes laterais. E) Plantas onde o desenvolvimento ¢
interrompido (possivel agdo mais drastica do antisenso). Todas as plantas mostradas possuem trés semanas de

crescimento (Favaro EC, 2007).
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Os fenotipos observados indicam que a falta das proteinas APUM-1, APUM-2 ¢ APUM-3
leva a uma diminuigdo da proliferagdo celular dos tecidos da planta, resultando assim na
produgdo de orgios menores e menos ramificados. Uma vez que os trés genes estudados sio
expressos em regides onde se concentram as células indiferenciadas do vegetal, pode-se esperar
que as porteinas APUM-1, APUM-2 e APUM-3 estejam relacionadas ao controle traducional de
transcritos relacionados a proliferagdo celular nessas regides. Os resultados indicam que, assim
como descrito em animais, homoélogos PUF em plantas desempenham um papel importante no

desenvolvimento vegetal, podendo afetar a formagio de varios 6rgios em diferentes niveis. -

1.10 Regulac¢io da integridade do meristema do caule da planta

Para manter a integridade do meristema do caule durante a repetitiva formacdo das
estruturas do vegetal, a proliferacdo celular e a iniciagdo dos 6rgdos devem ser precisamente
coordenadas (Meyerowitz, 1997). Alguns genes que atuam na coordenagdo do meristema apical
do caule sdo bastante estudados, entre eles estdo os genes CLAVATA-1 (CLV-1), CLAVATA-2
(CLV-2), CLAVATA-3 (CLV-3), WUSCHEL (WUS) e SHOOT MERISTEMLESS (STM).

Os genes CLV- I e CLV-2 codificam um receptor quinase transmembrana contendo
repetigdes ricas em leucina (LRRs) e fazem parte de um complexo que interage com numerosas
proteinas (Clark et al., 1997; Jeong et al., 1999). A proteina CLV-3 € um peptideo secretado que
se liga a este receptor, promovendo a diferenciagéo celular no meristema (Fletcher et al., 1999).
Plantas mutantes para os genes CLV-I ou CLV-3 acumulam até 1000 vezes mais células
indiferenciadas em relacdo as plantas selvagens (Clark et al., 1993; Kayes & Clark, 1998;

Fletcher et al., 1999).
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Analises genéticas em Arabidopsis sugerem um papel central do gene WUSCHEL na
regulagdo do destino das células totipotentes durante todo o desenvolvimento da planta. Esse
gene codifica um fator de transcri¢do responsavel pelo sinal que especifica a identidade das
células totipotentes e também a sua auto-renovagdo (Laux et al., 1996; Mayer et al., 1998).
Plantas que carregam a perda da fung¢io do gene WUSCHEL desenvolvem um SAM embrionario
normal, mas que ndo € mantido ap6s a produgdo de alguns 6rgios laterais. Nessas plantas, além
de nd3o haver renovacdo das células totipotentes, o crescimento € interrompido e as células nédo
mantém o seu destino correto (Laux et al., 1996; Mayer et al., 1998). Plantas mutantes para o
gene WUS também apresentam defeitos restritos ao centro do meristema floral, sugerindo que a
proteina codificada também € essencial para o desenvolvimento desse meristema (Laux et al.,
1996).

O gene STM € necessario para a iniciagdo embriondria do meristema do caule em
Arabidopsis (Long et al., 1996) e também para a estabilizagdo e a manutengfo continua e
funcional do meristema (Clark et al., 1996). Mutag¢des no gene STM impedem a formagdo tanto
do SAM primario durante a embriogénese quanto dos SAMs posteriores (Long et al., 1996).
Plantulas STM mutantes apresentam Orgdos fusionados que parecem consumir as células do
SAM, ndo ocorrendo produgio pos-embrionéria de 6rgdos laterais (Endrizzi et al., 1996; Lenhard
et al., 2002).

Os trés genes regulatérios CLAVATA e o gene WUSCHEL s3o expressos em pontos
precisos do meristema do caule. CLV-1 € expresso num amplo dominio da zona central sob as
trés camadas de células do meristema e WUS ¢ expresso na mesma regido, mas em um dominio
menor, chamado de centro de organizagio (OC). O gene CLV-3 também ¢ expresso na populagio

de células totipotentes da zona central, mas somente nas duas primeiras camadas (L1 e L2) (Fig.
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13). Isto implica que o ligante CLLV-3 deve ser capaz de atingir as camadas mais baixas de células

para poder interagir com o complexo receptor CLV-1/CLV-2 (Clark, 2001).

Figura 13: Regides do meristema apical do caule
onde as expressdes dos genes CLAVATA e
CLV3 WUSCHEL sdo observadas. Todos os genes sdo
vt expressos na populagdo de células totipotentes da
zona central do meristema, mas em dominios

WUS . . ‘
diferentes. A regido onde a expressdo de WUS ¢é

observada é chamada de centro de organizagio

(OC). CLV-3 regula negativamente a expressdo de

WUS através de sua ligagdo a CLV-1. WUS, por sua
vez, ¢ capaz de ativar CLV-3 em um caminho ainda

ndo conhecido.

Andlises genéticas forneceram varios indicios de uma interdependéncia entre os genes
WUS e CLV. Primeiro, o sinal de CLV diminui a expressdo de WUS, uma vez que a sua
intensidade da expressdo é ampliada em plantas CLV mutantes (Schoof et al., 2000) e a expresséo
ectopica do gene CLV-3 elimina a expressdo de WUS, causando deste modo um fendtipo
semelhante ao do mutante WUS (Brand et al., 2000). Segundo, devido a expressdo do gene CLV-3
ser especifica para as células totipotentes, que requerem WUS para a sua manuten¢do, o caminho
dos genes CLV pode ser regulado indiretamente por WUS (Laux et al., 1996; Mayer et al., 1998).
Dessa forma, plantas com a expressdo de WUS sob o dominio do promotor do gene CLV-I
acumulam CLV-3 em células indiferenciadas (Schoof et al., 2000).

Com base nessas relagdes, um modelo envolvendo um mecanismo de auto — regulacdo
WUS/CLV tem sido proposto para a manutengdo das células totipotentes no meristema de caule.
Se o niimero de células totipotentes na zona central ¢ aumentado, mais peptideo CLV-3 ¢

produzido na zona central, diminuindo a expressio do gene WUS. Pouca expressdo de WUS reduz
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o nimero de células totipotentes no SAM e, conseqilentemente, atenua a expressio do gene CLV-
3. Essa diminuigdo do peptideo CLV-3 direciona para uma maior expressdo de WUS e por
conseqii€ncia, um aumento de células totipotentes (Fig. 13 e Fig. 14) (Schoof et al., 2000).

A sinalizagdo WUS/CLV também atua na manutengdio das células totipotentes no
meristema floral. Mutantes de WUS formam um nimero normal de flores, sépalas e pétalas, mas
duas voltas centrais sdo desenvolvidas em um estame (Laux et al., 1996). Este defeito ¢ resultado
da inviabilidade de WUS em manter uma quantidade suficiente de células totipotentes para
formar o numero correto de estames e carpelos. Em contraste, o meristema floral de mutantes
CLV acumula células totipotentes e desenvolvem ﬂoresv com um elevado nimero de drgdos
florais, especialmente carpelos (Clark et al., 1993; Kayes & Clark, 1998; Fletcher et al., 1999).

Quanto ao gene STM, ainda nfio € claro o modo pelo qual o mesmo age em relagdo ao
caminho regulatorio WUS/CLV. Diferentemente do gene WUS, a expressdo do gene STM ¢é
observada por todo o SAM, mas ndo nos 6rgios em formagfo (Long et al., 1996). Comparagdes
das func¢des de STM e WUS indicam que os dois genes possuem tanto papéis independentes
quanto complementares na regulagio do SAM, apesar do fato de seus respectivos mutantes
mostrarem defeitos similares (Gallois et al., 2002; Lenhard et al., 2002). Enquanto WUS funciona
especificamente no controle local da identidade das células totipotentes no centro do SAM, STM
parece ser necessario em todo o meristema para restringir a iniciacdo de 6rgédos somente para os
lados do mesmo (Gallois et al., 2002; Lenhard et al., 2002). Uma explicagdo plausivel para a
fungdo de STM ¢ permitir a suficiente amplificagiio das células filhas das células totipotentes
antes que a formagfo do 6rgdo aconteca (Lenhard et al., 2002). Esta fun¢do minimizaria a
necessidade de muitas divisdes das células totipotentes e assim, um possivel acimulo de

mutacdes devido a replicagdo do DNA (Baurle & Laux, 2003).
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Recentemente, outros genes e também microRNAs t€m sido mostrados serem importantes
na manuten¢do meristematica, na sua grande maioria afetando a expressdo do gene WUS (Fig.
14). No entanto, como esses genes sdo sempre identificados através de mutantes que acarretam
defeito no SAM, pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares que controlam essa regulacdo.
Por exemplo, os genes HANABA TARANU (HAN), CORONA (CNA), PHABULOSA (PHB) e
PHAVOLUTA (PHYV) séo fatores de transcrigdo que diminuem a expressdo de WUS (Prigge et al.,
2005) (Fig. 14), no entanto, ainda nfo € claro se esse controle da expressio ocorre através da
ligacdio direta a0 promotor ou se tais fatores ativam genes que controlam a expressdo de WUS.

Essas e muitas outras perguntas ainda continuam em aberto.
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Figura 14: Mecanismos moleculares de regulagio do destino das células totipotentes no meristema apical de caule
de Arabidopsis. A populagio de células totipotentes € localizada na regido central do meristema e ¢ mantida por um
sinal (X?) enviado do centro de organizagdo (regido rosa, onde se observa a expressdo de WUS). A figura mostra que
WUSCHEL pode ser regulado positivamente e negativamente pelo produto de diversos genes. As proteinas PHB,
PHV e CNA sio fatores de transcrigio da classe III HD-ZIP que regulam negativamente o nivel de mRNA de WUS
na regido central do meristema (Prigge et al., 2005). Esses genes, por sua vez, sdo negativamente regulados por
microRNAs (Williams et al., 2005). As proteinas FAS1/FAS2 e SYD evitam a expressdo ectopica do gene WUS
através de processos de regulagio da cromatina, mantendo uma alta expressdo desse gene na regido central do

meristema (Kaya et al., 2001). Figura retirada do artigo (Williams & Fletcher, 2005).
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Entender os mecanismos pelos quais as proteinas sfo distribuidas nos diferentes
compartimentos celulares e tecidos é de extrema importéncia para a elucida¢do das fungdes de
varios genes como um todo. Dados indicam que o principal mecanismo para a obtenco de altas
concentragdes locais de proteinas € realizado por localiza¢do de RNA (Micklem, 1995; Johnstone
& Lasko, 2001), onde a partir de uma unica molécula de mensageiro pode-se gerar varias
moléculas de proteinas. A regulagdo da tradug@o desses transcritos pode ser realizada por
proteinas que se ligam a RNA, interagindo com regides regulatérias dos mensageiros e
bloqueando a maquinaria de tradug¢do ou eliminando as estruturas sinalizadoras importantes do
transcrito para a sintese protéica (Decker & Parker, 1995; Evans & Hunter, 2005).

O fato dos possiveis reguladores traducionais APUM-1, APUM-2 ¢ APUM-3 terem sido
localizados em tecidos meristematicos indica que esses homologos devem estar relacionados a
especificacdo e¢/ou manutengdo das células totipotentes, assim como tem sido descrito para
homoélogos PUF em outros organismos. Além disso, os resultados dos experimentos da
constru¢do antisenso mostrando que a diminui¢io da expressdo das trés proteinas € suficiente
para causar problemas no desenvolvimento da planta, permite especular que o fenétipo observado
¢ resultado da falta ou da diminuicéo da regulagdo da tradugdo de um ou mais transcritos. Estudos
das caracteristicas moleculares das proteinas APUM e a identifica¢cdo de mensageiros regulados
por essas proteinas poderdo mostrar se a agdo dos homoélogos PUF em plantas € conservada
evolutivamente e também ajudar na identificagdo dos possiveis papéis desempenhados pelos

mesmos no organismo vegetal.
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2. Objetivos
O presente trabalho tem como principais objetivos estudar a conservagdo molecular dos
homologos da familia PUF em Arabidopsis thaliana, chamados de Arabidopsis PUMILIO

(APUM) e também identificar possiveis mensageiros sujeitos a regulacfio traducional pelas

proteinas APUM-1, APUM-2 e APUM-3.
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3.Materiais e Métodos
3.1.Sistema Triplo — Hibrido de levedura

O sistema triplo-hibrido de levedura é uma importante ferramenta para a detecgdo e
analise de possiveis interagdes entre proteina e RNA. O sistema utiliza um RNA hibrido como
intermedidrio entre duas proteinas, sendo a interacdo dos trés hibridos necessaria para a
reconstituigio da ativagdo transcricional dos genes repérteres HISTIDINA (HIS3) e B-
galactosidase (LacZ) (SenGupta et al., 1996) (Fig. 15). Como componentes fixos do sistema,
estdo a proteina LEXA, com o dominio de ligacdo ao DNA fusionado a proteina de envoltura do
bacteriofago MS2, e o RNA hibrido, que contém duas copias do sitio de ligagdo da proteina MS2
(SenGupta et al., 1996) (Fig. 15). O dominio de ativagdo usado € variavel entre os sistemas.

Para o presente trabalho, foi adquirido o sistema “RNA-Protein Hybrid Hunter™ Kit”
(Invitrogen). Esse sistema usa o dominio de ativagdo VP16 do virus “Herpes simplex”, um dos
mais fortes dominios de ativagdo ja caracterizados até o momento. A cepa utilizada nesse sistema
¢ a L40Ura3 (MATa, ura3-52, leu2-3112, his3A200, trp1Al, ade2, LYS2:(LexA op) 4-HIS3, ura3

(LexA-op)8-lacZ). Os vetores usados no sistema estdo descritos na figura 16.

HIS3 or LacZ

Figura 15: Representagiio do sistema triplo-hibrido de levedura. O RNA hibrido (RNA de interesse fusionado a
seqiiéncia de RNA reconhecida pela proteina MS2) interage com a proteina hibrida de ligagdo ao operador (dominio
LEXA de ligagio ao DNA fusionado a proteina MS2 de ligagdo a RNA). A segunda proteina hibrida é o produto da
fusdo entre o dominio de ativagdo (VP16) e a proteina de ligagdo a RNA de interesse (nesse caso, a proteina
Arabidopsis PUMILIO-APUM). A interagdo entre os trés hibridos reconstitui o fator de ativagdo da expressdo
génica, ativando os genes reporteres HISTIDINA (HIS3) e B-galactosidase (LacZ).
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J e Transcreve o RNA de Transcreve o RNA de
Prf)tema Hibr 'df' 1 interesse fusionado ao RNA interesse fusionado ao RNA
(Proteina LEXA fusionada MS?2 na extremidade 5° MS2 na extremidade 3°

a proteina MS2)

pRH3/IRE
7920 bp

i i RNA Hibrido IRE
Proteina Hibrida 2 Proteina Hibrida IRP (Controle)

(Proteina de interesse (Controle)
fusionada ao dominio de
ativacio VP16)

Figura 16: Vetores utilizados no sistema triplo- hibrido de levedura (Invitrogen). O sistema utiliza a interagio bem
caracterizada entre a proteina de resposta a ferro (IRP) e sua seqiiéncia de ligagdo IRE (elemento de resposta a ferro)

como controle positivo de interagdo (Pantopoulos, 2004).
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3.2 Sistema Triplo-Hibrido adaptado

O sistema triplo-hibrido adquirido comercialmente possui algumas desvantagens em
relagdo a um sistema disponibilizado recentemente. Primeiro, a linhagem L40Ura3 (Invitrogen)
ndo possui a construgdo para sintese da proteina LEXA/MS2 integrada ao genoma, sendo
necessaria a transformaggo de trés vetores para a utilizagdo do sistema (Fig. 16). Segundo, o vetor
de tradugdo da proteina LEXA/MS2 ¢ selecionado em levedura através do antibidtico Zeocina
(Invitrogen), que além de muito caro, requer uma concentracdo final muito alta no meio
(200ug/mL). Além disso, outro problema bastante comum acontece em ensaios em que um RNA
¢ usado como isca contra uma biblioteca de proteinas. Nessas situagdes, a quantidade de
interacdes falso-positivas chega a 95% quando a linhagem 1.40Ura3 ¢ utilizada (SenGupta et al.,
1996).

Para solucionar esse problema, Hook e colaboradores, 2005 desenvolveram a linhagem de
levedura YBZ-1, que mostrou ser capaz de reduzir drasticamente a proporg¢do de falso-positivos.
Essa linhagem possui a constru¢do para sintese da proteina LEXA/MS2 estavelmente integrada

ao genoma. A figura 17 mostra a diferenga principal entre as linhagens 1L40Ura3 e YBZ-1.

B. YBz1
1452 —‘ )
b

ap
V)
S
%2 2S2Y /
LT i

A. L40coat
MSZ

. ) e -
o ;_......_. = b .[’\S/ —

Figura 17: Diferenga entre as linhagens de levedura L40Ura3 e YBZ-1. A) Na liphagem 1.40Ura3, a proteina de
fusdo de envoltura do bacteriofago (MS2) precisa dimerizar para ligar ao seu RNA. Dessa forma, mondmeros
LEXA/MS2 ligados ao promotor teriam uma superficie exposta que poderia se ligar a proteinas ou pequenos
peptideos, ativando os genes repérteres sem a ligagio ao RNA isca. B) Na cepa YBZ-1, a proteina MS2 é modificada
de tal forma que € expressa como um dimero cabega-cauda fundido em um tnico monémero LEXA. A linhagem
YBZ-1 também possui a construgio para sintese da proteina LEXA/MS2 estavelmente integrada no genoma (Hook
et al., 2005).
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Para o presente trabalho, a linhagem YBZ-1 contornou diversos problemas enfrentados na
otimizagdo do sistema da Invitrogen, como o aumento da eficiéncia de transformagio, uma vez
que necessita apenas da co-transformagio de dois vetores, a independéncia do uso do antibiético
Zeocina e também o nimero significantemente baixo de interagdes falso-positivas nos ensaios de

triplo-hibrio usando bibliotecas como presa.

3.3 Clonagem dos ¢cDNAs referentes ao dominio PUF de liga¢io dos homélogos APUM-1,
APUM-2, APUM-3, APUM-4, APUM-5, APUM-6 e APUM-7 no vetor pYESTrp3

RNA total foi extraido de plantas com duas semanas de crescimento ou de tecido de
inflorescéncia utilizando o reagente Trizol (Invitrogen). O cDNA foi sintetizado utilizando o kit
“SuperScript III RNAse H Reverse Transcriptase” (Invitrogen), com 2 pg de RNA total e 250 ng
de “random primers”, conforme protocolo do fabricante. As reagdes de PCR foram feitas
utilizando a enzima “High Fidelity PCR Taq Polimerase” (Invitrogen), conforme especificagdo
do fabricante e 1 pL da reagdo de transcrigdo reversa. Os oligonucleotideos utilizados nas reagdes
de RT-PCR possuem a seqiiéncia para o pareamento com a seqiiéncia do cDNA referente ao
dominio PUF de ligagdo de cada homdlogo APUM e também as seqiiéncias necessarias para as
reacdes de recombinacdo no sistema Gateway ™ (Invitrogen) (Tabela 2). Os produtos
amplificados nas reagdes foram posteriormente transferidos para o vetor pPDONR201 do sistema
GatewayTM (Invitrogen) através de reagdes de recombinagdo, conforme protocolo do fabricante.

Para transformar o vetor pYESTrp3 do sistema triplo-hibrido em um vetor destino do
sistema Gateway, capaz de receber o inserto clonado no vetor pDONR201, um cassete de
recombinacdo foi inserido ao mesmo mantendo a correta janela de leitura. Em seguida, os cDNAs
de interesse foram transferido para o vetor pYESTrp3 através de reagdes de recombinagio,

conforme protocolo do fabricante.
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Todos os clones foram seqiienciados e posteriormente analisados quanto a auséncia de

mutagdes e a correta janela de leitura.

Tabela 2: Lista de oligonucleotideos usados nas reagdes de amplificagido dos dominios PUF dos homélogos APUM.

Oligonucleotideo Seqiiéncia

PUF-1/2/3 F 5" AAAAAGCAGGCTACATGGATGCTAGTTTGGATGAAGGC 3!

PUF-1 R 5' AGAAAGCTGGGTTAAGGTCTTAAGCCATCTGGG 3'
5" AGAAAGCTGGGTTTACGCCATCTGAGGCTGGGTTAGGGA
PUF-2 R
CTGCAAAGCCAT 3'

PUF-3 R 5" AGAAAGCTGGGTGTCCCTTACGCCACCAGAGG 3'
PUF-4 F 5' AAAAAGCAGGCTACATGAGCTTAGAAGGTGCCAATG 3'
PUF4R 5' AGAAAGCTGGGTTCATCTCCTCAATTCTTGGT 3°
PUF-S F 5" AAAAAGCAGGCTCCATGAGCATCGTTGATGATCTA 3'
PUF-5R 5" AGAAAGCTGGGTCCTAACCTTCTGTTCCCTCTTCTG 3'
PUF-6 F 5' AAAAAGCAGGCTCAATGCATGTAGATATTGGCAGTAC 3'
PUF-6 R 5' AGAAAGCTGGGTATTATGGAGTGGTGTTCGCGGCAA 3°
PUF7-F 5' AAAAAGCAGGCTCTCGAGCATTGATGTCTAATAATG 3'
PUF-7R 5' AGAAAGCTGGGTATCACTTCTTCAATAGTATCCTCG 3

3.4 Clonagem de seqiiéncias presentes nas regides 3’ UTR dos mensageiros HUNCHBACK

(NRE), FASCIATA-2 (FAS-2) e CLAVATA-1 (CLV-1)

Os pares de oligonucleotideos complementares NRE selvagem, NRE mutante no Box A

(NREA), NRE mutante no Box B (NREB) e NRE mutante nos boxes A ¢ B (NREAB) foram

desenhados conforme descrito no artigo de Murata & Wharton, 1995 e Cui et al., 2002. Para

desenho dos pares de oligos FAS-2 e CLV-I, foram usadas seqiiéncias complementares
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correspondentes a 32 pb de uma regidio na regido 3> UTR contendo o elemento de ligagdo a
APUM (Tabela 3). Os oligos possuem uma extremidade coesiva com a enzima de restrigio Avrll
na extremidade 5’ e sitios de restrigdo para as enzimas Avrll e Smal na extremidade 3’,
respectivamente. A extremidade coesiva Avrll na extremidade 5° foi desenhada de forma que o
sitio de reconhecimento para essa enzima seja perdido apos a ligagdo ao vetor.

O anelamento das seqiiéncias complementares sintetizadas foi realizado seguindo o
protocolo “DNA primer Supporting Information/Protocol for Adapter Production” obtido pelo
site da Invitrogen (www.invitrogen.com). Foram utilizados 100 nmoles de cada oligo, 100 pL de
tampéo de anelamento (10X)(100 nM Tris-HCI, pH 7,5, 1 M de NaCl e 0,01 M de EDTA) e 4gua
para um volume final de 1 mlL. As reagdes foram incubadas a 65°C por 10 minutos e
posteriormente a temperatura ambiente por 2 horas. Em seguida, 3 pL. dos oligos pareados foram
digeridos com 0.3 U da enzima Smal (New England Biolabs) em um volume final de 10 pL. As
reagdes de ligagdo foram realizadas utilizando aproximadamente 50 ng do vetor pRH5’
previamente digerido com as enzimas Avrll e Smal (New England Biolabs), 1 pL dos oligos
pareados digeridos com Smal (New England Biolabs) e 1 U de enzima T4 DNA ligase (New
England Biolabs) em um volume final de 10 pL, seguido de incubagdo por 16 h a 16°C,
precipitagdo com glicogénio/acetato de sédio/etanol (Sambrook et al., 1989) e eletroporagdo em
E. coli DH10B.

A confirmacdo da presenga do inserto foi feita por reagdes de PCR utilizando
oligonucleotideos especificos para o vetor pRHS’ (Tabela 3), seguido de eletroforese em gel de

agarose 2%. O inserto amplificado do vetor pRHS’ vazio foi utilizado como controle negativo.
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Tabela 3: Lista de oligonucleotideos sintetizados para clonagem das seqiiéncias 3° UTR no vetor pRHS’. Os

niimeros entre parénteses nos oligos FAS-2 referem-se as substituigdes feitas em relagdo ao transcrito selvagem.

Oligonucleotideo Seqiiéncia
NREF S CTAGATTATTATGTTGTCGAAAATTGTACATAAGCCTAGG
CCCCCGGGGGA 3
NRE R 5' TCCCCCGGGGGACTAGGCTTATGTACAATTTTCGACAACA
TAATAAT 3'
5' CTAGATTATTATCTGCTCGAAAATTGTACATAAGCCTAGG
NRE-BOXA F CCCCCGGGGGA 3
5' TCCCCCGGGGGACTAGGCTTATGTACAATTTTCGAGCAG
NRE-BOXA R ATAATAAT 3'
5' CTAGATTATTATGTTGTCGAAAATATGACATAAGCCTAGG
NRE-BOXB F CCCCCGGGGGA 3
§ TCCCCCGGGGGCCTAGGCTTATGTCATATTTTCGACAACA
NRE-BOXB R AT AAT Y

NRE-BOXAB F
NRE-BOXAB R
FAS-2 F
FAS-2 R
CLV-1F

CLV-1R

WUS - F
FAS-2 F (+4)
FAS-2 (-02/-01)- F
FAS-2 (-04/-03)-F
FAS-2 (-06/-05)-F
FAS-2 (-08/-07)-F
FAS-2 (-10/-09)-F

FAS-2 (-12/-11)-F

FAS-2 (-14/-13)-F

FAS-2 (+9/+10)-F

5'CTAGATTATTATCTGCTCGAAAATATGACATAAGCCTAGGC
CCCCGGGGGA 3’
5'TCCCCCGGGGGCCTAGGCTTATGTCATATTTTCGAGCAG
ATAATAAT 3
5'CTAGCGTCTCGTCTCTAAAGGCAATGTACATATAGACCTA
GGCCCCCGGGGGA 3"

5' TCCCCCGGGGGCCTAGGTCTATATGTACATTGCCTTTAG
AGACGAGACG 3'
5'CTAGATTTCTAATACTTTCGGGTTTGTATATTTGTTCCTAG
GCCCCCGGGGGA 3
5'TCCCCCGGGGGCCTAGGAACAAATATACAAACCCGAAAGT
ATTAGAAAT 3'

5'CTAGTCTAGATCTCTCGTTATGTGTAATTTGTAATTACTAG
CCCCCGGGGGA 3
5'CTAGTCTAGACGTCTCGTCTCTAAAGGCAATGTGCATATA
GACCCCCGGGGGA 3
5' CTAGTCTAGACGTCTCGTCTCTAAAGGCCCTGTACATATA
GACCCCCGGGGGA 3
5'CTAGTCTAGACGTCTCGTCTCTAAAGTAAATGTACATATAG
ACCCCCGGGGGA 3
5'CTAGTCTAGACGTCTCGTCTCTAACTGCAATGTACATATAG
ACCCCCGGGGGA 3
5' CTAGTCTAGACGTCTCGTCTCTCCAGGCAATGTACATATA
GACCCCCGGGGGA 3'

5' GGACTAGTCGTCTCGTCTAGAAAGGCAATGTACATATA
GACCCCCGGGGGA 3
5'CTAGTCTAGACGTCTCGTAGCTAAAGGCAATGTACATATA
GACCCCCGGGGGA 3'

5' CTAGTCTAGACGTCTCTGCTCTAAAGGCAATGTACATATAG
ACCCCCGGGGGA 3’

5' CTAGTCTAGACGTCTCGTCTCTAAAGGCAATGTACATAGC
GACCCCCGGGGGA 3'
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FAS-2 (+11/+12)-F 5" CTAGTCTAGACGTCTCGTCTCTAAAGGCAATGTACATATA
TCCCCCCGGGGGA 3'
UTR - REVERSO 5'TCCCCCGGGGG 3!
pRHS’-F 5’ CTGTCTCTATACTCCCCTATAG 3’
pRH5’-R 5 CAAAATTCAATAGTTACTATCGC 3’

3.5 Clonagem de seqiiéncias presentes nas regides 3° UTR dos mensageiros WUSCHEL
(WUS) e ZWILLE (ZLL)

| Oligonucleotideos senso correspondentes a uma seqiiéncia de 32 pb da regido 3> UTR de
WUSCHEL (WUS) e ZWILLE (ZLL) contendo o elemento de ligagdo a APUM foram sintetizados.
Cada ¢6ligo senso possui um sitio de restrigdo para a enzima Xbal na extremidade 5’ e um sitio de
restrigdo para a enzima Smal na extremidade 3’ (Tabela 3). Devido ao fato de todos os oligos
senso possuirem os ultimos 11 nucleotideos em comum, apenas um oligo antisenso foi
sintetizado (UTR-Reverso, Tabela 3). As reagdes de pareamento entre os oligos senso e antisenso
foram feitas seguindo o protocolo “DNA primer Supporting Information/Protocol for Adapter
Production” obtido pelo site da Invitrogen, conforme descrito na secgédo 3.4.

A fita antisenso dos oligos anelados foi estedida utilizando a enzima Klenow (100 pL da
reagdo de anelamento, 15 pL tampdo NEB 2 (10X), 1 uL de Klenow (New England Biolabs)
(5U/uL) e 29 pL de H,0). Em seguida, cada par de oligo pareado foi digerido com 0.3 U da
enzima Xbal (Fermentas) e 0.3 U da enzima Smal (Fermentas) e ligado ao vetor pRHS’
previamente digerido com as enzimas Avrll (New England Biolabs) e Smal (Fermentas). As
reagdes de ligagdo e também a confirmagdo da presenga do inserto foram realizadas conforme

descrito na secgdo 3.4.
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3.6 Clonagem dos oligonucleotideos FASCLATA-2 mutantes no vetor pRHS’

Os oligonucleotideos FAS-2 mutantes foram desenhados baseando-se na seqiiéncia
selvagem mostrada na tabela 3, substituindo-se uma purina por uma pirimidina e vice-versa em
cada posi¢do de interesse. Considerando-se a primeira uracila do sitio de ligagdo a APUM
(UGUACAUA) como o nucleotideo +1, foram feitas substituigdes duplas do nucleotideo -14 ao -
1, +4 e também dos nucleotideos +9 ao +12 (Tabela 3).

O pareamento e a posterior clonagem dos oligos foram realizados seguindo a mesma
estratégia descrita para os oligos WUSCHEL e ZWILLE (secgdo 3.5). Os oligos senso foram
anelados com o oligo UTR reverso (Tabela 3), estendidos com Klenow (New England Biolabs),
digeridos com Xbal (Fermentas) e Smal (Fermentas) e ligados no vetor pRHS’ previamente

digerido com Avrll (NEB) e Smal (Fermentas) utilizando a enzima T4 DNA ligase (Fermentas).

3.7 Clonagem dos cDNAs WUSCHEL, FASCIATA-2, CLAVATA-1, ZWILLE e PUF-2 no
vetor de expressio pET-28a

O sistema de express@o pET (plasmid for Expression by T7 RNA polimerase) foi usado
para a expressdo das proteinas recombinantes em E. coli. Nesse sistema, os genes de interesse sdo
clonados sob o forte controle de um promotor do bacteriéfago T7, sendo a indugdo da proteina
recombinante dependente da expressdo do gene da T7 RNA polimerase na célula hospedeira. O
gene que codifica a T7 RNA polimerase no genoma da célula bacteriana BL21(DE3) e suas
derivadas estdo sob o controle de lacUV5, sendo a sua expressdo induzida por isopropyl-1-thio-p-
D-galactoside (IPTG) (Rosenberg et al., 1987).

RNA total foi extraido de plantas com 2 semanas de crescimento utilizando o reagente
Trizol (Invitrogen), conforme o protocolo do fabricante. As reagdes de sintese do cDNA foram

realizadas utilizando o kit “SuperScript II Reverse Transcriptase” (Invitrogen) conforme
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protocolo do fabricante. Um volume de | pL. do cDNA foi usado como molde em reagdes de RT-
PCR utilizando a enzima “Taq polimerase High Fidelity” (Invitrogen) e os pares de oligos
especificos para a amplificagdo das seqii€ncias de WUS, FAS-2, CLV-1, ZLL. Os oligos para
PUF-2 foram desenhados para amplificar todo o dominio PUF de APUM-2 (Fig. 7), enquanto os
demais oligos foram desenhados para amplificagdo dos primeiros 700-900 pb do c¢cDNA,
incluindo o cédon de iniciagdo e um cdédon de terminagéo inserido na seqiiéncia (Tabela 4). No
caso do cDNA WUCHEL, que possui 800 pb, os oligos foram desenhados para amplificar todo a
seqiiéncia. O programa usado foi: 94°C por trinta segundos e 28 ciclos de 94°C por trinta
segundos, 55 °C por trinta segundos € 68 °C por 1 minuto. Apés a amplificagdo, os produtos de
PCR foram digeridos com 0.5 U das enzimas de restri¢io BamHI e Sall (Tabela 4) e purificados
em kit de purificagdo de PCR (Qiagen), conforme protocolo do fabricante. Os fragmentos
purificados foram usados em reag¢des de ligagcdo com aproximadamente 50 ng do vetor pET28a
previamente digerido com as mesmas enzimas usadas na digestdo dos insertos € 1 U da enzima
T4 DNA ligase (Fermentas) em um volume final de 10 pL. Posteriormente, as reagdes foram
incubadas a 16°C por 16 h e transformadas por eletroporagéo em E.coli DH10B.

Apdés a extracdo do DNA plasmidial, os clones foram checados por digestdo e

confirmados por seqiienciamento.



61

Tabela 4: Oligonucleotideos usados para amplificagdo dos cDNAs WUSCHEL, CLAVATA-1, ZWILLE, FASCIATA-
2 ¢ PUF-2. As seqiiéncias em negrito so os sitios de restrig@o usados nas clonagens no vetor pET28a. Com excegiio
de PUF-2, todos os oligos foram desenhados para amplificagdo dos primeiros 700-900 pb de cada cDNA, possuindo

a cédon de iniagfio € um codon de terminagdo adicionado.

Oligonucleotideo Seqiiéncia
WUSCHEL 5 5 CGGGATCCCACATGGAGCCGCCACAGCATCAGCAT 3’
WUSCHEL 3’ 5’ACGCGTCGACCTAGTTCAGACGTAGCTCAAGAGA 3’
ZWILLE 5’ 5’ CGGGATCCATGCCGATTAGGCAAATGAAAG 3’
ZWILLE ¥ 5’ACGCGTCGACTTAGCCTAAGTCATGCATATTTGCC 3’
CLAVATA-15% 5’CGGGATCCATGGCGATGAGACTTTTGAAGAC 3’
CLAVATA-13¥ 5" ACGCGTCGACTTATGTTAAACCACCGAACTCCGGT 3’
FASCIATA-2 & 5 GCCATATGAAGGGAGGTACGATACAG 3’
FASCIATA—Z_ K} 5" ACGCGTCGACGGCAATGTCTCATCATGA 3’
PUF-2 5 5’ CGGGATCCATGGATGCTAGTTTGGATGAAGGC 3’
PUF-2 3 5° ACGCGTCGACTTACGCCATCTGAGGCTGGGTTA 3’

3.8 Geracio de mutag¢des pontuais nos dominios PUF-2 e PUF-7

As reagles para geragdo de mutagdes pontuais nos dominios PUF-2 (vetor
pYESTrp3PUF-2/N—H) e PUF-7 (vetor pYESTrp3PUF-7-7/H—N) foram realizadas de acordo
com o protocolo do kit "QuikChange Site-Directed Mutagenesis”(Strategene). Os oligos usados
foram: F- 5GAGCCAACAGAAGTTTGCTTCACACGTTGTTGAGAAATGTIT 3’ e R- 5’
GTCAAACATTTCTCAACAACGTGTGAAGCAAACTTCTGTTGG 3° para PUF-2 and F-
5’CGATGCAGAAATTCAGTAGCAACATGGTGGAACGATGTCTCA 3’ e R-5’

GCATGAGACATCGTTCCACCATGTTGCTACTGAATTTCTGCA 3’ para PUF-7.
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3.9 Construgio de uma biblioteca de cDNA com fragmentos entre 500-1500 pb

A biblioteca de ¢cDNA com fragmentos entre 500-1500 pb foi construida pelo Dr.
Ronaldo Bento Quaggio para os trabalhos com os sistemas um e dois hibridos de levedura.

A extragdo de RNA foi feita com o reagente Trizol (Invitrogen), seguindo o protocolo do
fabricante. Foram extraidos RNA total de plantas com 7 a 14 dias de germinagdo, de plantas
adultas e também de vérios tecidos separadamente (raiz, caule, folha, flores e frutos). O
isolamento dos mRNAs foi feito seguindo o protocolo do kit “MessageMaker® Reagent
Assembly” (Invitrogen) e sua concentragédo foi determinada por espectrofotometro a 260 nm. A
sintese e a clonagem de cDNA foi feita utilizando o kit “SuperScript™ Plasmid System with
Gateway "™ Techonology” (Invitrogen), conforme especificago do fabricante.

Para utilizagdo da biblioteca no sistema triplo-hibrido de levedura, os cDNAs inseridos no
vetor da biblioteca pEXP-AD502, que contém sitios de recombinagio para o sistema Gateway™,
foram transferidos para o vetor pPDONR201 atravé de reacéo de recombinagdo. O vetor pRHS’ do
sistema triplo-hibrido foi transformado em um vetor destino do sistema Gateway'™ através da
clonagem de um cassete de recombinagio, conforme protocolo do sistema. Os fragmentos de
c¢DNA inseridos no vetor pDONR201 foram entdo transferidos para o vetor pRH5’ por
recombinagdo (reagdo LR), seguindo protocolo do sistema. A amplificagdo da biblioteca foi feita

em meio semi-sdlido conforme descrito na sec¢do 3.12.

3.10 Construgio da biblioteca de cDNA com fragmentos entre 50-150 pb

RNA total foi extraido de plantas com aproximadamente 2 semanas de crescimento junto
a alguns buqués de flores utilizando o reagente Trizol (Invitrogen), conforme o protocolo. O
isolamento do mRNA foi feito seguindo o protocolo do kit “PolyATtract mRNA Isolation

Systems” (Promega) e a concentragio foi determinada em espectrofotdmetro a 260 nm.
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Aproximadamente 2 ng de mRNA foram usados para cada uma das 6 reagdes de sintese

de cDNA, realizadas conforme o protocolo do kit “CloneMiner™

cDNA Library Construction
Kit” (Invitrogen). A primeira fita foi sintetizada com “random primers” e Superscript III,
enquanto que a sintese da segunda fita foi sintetizada com dNTPs, E. coli DNA ligase, E. coli
DNA Polimerase e E. coli RNase H, fornecidos com o kit. A reagdo foi entdo tratada com T4
DNA Polimerase, purificada com fenol-cloroférmio, precipitada com glicerol/acetato de
amoOnio/etanol e ressuspendida em 18 pL de agua milli-Q. Posteriormente, os cDNAs foram
digeridos com 1U das enzimas Alul, Haelll, Dral ¢ Sspl (New England Biolabs), nas
combinagdes Alul/Haelll, Alul/Sspl, Alul/Dral, Haelll/Dral, Haelll/Sspl e Dral/Sspl e
fracionados em gel “low-melting” 2% (Ostrowski et al., 2002). Todos os fragmentos gerados por
essas enzimas possuem extremidades cegas. As bandas referentes aos fragmentos entre 50-150 pb
foram cortadas e purificadas com fenol-cloroférmio (Sambrrok et al., 1989). O material foi
precipitado com glicogénio/acetato de sodio/etanol (Sambrook et al., 1989), ressuspendido em
50uL de dgua milli-Q e quantificado em espectrofotometro a 260 nm.

A clonagem dos fragmentos foi feita seguindo um protocolo fornecido pelo Dr. Jerry
Ostrowski através de e-mail (ndo publicado), onde se descarta a necessidade de desfosforilagdo
do vetor pRHS5’ digerido com a enzima Pmel, etapa mais critica para uma boa eficiéncia das

ligagdes. Apos algumas otimizagdes no protocolo original, a melhor eficiéncia foi obtida com a

reagdo a seguir:



Componente da reagio Concentracio Volume utilizado

Vetor pRHS’ 100 ng/pLL 1,0 pL
insertos 50-150 pb 10 ng/uLL 15,0 uL
Tampdo 4 (NEB) 10X 5,0 ul
BSA 10X 5,0 uL.

ATP 10 mM 5,0 uLb

Pmel (NEB) 10 U/uL 0,5 uL

T4 ligase (NEB) 400 U/uL 2,0 uL
aguamili-Q e 16,5 uL
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Ap6s incubagdo a 25°C por 16 horas, 0,5 pL da enzima Pmel foi adicionada a reagfo e

incubada por 1 hora a 37°C. A reagdo foi entdo purificada com fenol-cloroférmio, precipitada

com glicogénio/acetato de sodio/etanol (Sambrook et al., 1989), ressuspendida em 10 pL de agua

e eletroporada em E. coli DH10B, utilizando 1 pL do material ressuspendido para cada

transformacdo. As células eletroporadas foram recuperadas em 1 mL de meio SOC por 1 hora a

37 °C sob agitacdo de 200 r.p.m e armazenadas em freezer a -80°C em aliquotas de 20 mL

(volume referente a 10 transformagbes + 10 mL de glicerol 40%). Para cada grupo de 10

transformagdes, 200 pl. foram separados, congelados por 24 h a -80°C, descongelados e usados

para quantificagéo da eficiéncia da transformagéo.

Ao final de 130 eletroporagdes, um total aproximado de 7. 10® clones primarios foram

obtidos e amplificados em meio semi-s6lido conforme descrito na secgdo 3.12.
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3.11 Construg¢ido da biblioteca de cDNA com fragmentos entre 50-150 pb a partir de tecido
de calo

Para obten¢do do tecido de calo, um volume de sementes de Arabidopsis ecotipo
Columbia foi esterilizado com trés volumes de uma solugio contendo 50% de cindida e 0,1% de
Tween 20 durante dez minutos. Imediatamente, as sementes foram lavadas varias vezes com agua
milli-Q estéril em camara de fluxo laminar, ressuspendidas em seis volumes de uma solugéo
estéril contendo 0,1% de agar e aplicadas sobre placas de Petri contendo meio sélido 0,5xMS
(GIBCO) com o auxilio de uma pipeta Pasteur. Apds a semeadura, as placas foram seladas com
esparadrapo microporoso, incubadas no escuro por quatro dias a 4 °C e transferidas para uma
estufa a 22 °C com regime de 16 horas de luz. Apés uma semana de crescimento, as plantas
foram transferidas para meio 0,5xMS de indugio de calo (0,8% de agar, 1,5% sacarose, 2,2uM

de acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) e 0,2uM de cinetina (Ki)).

Para a construgfo da biblioteca, RNA total de calo foi extraido seguindo o protocolo do
reagente Trizol (Invitrogen). O isolamento do mRNA foi feito seguindo o protocolo do kit
“PolyATtract mRNA Isolation Systems” (Promega) e sua concentragdo foi determinada em

espectrofotometro a 260 nm.

Aproximadamente 2 ug de mRNA foram usados para cada uma da 6 reagdes de sintese de
cDNA conforme o protocolo do kit “CloneMiner’™ c¢DNA Library Construction Kit”
(Invitrogen). A primeira fita foi sintetizada com oligo dT e Superscript III e a segunda fita com
dNTPs, E. coli DNA ligase, E. coli DNA Polimerase e E. coli RNase H, fornecidos com o kit. Em
seguida, a reag¢do foi tratada com T4 DNA Polimerase, purificada com fenol-cloroférmio,

precipitada com glicerol/acetato de amonio/etanol e ressuspendida em 18pL de agua milli-Q.
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Posteriormente, as 6 reagdes foram digeridas com 1 U de cada enzima nas combinagdes
Alul/Haelll, Alul/Sspl, Alul/Dral, Haelll/Dral, Haelll/Sspl e Dral/Sspl (New England Biolabs) e
os fragmento entre 50-150pb foram purificados, clonados no vetor pRHS’ e transformados
conforme descrito na secgédo 3.9.

Ao final de 83 eletroporagdes, um total aproximado de 7. 10° clones primérios foram

obtidos e amplificados em meio semi-sélido conforme descrito na secgdo 3.12.

3.12 Expansio das bibliotecas de cDNA primarias em meio semi-solido

As expansio das bibliotecas primarias foram feitas seguindo o protocolo do sistema
“SuperScript™ Plasmid System with Gateway™ Technology for cDNA Synthesis and Cloning”
(Invitrogen). Para cada biblioteca, aproximadamente 8 x 10° transformantes primarios foram
inoculados para cada 500 mL de meio LB contendo 1.35 g de “agarose type IX: Ultra — low
Gelling Temperature” (Sigma) e carbenicilina para concentragdo final de 50 pg/mL.
Posteriormente, as culturas foram incubadas em banho de gelo por 1 hora e depois em estufa a
30°C por 4045 horas. Apos essa incubag#o, as células foram centrifugadas por 20 minutos a
7000 r.p.m. e ressuspendidas erﬁ um volume final de 200 mL de meio LB contendo 12,5% de

glicerol. A biblioteca foi entdo quantificada e estocada em tubos de 1,5 mL a -80°C.

3.13 Mini e Max preparacéo dos plasmideos

As extragbes de DNA plasmidial em pequena escala foram feitas de acordo com a
referéncia Sambrook e colaboradores, 1989.

As extragdes de DNA plasmidial em larga escala foram feitas utilizando o QUIAGEN-tip

500, seguindo o protocolo QIAGEN® Plasmid Purification Handbook”.
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Para a maxi preparagio da biblioteca de cDNA, aproximadamente 2.5 x 10°
transformantes foram usados como pré-indculo para 500 mL de meio LB contendo 50 pg/mL de
carbenicilina. As células foram crescidas a 30°C até O.Dgpp de aproximadamente 1.0 e 0 DNA
foi extraido conforme descrito no paragrafo acima. Todo DNA obtido por maxi preparag¢do foi

diluido ou precipitado para uma concentragdo final de 1pg/pL.

3.14 Transformacio de levedura em pequena escala

As transformagdes de levedura em pequena escala foram feitas seguindo o protocolo
“ProQuest Two-Hybrid System Technology” (Invitrogen), que se baseia no método de
transformagdo quimica com acetato de litio 0.1 M e PEG 3350 40%. As co-transformag¢des foram
feitas com 1 pg dos vetores pYESTrp3/PUF (1 pug/ul) e pRHS’/RNA de interesse (1 ug/pul) em
50 uL de célula competente YBZ-1, seguido de incubagdo a 30°C por 30 minutos e choque-
térmico a 42°C por 15 minutos. Em seguida, as rea¢des foram centrifugadas a 8000 r.p.m. por 30
segundos, ressuspendidas em 500 pL de dgua milli-Q estéril ¢ plaqueadas em meio minimo YC
com um volume de 100 pL. O meio minimo YC foi preparado conforme descrito no protocolo do

kit “RNA-Protein Hybrid Hunter™ Kit” (Invitrogen).

3.15 Transformacéo de levedura em larga escala

Os ensaios de levedura em larga escala foram realizados seguindo o protocolo “ProQuest
Two-Hybrid System Technology” (Invitrogen), que se baseia na transformagio quimica com
acetato de litio 0.1 M e PEG 3350 40% . Para cada ensaio, 150 pL do vetor pYESTrp3/PUF (1
ng/ul) e 150 pL da biblioteca de ¢cDNA (1 pg/ul) foram adicionados a 4 mL de célula
competente YBZ-1 e 12 mL de solugdo PEG 40%/Acetato de litio 0,1 M. As células foram entdo

divididas em aliquotas de 950 pL em tubos eppendorf de 1,5 mL, incubadas a 30°C por 30
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minutos € a 42°C por 15 minutos. Posteriormente, as células foram centrifugadas a 8000 r.p.m.
por 30 segundos, ressuspendidas em 400 pL de agua milli-Q e plaqueadas em 30 placas de Petri
de 150 mm contendo meio minimo YC sem os aminoacidos uracila, triptofano e histidina

YC(Ura, Trp,His) e a concentragio apropriada de 3-aminotriazol.

3.16 Analise qualitativa da ativagdo do reporter LacZ em ensaios de triplo-hibrido

A indugdo do repérter LacZ foi observada seguindo o método descrito no protocolo do
sistema “ProQuest™ Two-Hybrid System with Gateway ™ Technology” (Invitrogen). As
colonias testadas foram crescidas sobre uma membrana de nitrocelulose em meio s6lido YPDA
(10g de extrato de levedura, 20g de peptona, 20g de glicose, 0,2g de adenina e 20 g de 4gar para
volume final de 1L) a 30°C entre 18-24h. Em seguida, a membrana foi mergulhada em nitrogénio
liquido por aproximadamente 30 segundos e colocada sobre uma placa de petri contendo um
papel de filtro embebido de uma mistura de 10 mL de tampdo Z (16,1g Na,HPO,4.7H,0, 5,5¢g
NaH,P04.H20, 0,75g KCl e 0,246g MgS04.7H20 para 1 L de agua, pH 7), 500 uL. de X-Gal 20
mg/mL em dimetilformamida e 60 pL. de B-mercaptoetanol. As placas foram incubadas a 37°C e

monitoradas quanto ao surgimento de coloragéio azul das colonias.

3.17 Anadlise quantitativa da ativacio do reporter LacZ no sistema triplo-hibrido

As andlises quantitativas de ativagdo do reporter LacZ foram feitas seguindo o protocolo
“ProQuest ™ Two-Hybrid System with Gateway '™ Technology” (linvitrogen), que utiliza um
ensaio de cultura liquida e orto-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo (ONPG) como substrato. Cada
colOnia a ser testada foi crescida durante a noite em 2,5 mL de meio minimo YC faltando uracila
e triptofano (Ura, Trp’) a 30°C e 250 r.p.m. Em seguida, 1 mL da cultura foi usado como pré-

inoculo para 5 mL de meio rico YPDA e incubado a 30°C e 250 r.p.m. até¢ O.Dgg entre 1.0-1.5.
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Apds o crescimento, 1,5 mL de célula foi centrifugado e ressuspendido em 1,5 mL de tampdo Z
(descrito na secgdo 3.15). As células foram novamente centrifugadas e ressuspendidas em 300 pL
de tampdo Z, resultando num fator de concentrago de 5 vezes. Desse volume ressuspendido, 100
uL de células foram lisadas com choque térmico em nitrogénio liquido e banho-maria a 37°C por
trés vezes. Apos a adicdo de 0,7 mL de tamp3o Z contendo 0,27% de B-mercaptoetanol. a cada
tubo de células lisadas, 160 uL. de ONPG (4 mg/mL) em tampdo Z foram imediatamente
adicionados e as reagdes foram incubadas a 30°C por 1 hora. As rea¢Bes foram interrompidas
com 0,4 mL de Na,COs3 1M e centrifugadas a maxima rotagdo por 10 minutos. O sobrenadante
foi usado para determinacio da densidade Optica em espectrofotdmetro em 420 nm. Uma mistura
do tampéo Z com ONPG foi usada como tubo branco.

Para a determinag@o das unidades de B-galactosidase em cada reagdo, a formula abaixo foi
usada:

Unidades de B-galactosidase= 1,000 x O.D,/(t x V x O.Dgq0)
Onde: t= tempo de incubago transcorrido

V= 10,1 mL x fator de concentracio e O.Dgy= Asoo de 1 mL de cultura

3.18 Extragio de DNA plasmidial de levedura em tubo eppendorf

Extragdes de DNA plasmidial de levedura em tubo foram realizadas seguindo o protocolo
descrito por Bernstein e colaboradores, 2002. Aproximadamente 3 mL de uma cultura crescida
durante a noite em meio minio a 30°C foi precipitado a maxima rotagéio por 5 minutos. A parede
celular foi rompida através da adi¢do de 100 pL. de uma solugéo de lise (5% Triton X-100, 8%
sacarose, 100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 8.0, 50 mM EDTA), seguido de agitacdo em

vortex por 5 minutos com 0,2 g de pérolas de vidro (Sigma), adigdo de mais 100 pL. da solugio



70

de lise e fervura por 3 minutos. Apds centrifugagdo, o sobrenadante foi separado, o DNA foi
precipitado com etanol e o precipitado ressuspendido em 10 pL. de H,O. O DNA plasmidial

obtido foi transferido para E. coli H10B utilizando um volume de 1 puL para cada eletroporago.

3.19 Extra¢io de DNA plasmidial de levedura em placa

As extragdes de DNA plasmidial de levedura em placa de 96 pogos “COSTAR, assay
block, cat No. 39607, foram realizadas conforme protocolo Sambrook, 1989.

Em cada placa, 96 coldnias positivas foram inoculadas em 2 mL de meio minimo YC
(Ura) e incubadas a 30°C e 250 r.p.m. por 36-48 h. Em seguida, as células foram precipitadas
por centrifugagfo a 4°C e 2700 r.p.m. por 8 minutos e o sobrenadante foi descartado por inversao.
O material precipitado foi ressuspendido por agitacdo no volume residual de meio e 1 mL de
“rescue buffer” (50 mM Tris-Cl pH 7,5; 10mM EDTA; 0,3% B-mercaptoetanol) foi adicionado a
cada pogo. Apds este procedimento, a placa foi agitada por vortex e as células foram precipitadas
por centrifugagdo a 4°C e 2700 r.p.m. por 8 minutos. O material precipitado foi entdo
ressuspendido em 25 pL de solucdo de lise (2 mg/mL de zymoliase, 0,2 mg/mL de RNAse em
“rescue buffer”) e incubado a 37°C por 1 hora, sendo 25 pL de uma solugdo SDS 10% adicionada
posteriormente a cada poco. A placa foi mantida em repouso por 5 minutos & temperatura
ambiente € um volume 100 pL de acetato de potassio 3M foi adicionado e incubado em freezer a
—80°C por 15 min. Apés o descongelamento, a placa foi centrifugada a 4°C e 4000 rpm por 15
minutos ¢ 120 pL do sobrenadante foi recolhido em placa MicroAmp (Applied Biosystem, cat
No. N801-0560). Para cada 120 uL, 84 ulL de isopropanol foi adicionado, centrifugado a 4000
r.p.m. por 30 min, descartado o sobrenadante e o precipitado lavado com etanol 70%. Apds a

secagem do precipitado, o DNA foi ressuspendido em 10 pL de 4gua.
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3.20 Reacdes de seqiienciamento dos clones

As reagbes de PCR para seqiienciamento foram realizadas utilizando o kit “Big Dye
Terminator Ready Reaction Mix” (Applied Biossystems) com algumas modificagdes referentes
ao protocolo do fabricante. Para cada reagéo, utilizou-se 6 ul. de tampio “save money” (200 mM
de Tris-HCI pH 9,0 e 5 mM de MgCl,), 3,2 pmols de oligonucleotideo, 200-500 ng de DNA, 1,5
nL de “Terminator Ready Reaction Mix” e 4gua para um volume final de 20 uL. As condi¢des da
reagdo foram 96°C por 10 segundos, 50°C por S segundos e 60°C por 4 minutos para 40 ciclos. A
precipitagido e a aplicagdo no seqiienciador automatico ABI 377 da Perkin Elmer seguiram o

protocolo do equipamento.

3.21 Inducio das proteinas recombinantes em pequena escala

Um procedimento padrdo de indugdo em pequena escala foi usado para testes iniciais de
indugdo das proteinas recombinantes em E.coli. As linhagens de E. coli testadas para a expressio
das proteinas recombinantes foram BL21(DE3), BL21(DE3)pLysS, BL21(DE3)pLysS(RP) e
BL21(DE3)pLysS(Ril). Primeiramente, uma coldnia isolada contendo o vetor de expressdo
pET28a/cDNA de interesse foi inoculada em 6 mL de meio 2xYT contendo os antibioticos
necessarios. As culturas foram incubadas a 37°C e 200 r.p.m. até O.Dggo igual a 0,8. Aliquotas de
1 mL foram entfo retiradas e usadas como controle das amostras nfo induzidas. Em seguida, 0.4
mM de isopropil-tiogalactosideo (IPTG) foi adicionado para indugéo da expressdo das proteinas.
Ap6s 4 horas de indugio, aliquotas de 1 mL foram retiradas e usadas como controle de amostras
induzidas. As amostras de indugdo e ndo-indugdo foram centrifugadas a 14000 r.p.m. por 5
minutos a temperatura ambiente, ressuspendidas em tampao de amostra (50% glicerol, 260 mM
de Tris-HCI pH 6.8, SDS 10% , 0.5% azul de bromofenol e B- mercaptoetanol), fervidas durante

10 minutos e corridas em gel SDS-PAGE 12% ou 15% (Sambrook et al., 1989).
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3.22 Indugiio das proteinas recombinantes em larga escala

Para indugéo de proteinas em larga escala, uma algada de coldnias transformadas com o
plasmideo de expressdo foi transferida para 150 mL de 2xYT contendo os antibidticos
necessarios e crescida a 37°C e 200 r.p.m. até ODg igual a 0,8. Posteriormente, uma aliquota de
25 mL foi utilizada como indculo para 500 mL de 2xYT contendo os antibidticos necessarios e
incubada a 37 °C sob agitagdo de 200 r.p.m. até ODgg igual a 0,8. Apods a retirada de uma
aliquota de 1 mL para controle de células ndo induzidas, a cultura foi induzida com 0.4mM de
isopropil-tiogalactosideo (IPTG) por 4 horas a 37 °C. Um volume de 1 mL foi entdo retirado e as
células foram coletadas por centrifugagdo a 4°C e 5000 r.p.m. por 15 minutos. As amostras
controles (ndo induzida e induzida) foram centrifugadas, ressuspendidas em tampédo de amostra,

fervidas e corridas em gel SDS-PAGE 12% ou 15% (Sambrook et al., 1989).

, v
ol
3.23 Purificacio das proteinas recombinantes induzidas em larga escala
¢ P g

Células coletadas apés indugdo em larga escala foram ressuspendidas em tampéo de lise
(50 mM Tris-HCI pH 8,0, 25% sacarose, 1 mM EDTA pH8,0 e inibidor de proteases Roche) e
lisadas em “French Press”. Posteriormente, o material foi centrifugado por 45 minutos a 15000
r.p.m.. Para proteinas soliiveis, o sobrenadante obtido apods a lise foi separado e¢ usado na
purificagio em HPLC. Para proteinas insoliveis, o precipitado do material lisado foi
ressuspendido com 20 mL de Tampdo A (50 mM de Tris-HCI pH 8, 20 mM de Imidazol, 100
mM NaCl) contendo 14 mM de B-mercaptoetanol e 8 M de uréia. Como o vetor pET28a possui
uma cauda de hexahistidina, uma coluna de afinidade (Ni*") foi usada na purificagdo de todas as
proteinas em equipamento de HPLC. Para proteinas solaveis, a coluna foi equilibrada com 10
volumes do Tampdo A, enquanto que para proteinas insoliveis, a coluna foi equilibrada com 10

volumes de tampdo A contendo 14 mM de B-Mercaptoetanol e 8 M de uréia. Aproximadamente



73

20 mL de cada material foi aplicado na coluna, seguido de lavagem com 10 volumes do Tampdo
A e elui¢do em tampédo B (50 mM de Tris-HCI pH 8, 500 mM de Imidazol, 100 mM NacCl) para
proteinas soliveis ou tampdo B contendo 14 mM de B-mercaptoetanol € 8 M de Uréia para
proteinas insoluveis, com um gradiente de concentragio de imidazol. As fragSes de 2 mL
referentes ao pico de eluigdo da proteina foram recolhidas. Por fim, a coluna foi lavada com 20
volumes de etanol 20%.
sf/ udf/ 4
V324 Produgio da regido N-terminal da proteina APUM-2 e imunizaciio de coelhos para
obtenc¢io de anti-soro
RNA total foi extraido de plantas com 2 semanas de crescimento utilizando o reagente
Trizol (invitrogen), conforme o protocolo do fabricante. As reagdes de sintese do cDNA foram
realizadas utilizando o kit “SuperScript I Reverse Transcriptase” (Invitrogen) conforme
protocolo do fabricante. Um volume de 1 pL. do cDNA foi usado como molde em reagdes de RT-
PCR utilizando a enzima “Taq polimerase High Fidelity” (Invitrogen) e os pares de oligos
especificos para a amplificagdo do ¢cDNA de APUM-2. Os oligos possuem as seqiiéncias
necessarias para as reagdes de recombinagdo no sistema GatewayTM (Invitrogen). As seqiiéncias
dos oligos usados foram F-
5’AAAAAGCAGGCTTCGAAAACCTGTATTTTCAGGGCATGATACCGGAACTGGGG 3’ ¢
R-5’AGAAAGCTGGGTTTACGCCATCTGAGGCTGGGTTAGGGACTGCAAAGCCATCC
3’. Os produtos amplificados nas reagdes foram posteriormente transferidos para o vetor
pDONR201 do sistema Gateway "™ (Invitrogen) através de reagdes de recombinagio BP, seguido
de transferéncia para o vetor de expressdo pDEST17 do mesmo sistema através de reagdes de
recombinagdo LR. A construgfo foi entdo digerida com a enzima de restrigdo Styl € o vetor foi

religado com T4 DNA ligase (New Englands Biolabs). A regido N-terminal, mais uma pequena
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regido de 11 aminoécidos da regido C-terminal da proteina APUM-2 (65 KDa) foi produzida em
E. coli BL21(SI) contendo o plasmideo magico. A proteina recombinante foi purificada conforme
descrito na secgdo 3.23.

Para imunizag@o, foram usados dois coelhos machos de 3 meses de idade. Antes da
primeira imunizagdo, uma aliquota do soro de cada coelho foi retirada e usada como controle de
soro pré-imune. O primeiro in6culo foi feito com 200pg (400uLl) de proteina recombinante
purificada (0,5 pg/puL) junto ao mesmo volume de adjuvante completo (Sigma). Outros trés
in6culos foram feitos a cada sete dias com 200ug de proteina (400uL) junto a0 mesmo volume de
adjuvante incompleto (Sigma). O sangue de cada coelho foi entfio colhido, centrifugado e o soro

foi separado e armazenado em aliquotas de ImL em freezer a -20°C.

3.25 Imunizac¢io de camundongos

Aproximadamente 10 camundongos foram imunizados para cada proteina recombinante,
sendo 10 pug de proteina usados por inéculo em cada animal. Todas as proteinas foram diluidas
para uma concentragio final de 0,1 pg/uL. O primeiro in6culo foi feito com uma mistura de 100
uL da proteina com o mesmo volume de adjuvante completo (Sigma). Os trés indculos restantes
foram feitos a cada sete dias com 100 pL de proteina junto ao mesmo volume de adjuvante
incompleto (Sigma). Apds o quarto indculo, o sangue de cada camundongo foi retirado,
centrifugado e o soro foi armazenado em aliquotas de 200 uL a -20°C.

K v
Y7326 Extraciio de proteinas totais

A extragdo de proteina total foi feita a partir de 50 mg de tecido pulverizado em N

liquido e ressuspendido em 50 pL. de tamp&o de extragdo (50mM de Tris-acetato pH 7,9, 100 mM

de acetato de potassio, | mM de EDTA, 1 mM de DTT, 20% de glicerol € 200 uM de PMSF). A
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suspen¢do foi centrifugada a 4°C e 14000 r.p.m por 10 minutos e o sobrenadantefoi recolhido em
um novo tubo para as anélises (Welgel and Glazebrook, 2002). Os extratos foram quantificados

pelo método de Hartree (Hartree, 1972).

3.27 Ensaios de Western blot

Apos eletroforese em gel de poliacrilamida 12% (Sambrook et al, 1989), as proteinas
foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Hybond-C Extra-Amershan
Biosciences) em tampdo Tris/Glicina 20 mM pH 9,0 e 20% de etanol utilizando o equipamento
“Trans-Blot Semi-Dry Eletroforetic Transfer Cell” (Bio-Rad), de acordo com as especificagdes
do fabricante, por 1 horaa 15 V. Posteriormente, a membrana de nitrocelulose foi corada com
solugdo de Ponceau (Corante Ponceau 0,2%/Acido Acético 1,0%) e descorada em agua. A
membrana foi entdo bloqueada em tamp@o TBS-TT (20 mM de Tris-HCI pH 7,6 , 137 mM de
NaCl, 0,03% de Tween-20 e 0,05% de Triton X-100) + 5% leite desnatado por 2 horas a
temperatura ambiente e incubada com anticorpo diluido em TBS-TT + 5% leite desnatado
durante a noite a 4°C. No dia seguinte, a membrana foi lavada por 5 vezes de 15 minutos em
tampdo TBS-TT e incubada por 1 a 2 horas com o anticorpo secundario proteina-A (no caso de
anti-soro produzido em coelho) ou anti-IGG (para anti-soros produzidos em camundongos)
diluido 1:30000 (proteina-A) e 1:10000 (anti-IGG) em tampdo TBS-TT + 5% leite, seguido de
lavagem por 5 vezes de 15 minutos com tampdo TBS-TT. Os anticorpos secundarios proteina-A e
anti-IGG s3o conjugados a peroxidase. Em seguida, a membrana foi reagida em solugdo ECL
(Amersham) conforme protocolo do fabricante e o resultado da reagdo do ECL com a peroxidase
foi observado em filme de raio X.

Para os ensaios semiquantitativos, foram usados 20 pg de extrato protéico de plantas

selvagens crescidas em meio 0,5xMS contendo 10 pM do indutor dexametasona e também de
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plantas transgénicas antisenso induziveis por dexametasona crescidas em meio 0,5xMS sem a
adi¢do do indutor ou com a adi¢do de 10 uM do indutor. Para cada proteina investigada, foram
feitas reagdes em triplicata para trés lotes de plantas crescidas independentemente. As bandas
obtidas foram quantificadas com o auxilio do software LabWorks 4.0 e posteriormente
comparadas com a quantificagio da proteina majoritaria RUBISCO na membrana de
nitrocelulose corada com reagente de Ponceau.

Para o célculo da porcentagem de proteina nas plantas analisadas, a quantificagdo das
bandas obtidas no Western blot foi dividida pela quantificagdo da banda da proteina RUBISCO.
Ap6s ensaios em triplicata para trés lotes de plantas crescidas independentemente, 9 relagdes
(proteina Western/RUBISCO) foram obtidas para cada proteina em cada uma das trés situagdes
de crescimento. A média entre as 9 relagdes e também o desvio padréo foram calculados e usados
para gerar um grafico (ver resultados).

el

:3.28 Reagoes de RT-PCR semiquantitativo

RNA total foi extraido de plantas selvagens crescidas em meio 0,5xMS contendo 10 uM
do indutor dexametasona e também de plantas transgénicas antisenso induziveis por
dexametasona crescidas em meio 0,5xMS sem a adigo do indutor ou com a adigdo de 10 pM do
indutor. Para cada reag¢fo de sintese de cDNA, foram utilizados 2ug de RNA total, a enzima
“Superscript III Reverse Transcriptase” (Invitrogen) e “random primers”, conforme protocolo do
fabricante. O RNA total usado foi extraido usando o reagente Trizol (Invitrogen), conforme
protocolo do fabricante.

As reagdes de RT-PCR semiquantitativo foram feitas utilizando 1 pLL de cDNA, 5 uL de
tampdo (10X), 1,5 pL de MgCl, (50 mM), 1,0 pL. de dNTP (10 mM), 1 pL de cada oligo (10uM),

0,2 uL de Taq Platinum (Invitrogen) e 39,3 pL de H,O. As condig¢des foram 95°C por 2 minutos,
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95°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto. Os oligos usados para
amplificagdo de FAS-2, ZLL, WUS e CLV-1 foram os mesmos descritos para a clonagem dos
¢DNAs no vetor de expressdo pET28a (Tabela 4). O ¢cDNA de ACTINA foi usado como
normalizador nas reagdes e os oligos usados foram F-5’ATGGCTGATGGTGAAGACATTC3’ e
R-5° TCGGTTAGGATCTTCATCAGCG3’. Os oligos usados na amplificagdo do cDNA
At3g63500 foram F-5>CATGCCATGGGAAACAGCTGAGACAAGCT3’ e R-
5’ACGCGTCGACTTACAAGGCCAGACTCTGCTT 3°. Todos os produtos amplificados
variaram entre 700-900 pb.

Para selecionar um ponto fora da saturag#o, os tubos foram retirados individualmente em
diferentes ciclos e um volume de 10 puL foi corrido em gel de agarose 1%. Apds a andlise
quantitativa das bandas no software LabWorks 4.0, o ciclo 28 foi escolhido para as reagdes de
amplificagdo dos cDNAs CLV-1, FAS-2, ZWILLE, At3g63500 ¢ ACTINA e o ciclo 38 para
amplificagdo de WUS.

Para o calculo da porcentagem de transcrito nas plantas analisadas, a quantificagdo das
bandas dos cDNAs candidatos a alvo foi dividida pela quantificagdo da banda de ACTINA . Apos
ensaios em triplicata para quatro lotes de plantas crescidas independentemente, 12 relagdes
(cDNA candidato/ACTINA) foram obtidas para cada cDNA em cada uma das trés situa¢des de
crescimento. A média entre cada as 12 relagdes e também o desvio padrido foram calculados e

usados para gerar um grafico (ver resultados).

3.29 Ensaio de mudanc¢a de mobilidade eletroforética (EMSA)
Oligonucleotideos referentes a seqiiéncia do transcrito NRE selvagem ¢ NRE mutado no
Box B (NREB) foram sintetizados pela empresa BIONEER. As seqiiéncias sdo: NRE selvagem -

5’AUUAUUUUGUUGUCGAAAAUUGUACAUAAGCCY e NREB-
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5’AUUAUUUUGUUGUCGAAAAAUAUGCAUAAGCC3’. Nas reagdes de incoporagdo, foram
usados 20 pmoles de cada 6ligo, 3 pL. de tampdo NEB 3 (10X), 5 uL de radioativo y->*P UTP e
3U de enzima PNK (New Englands Biolabs) em um volume final de 30 pL Apés incubagio por
30 minutos a 37°C, as reagdes foram putificadas com fenol-cloroformio, precipitadas com etanol
e ressuspendidas em 50 pL H,O livre de RNAse.

Para cada reagdo de ligagdo “in vitro”, diferentes quantidades da proteina recombinante
PUF-2 (0-60 pM) foram usadas em tamp&o de ligag8o contendo 2,0 nL. de Hepes pH 7,4 (0,1M),
1 uL de KCI1 (0,1 M), 0,4 uL de MgCl, (0,1 M), 0,2 uL. de DTT (0,1 M), 0,2 uL. de BSA
(Img/mL), 0,2 pL de Tween20 (1%), 0,1 pL. de RNAse OUT (40U/uL) (Invitrogen) e 2 pL do
RNA marcado radioativamente, num volume final de 20puL.

Apos incubagdo por 1 a 2 horas a temperatura ambiente e adi¢do de 4 ul. de tampdo de
amostra (6X), as reagdes foram corridas em gel ndo desnaturante 5% em tampdo TBE 1X,

seguido de secagem e exposicdo em “storage phosphor screen” (Molecular Dynamics).

3.30 Reag¢@o de imunoprecipitacio do complexo APUM-mRNA

A co-imunoprecipitagdo das proteinas APUM-1, APUM-2 e APUM-3 diretamente do
extrato protéico da planta foi feita conforme descrito em Weigel and Glazebrook, 2002, com
algumas modificagfes. Plantas de 2 a 3 semanas de crescimento foram submetidas a uma reagéo
de “cross-linker reversivel” utilizando formaldeido e posteriormente congeladas a -80°C,
conforme descrito no artigo Lee e colaboradores, 2006. Para obten¢do do extrato protéico, 100
mg do material congelado foram macerados em N, liquido, transferido para um eppendorff de 2
mL e ressuspendido em 100 pL de “grinding buffer” (50mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl, 10 mM
MgCly, 0,1% Nonodet P-40, inibidor de proteases (1X) (Roche), 100U de RNAse OUT/mL

(Invitrogen) ¢ 2 mM de “Ribonucleoside Vanadil complex” (Sigma)). Apds ressuspendido em
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vortex, o extrato foi centrifugado por 5 minutos a 14000 r.p.m. e o sobrenadante foi transferido
para um novo tubo. Este procedimento foi repetido varias vezes até ndo existir material sendo
precipitado.

Para a imunoprecipitagdo, 10 ul. de anti-soro contra APUM-1, APUM-2 ¢ APUM-3 ou
10 pL de um anti-soro inespecifico para as trés proteinas foram incubados com 100 plL de
proteina-A ligada covalentemente a sefarose (Sigma) sob leve agitacio a 4°C durante a noite. O
complexo anti-soro/proteina-A foi entdo centrifugado por 10 minutos a 14000 r.p.m., lavado com
1 mL de “grinding buffer” por 3 vezes e incubado com 100 pL. do extrato de proteinas sob leve
agitacdo a 4°C durante a noite. Apos centrifugacdo, o material foi lavado por 3 vezes com 1 mL
de “grinding buffer” e o precipitado foi incubado a 65°C para desfazer o “cross-linker” (Lee et
al., 2006). O RNA foi extraido da amostra utilizando o reagente Trizol (Invitrogen) e usado em

reagOes de sintese de cDNA.
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4.Resultados
4.1 Analise da capacidade de ligagio a RNA das proteinas APUM-1, APUM-2 e APUM-3

Um alinhamento feito no programa CLUSTALW mostrou que as regides C-terminal dos
homologos ARABIDOPSIS PUMILIO — 1, 2 e 3 (APUM-1, APUM-2 e APUM-3) possuem uma
identidade de aproximadamente 50% com a sequéncia de aminoacidos do dominio PUF do
homdlogo PUMILIO de Drosophila e. também as oito repetigdes necessarias para o
reconhecimento do RNA (Fig. 7B). Resultados obtidos através de ensaios com o reporter GUS
realizados pela Doutora Elaine Cristina Favaro mostraram que as expressdes de APUM-I,
APUM-2 e APUM-3 co-localizam em tempo € espago nas regides meristematicas do caule e da
raiz, em primordios foliares e tecidos de calo (Fig. 8 e Fig. 10), indicando uma provavel
redundéncia funcional entre essas proteinas. Baseado nessas informagdes e na alta identidade
entre os trés homdlogos (Fig. 7A), nds primeiramente concentramos os esfor¢os na confirmagio
da capacidade de ligagdo a RNA de APUM-1, APUM-2 e APUM-3 e também na capacidade
dessas proteinas em reconhecer o mesmo transcrito.

Em Drosophila, a regulagdo do mensageiro HUNCHBACK é dependente da liga¢do de
PUMILIO & regido chamada de elemento de resposta a NANOS (NRE) presente na regido 3’
UTR do transcrito (Fig. 3 e Fig. 18A). Tendo em vista a alta identidade das regides C-terminal de
APUM-1, APUM-2 e APUM-3 com o dominio PUF do homdlogo de Drosophila (Fig. 7B), nés
utilizamos o sistema triplo-hibrido de levedura para verificar a interagdo dessas regibes
(chamadas de dominios PUF-1, PUF-2 e PUF-3, respectivamente) com o transcrito NRE. Os
resultados das analises de indugdo do reporter LacZ mostraram que as trés proteinas reconhecem
o transcrito de Drosophila especificamente (Fig. 18B).

O reconhecimento da sequéncia NRE pelo homélogo PUMILIO ocorre através do Box A,

que contém um trinucleotideo UGU e do Box B, que contém um tetranucleotideo UGUA (Tabela
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1). Para verificar se os dominios PUF-1, PUF-2 e PUF-3 também utilizam os boxes A e B como
as principais regides de ligagdo ao RNA, nds analisamos a interagdo dessas proteinas com
transcritos NRE possuindo mutagdes no Box A (NREA), Box B (NREB) em nos Boxes A ¢ B
conjuntamente (NREAB) (Fig 18 A). As mutagdes foram geradas levando-se em consideragio a
troca dos trinucleotideos UGU nos dois boxes (Murata & Wharton, 1995; Cui et al., 2002). Os
resultados das anélises de indugdo do reporter LacZ no sistema triplo-hidrido mostraram que as
trés proteinas reconhecem o transcrito NRE através do Box B (Fig. 18 B). Medidas quantitativas
da B-galactosidase produzida indicaram que os dominios PUF-1, PUF-2 e PUF-3 reconhecem os
transcritos NRE ¢ NREA com afinidades semelhantes. Além disso, os resultados mostraram que a
ativagdo do reporter LacZ ¢ totalmente abolida quando o Box B do transcrito NRE ¢ mutado
(Fig. 18 C).

Para checar se o reconhecimento do transcrito NRE pode ser afetado pela divergéncia
existente entre as regides N-terminal das trés proteinas APUM com a mesma regido do homélogo
PUMILIO de Drosophila, a proteina APUM-2 inteira foi testada no sistema triplo-hibrido contra
o transcrito NRE selvagem e NRE mutantes. O resultado mostrou que APUM-2 reconhece os
transcritos de forma similar aquela observada para o dominio PUF-2, uma vez que o

reconhecimento também ocorreu através do Box B (Fig. 18 D).
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NREWT 5’AUUAUUUUGUUGUCGAAAAUUGUACAUAAGCC 3’
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Figura 18: Analise da capacidade de ligagdo a RNA das proteinas APUM-1, APUM-2 ¢ APUM-3 no sistema triplo-
hibrido de levedura. A) Seqiiéncia dos transcritos usados nos ensaios. As regiGes marcadas em cinza sio os boxes A
¢ B, respectivamente, e as regides em vermelho sfo as substituigdes geradas em cada transcrito. NRE WT: transcrito
NRE selvagem; NREA: transcrito NRE mutante no Box A; NREB: transcrito NRE mutante no Box B; NREAB:
transcrito NRE mutante nos Boxes A e B. B) Ensaio qualitativo de ativagio do reporter LacZ nas interagdes entre os
dominios PUF de ligagdo dos homélogos APUM-1, APUM-2 ¢ APUM-3 (chamados de dominios PUF-1, PUF-2 e
PUF-3, respectivamente) e os transcritos NRE. O transcrito IRE foi usado como controle negativo de interagfo. C)
Analise quantitativa da B-galactosidase produzida nas interagdes mostradas em B. O vetor pYESTrp3 vazio foi usado
como controle negativo de interagdo. D) Ensaio qualitativo de ativagio do reporter LacZ nas interagbes entre a

proteina APUM-2 inteira e os transcritos NRE. O transcrito JRE foi usado como controle negativo de interagéo.
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Portanto, os resultados indicam que APUM-1, APUM-2 e APUM-3 sdo proteinas PUF
com a capacidade de ligagio a RNA evolutivamente conservada e que o reconhecimento é
dependente da seqiiéncia UGUA presente no Box B do transcrito NRE. A interagdo com o RNA
independe das regides N-terminal das proteinas, tornando-se possivel especular que embora o
transcrito NRE ndo seja o mensageiro alvo dos trés homologos, a seqiiéncia UGUA deve estar
presente no(s) verdadeiro(s) mensageiro(s) regulado(s). Além disso, essas proteinas devem
reconhecer os nucleotideos AUA presentes ap6s o motivo UGUA do transcrito NRE, assim como

ocorre em homologos de outros organismos (Tabela 1).

4.2 Ensaio de interacio “in vitro” entre o dominio de ligacio PUF-2 e o transcrito NRE

O ensaio de ligagfo “in vitro” de mudanga de mobilidade eletroforética (EMSA) foi usado
para confirmar os resultados das interagdes obtidos com o sistema triplo-hibrido. Para isso, o
dominio PUF-2 foi induzido na cepa BL21(DE3)pLysS(RP) e purificado em coluna de niquel

(Fig. 19) .

P HI I s P F 1 2 3 4

~41 KDa

\-}/ Figura 19: Indugfo da proteina recombinante PUF-2 em E. coli BL21(DE3)pLysS(RP) e purificagdo em coluna de
niquel em HPLC. Ap6s a lise das células, a proteina foi encontrada tanto no sobrenadante quanto no precipitado. O
sobrenadante foi utilizado para purificagio. PM: Marcador de peso molecular; NI: Amostra ndo induzida; I: Amostra
induzida; S: Sobrenadanete apés lise das células; P: Precipitado ap6s lise das células: F: recuperado pés-coluna. As

colunas numeradas representam a quantidade de tubos obtidos durante a elui¢io da proteina da coluna niquel.
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Para o ensaio de ligagcdo “in vitro”, varias concentra¢des da proteina recombinante PUF-2
(0 — 60 puM) foram incubadas com o transcrito NRE selvagem e com o transcrito NRE mutado no
Box B (NREB) marcados com [y->*P UTP]. Apc’)vs incubacdo por 1 hora a temperatura ambiente,
as reagOes foram corridas em gel nfo desnaturante 6% e expostas em “Phophor screen”. Os
resultados obtidos confirmam os ensaios de triplo-hibrido, uma vez que o dominio de ligacdo
PUF-2 foi capaz de ligar ao transcrito NRE selvagem (Fig. 20A). Por outro lado, o ensaio
mostrou uma pequena interagdo entre PUF-2 e o transcrito NREB, talvez devido a um possivel

reconhecimento do Box A n#o detectado pelo sistema triplo-hibrido (Fig. 20B).

A. B
MmM) 0 3 6 12 24 48 60 (M) 0 12 24 48 60
_> _»

Figura 20: Ensaio de interago “in vitro” entre o dominio de ligagdo recombinante PUF-2 e os transcritos NRE
selvagem ¢ NRE mutado no Box B (NREB), ambos marcados radioativamente com [y-""P UTP]. A) Experimento de
mudanca de mobilidade eletroforética entre o dominio de ligagdo PUF-2 e o transcrito NRE selvagem. As
quantidades de proteina recombinante usadas foram 0, 3, 6, 12, 24, 48 ¢ 60 pM. B) Experimento de mudanga de
mobilidade eletroforética entre o dominio de ligagdo PUF-2 e o transcrito NREB. As quantidades de proteina

recombinante usadas foram 0, 12, 24, 48 ¢ 60 pM. As amostras foram corridas em gel nio desnaturante 6%.
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4.3 Utiliza¢io de uma biblioteca de cDN;A com fragmentos entre 500-1500 pb para
identifica¢do de candidatos a alvo de APUM-1, APUM-2 e APUM-3 em ensaios de triplo-
hibrido

Uma vez que a capacidade de ligacdo a RNA dos trés homologos PUF de interesse foi
confirmada, os esfor¢os foram concentrados na identificagdo de possiveis candidatos a alvo
dessas proteinas. Primeiramente, uma biblioteca hibrida de ¢cDNA com fragmentos entre 500-
1500 pb foi gerada a partir de RNA mensageiro extraido de diferentes tecidos da planta. Essa
biblioteca, inicialmente construida para ser utilizada nos sistemas um e dois hibridos de levedura,
foi transferida para o vetor pRHS’ do sistema triplo-hibrido através de reagdes de recombinagao,
utilizando as facilidades do sistema Gateway (Invitrogen). Ap6s a obtengdo de aproximadamente
1. 10° transformantes primarios, a biblioteca foi expandida em meio semi-s6lido, aliquotada e
congelada a -80°C.

Para os ensaios de triplo-hibrido, o dominio de ligagdo PUF-2 (utilizado como isca) foi
co-transformado com a biblioteca de cDNA na cepa YBZ-1. Interessantemente, mesmo apos
varios ensaios, nenhuma interagdo positiva foi obtida. Uma explicagfo para esse resultado pode
ser atribuida ao tamanho dos fragmentos de RNA gerados a partir da bilbioteca, uma vez que
Sengupta e colaboradores, 1999, descreveram o sucesso na identificagio de RNAs ligados a
proteina de levedura SNP1 quando uma biblioteca construida a partir de DNA gendmico com
fragmentos entre 50-150 pb foi usada. O artigo mostra que o tamanho do fragmento de RNA ¢
um fator limitante do sistema, uma vez que os reporteres ndo foram ativados eficientemente

quando transcritos com tamanhos maiores que 400 pb foram ligados a uma proteina controle.
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4.4 Construgiio e analise de uma biblioteca de cDNA com fragmentos entre 50-150 pb

Como descrito acima, Sengupta e colaboradores, 1999, construiram uma biblioteca com
fragmentos pequenos a partir de DNA genoémico. Uma vez que o genoma de Arabidopsis
thaliana possui aproximadamente 130. 10 pb, a constru¢do de uma biblioteca gendmica com
insertos entre 50-150 pb exigiria a obten¢iio de aproximadamente 1,3. 10° clones primarios para
que todo o genoma estivesse representado uma unica vez. Como os fragmentos gerados para a
construgdo da biblioteca possuem extremidades cegas, seriam necessarios aproximadamente 1,3.
107 clones primarios para que a biblioteca representasse cinco vezes o genoma, considerando-se a
probabilidade de 50% dos insertos entrarem na posi¢do senso durante a clonagem no vetor
pRHS5’.

Devido a grande quantidade de clones primarios necessaria para a construgdo de uma
biblioteca gendmica e a dificuldade na obten¢do de um vetor linearizado com alta eficiéncia de
inser¢do, nos optamos pela construgdo de uma biblioteca de cDNA sintetizado a partir de RNA
mensageiro extraido de plantulas de 2 a 3 semanas de crescimento e também de buqués de flores.
O cDNA sintetizado foi digerido com enzimas de restrigdo especificas e os fragmentos entre 50-
150 pb foram purificados e ligados ao vetor pRH5’. Apos as eletroporagdes, aproximadamente 7.
10 clones primarios foram obtidos.

Para checar a representatividade da biblioteca primaria, 100 clones foram escolhidos
aleatoriamente e seqiiénciados. Como o esperado, apenas 2 seqiiéncias representaram o vetor
pRHS’ vazio, enquanto que as 98 restantes foram derivadas de clones distintos com tamanhos

variando entre 30-190 pb, sendo 56 na orientag@o senso e 42 na orientagfo antisenso (Tabela 5).



87

Tabela 5: Clones seqiienciados para analise da representatividade da biblioteca primaria de ¢cDNA contendo
fragmentos entre 50-150 pb. Os 100 clones foram escolhidos aleatoriamente e foram derivados de 98 seqiiéncias

distintas.

Numero de clones Insertos Senso Insertos Antisenso Vetor Vazio

100 56 42 02

Portanto, o seqiienciamento indicou que dos 7. 10° clones primarios obtidos, 2% & vetor
vazio e aproximadamente 50% estdo na orientagdo senso, resultando em aproximadamente 3,5.
10° clones primarios na posi¢do de interesse. Em seguida, a bilioteca primaria foi expandida em
meio semi-sélido, aliquotada e congelada a -80°C.

Para verificar se a biblioteca gerada pode auto-ativar o reporter histidina (HIS3) no
sistema triplo-hibrido, co-transformag¢des em pequena escala com lpg da biblioteca e 1pg do
vetor pYESTrp3 vazio foram plaqueadas em meio minimo YC (Ura,Trp,His) sem 3-
aminotriazol (3-AT) ou com concentragdes de 0,5 mM, 1,0 mM, 2,5 mM e 5,0 mM de 3-AT. 3-
aminotriazol ¢ um inibidor competitivo do produto do gene reporter HIS3, assim, células
contendo maior quantidade do produto HIS3 podem sobreviver em maiores quantidades do
inibidor (Bernstein et al., 2002). Os resultados mostraram que a auto-ativagdo da biblioteca pode

ser praticamente inibida quando as células sdo crescidas em meio YC contendo 0,5 mM de 3-AT.

4.5 Utilizagdo da biblioteca de cDNA com fragmentos entre 50-150 pb para a identificac¢io
de candidatos a alvo das proteinas APUM-1, APUM-2 e APUM-3 em ensaios de triplo-
hibrido

Todos os ensaios de triplo-hibrido com a biblioteca de cDNA foram realizados utilizando
o dominio de liga¢do PUF-2 como isca. Os ensaios foram divididos em 3 etapas (Figura 21): 1%)

Selecdo de coldnias que ativam os repérteres HIS3 e LacZ. 2%) Identificag@o das coldnias onde a
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ativagio dos repérteres ¢ dependente da interagdo com a isca PUF-2. Essa etapa é de extrema
importancia para a eliminagdo de falso positivos, que sdo capazes de ativar os reporteres de
maneira independente da ligagdo a isca. 3*) Extragdo de DNA plasmidial das colonias onde a
ativacdo € dependente de PUF-2 e nova transformag#o dos clones isolados com o dominio PUF-2
no sistema triplo-hibrido. Os clones capazes de ativar os genes repdrteres especificamente nesse
ensaio (chamados de clones de seqiiéncias especificas) foram entdo seqiienciados e identificados

com o auxilio do BLAST no banco de dados de Arabdopsis TAIR.

YBZ-1 YBZ-1
Crescimento
em meio rico YPDA E=a
l pYESTrp3
(Triptofano)

Crescimento em

YC (Ura)y
- Crescimento em
/ \ YC (U,W.Hy
Crescimento em Crescimento em -
YC (Wy YC (Ura)-
Crescimento em
YC (U,W,H) - /- Ativagio do repérte;
Ativagio do reporte;
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Ativagiio do repérte
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i | seQuENcIAMENTO |
| Extracio de DNA plasmidial |
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Figura 21: Esquema mostrando as etapas seguidas nos ensaios de triplo hibrido em larga escala. 1* etapa: Células
YBZ-1 co-transformadas com os vetores pYESTrp3/PUF-2 (sele¢iio com triptofano) e pRHS’/biblioteca (selegdo
com uracila) que ativaram o rep6rter HIS3 foram capazes de crescer em meio minimo YC faltando uracila, triptofano
¢ histidina contendo 1 mM de 3-AT (YC (U,W,H)/1mM de 3-AT). Essas células foram repicadas em meio minimo
YC (Ura,Trp,His) e testadas quanto a ativagio do repérter LacZ. 2* etapa: Coldnias positivas para os dois reporteres
foram crescidas em meio rico YPAD para posterior sele¢do de col6nias que perderam o vetor pYESTrp3/PUF-2 mas
n&o o vetor pRH5’/biblioteca. As coldnias verdadeiramente positivas que perderam a ativagdo do reporter LacZ ap6s
terem o vetor pYESTrp3/PUF-2 expelido foram submetidas & extragio de DNA plasmidial. 3* etapa: Os clones
isolados foram co-transformados com o vetor pYESTrp3/PUF-2 na cepa YBZ-1 e testados quanto a ativagfo dos
repérteres HIS3 e LacZ no sistema triplo-hibrido. Como controle negativo, os clones também foram co-
transformados com a proteina controle do sitema triplo-hibrido IRP. Clones que ativaram o repérter na presenga de
PUF-2 (seqiiéncia especifica), mas ndo na presenga de IRP foram entdo seqiienciados. Em todas as etapas, o
crescimento das células ocorreu a temperatura de 30°C.
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No primeiro ensaio, aproximadamente 3,5. 10° transformantes da biblioteca foram
testados contra o dominio PUF-2 em meio YC (Ura,Tpr,His)/1mM 3-AT. A tabela 6 mostra a

quantidade de colonias obtidas em cada selegdo.

Tabela 6: Nimero de coldnias obtidas em cada etapa do primeiro ensaio de triplo-hibrido com a biblioteca de cDNA

com fragmentos entre 50-150 pb. Aproximadamente 3,5. 10° clones foram transformados.

Etapa Nimero de colonias
Crescimento em (His) + 1mM 3-AT 743
B-galactosidase positiva 133
Proteina dependente 115
Seqiiéncia especifica 94
Seqiienciamento 94

Dos clones seqiienciados, 44 foram derivados de seqiiéncias na orientagdo senso. Entre

eles, 8 foram derivados de regides 3° UTR de 5 transcritos diferentes (Tabela 7).

Tabela 7: Relagfo dos transcritos que tiveram suas regides 3° UTR ligadas especificamente pelo dominio PUF-2 no
primeiro ensaio de triplo-hibrido com a biblioteca de ¢cDNA. O nimero de identificagdo, a descrigdo ¢ as

informagdes sobre a possivel fung¢do bioldgica foram obtidos no banco de dados de Arabidopsis TAIR.

, N°. de
Numero de - 5 T
. N vezes Descricio Funcio Biologica
Identificagio .
isolado
At3g63500 4 Proteina expressa Desconhecida
R " Regulagdo da transcrigdo
At2g40140 1 Protelnz% .ch ﬁnge.:r. com e defesa contra infecgdo
dominio de Ankirina
por fungo.
Atd4g36040 1 Proteina contendo dominio Enovelamento protéico
DNAJ
At4g39090 1 “Embryo defective” (RD19) Resposta a estresse
Fisiologico
At5g24490 1 Proteina ribosomal Envolvida no processo

de tradugao.




90

Além desses transcritos de regides 3’ UTR, quatro transcritos distintos foram
identificados como sendo regides 5° UTR dos genes At4g23420 (familia de proteina SDR/fungio
desconhecida), At3g16460 (familia de proteina jacalina lectina/fun¢io desconhecida), At3g12370
(proteina ribossomal/processo de tradugdo) e At4gl9160 (proteina expressa/fungdo
desconhecida).

Posteriormente, um segundo ensaio foi feito para a identificagdo de novos candidatos e
confirmagdo dos candidatos obtidos no primeiro ensaio. Nesse experimento, aproximadamente
2,2. 10° transformantes da biblioteca foram testados contra o dominio PUF-2 em meio YC

(Ura,Tpr,His)/ 1mM 3-AT. A tabela 8 mostra a quantidade de coldnias obtidas em cada selegéo.

Tabela 8: Namero de colnias obtidas em cada etapa do segundo ensaio de triplo-hibrido com a biblioteca de cDNA

com fragmentos entre 50-150 pb. Aproximadamente 2,2. 10° clones foram transformados.

Etapas Numero de coldnias
Crescimento em (His) + 1mM 3-AT 1030
B-galactosidase positiva 160
Proteina dependente 102
Seqiiéncia especifica 75
Sequenciamento 75

Dos 75 clones seqiienciados, 35 foram derivados de seqii€éncias na orientagdo senso,
sendo 5 deles regides 3’ UTR de 2 transcritos diferentes que ja haviam sido obtidos no primeiro

ensaio (Tabela 9).
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Tabela 9: Relagdo dos transcritos que tiveram suas regides 3’ UTR ligadas especificamente pelo dominio PUF-2 no
segundo ensaio de triplo-hibrido com a biblioteca de ¢cDNA. O niimero de identificagdo, a descrigdo € a possivel

fungdo bioldgica foram obtidos no banco de dados de Arabidopsis TAIR.

. N°. de
Numero de . o
Identificagio ' -8 Descriciio Fungio Biolégica
isolado
At3g63500 3 Proteina expressa Desconhecida

) Regulagdo da transcri¢do
Proteina “Zinc finger” com
At2g40140 2 e defesa contra infecg¢do
dominio Ankirina
por fungo.

Nesse ensaio, o transcrito 5° UTR do gene At4gl9160 (proteina expressa/fungio
desconhecida), que ja havia sido identificado no experimento anterior, foi identificado 3 vezes.

Um terceiro ensaio no sistema triplo-hibrido foi realizado plaqueando o material
transformado em meio minimo YC (Ura,Trp,His) contendo 2,5mM 3-AT. Com uma maior
estringéncia, apenas colOnias com as interagdes mais fortes entre PUF-2/RNA poderiam
sobreviver. Nesse experimento, aproximadamente 1,0. 10° transformantes da biblioteca foram

testados contra 0 dominio PUF-2, conforme mostrado na tabela 10.

Tabela 10: Namero de colonias obtidas em cada etapa do terceiro ensaio de triplo-hibrido com a biblioteca de
¢DNA. Devido ao baixo nimero de colonias LacZ positivas, a etapa de identificagdo de clones proteina dependentes

n3o foi realizada. Aproximadamente 1,0. 10° clones foram transformados.

Etapas Numero de colonias
Crescimento em (His) + 2,5mM 3-AT 120
B-galactosidase positiva 31
Proteina dependente Ndo realizado
Seqiiéncia especifica 20

Seqiienciamento 20
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Infelizmente, dos 20 clones seqiienciados, nenhum foi derivado de transcritos de regides
3> UTR ou 5 UTR.

Em resumo, apos os trés ensaios de triplo-hibrido realizados, aproximadamente 7. 10°
transformantes independentes foram testados contra o dominio PUF-2, obtendo-se um total de
189 interacdes positivas derivadas de 63 clones distintos (Fig. 22A) . Desses 63 clones, 36 (57%)

foram derivados de insertos na orientagdo senso, sendo 5 (15%) regides 3° UTR (Fig. 22B) .

A.
Nuamero de transformantes 7.0x 10°
Crescimento em (His) + 3-AT 1893
Colonias com B-galactosidase positiva 324
Colonias proteina dependentes 237
RNAs ligados especificamente por PUF-2 189
Seqiiéncias distintas 63
BI
[% 05’ UTR
m3°UTR
B ORFs
O Antisense

63 seqiiéncias distintas

Figura 22: Resultado final dos trés ensaios de triplo-hibrido usando o dominio de ligagdo PUF-2 como isca contra a
biblioteca de cDNA de fragmentos entre 50-150 pb. A) Numero total de colonias identificadas considerando todos
os passos realizados nos trés ensaios. B) Distribuicdo das 63 seqiiéncias distintas identificadas em relagdo as suas

posi¢des no transcriptoma de Arabidopsis.
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4.6 Expressio das proteinas APUM-1, APUM-2 e APUM-3 em tecido de calo

Experimentos de localizag&o utilizando o repérter GUS mostraram que os genes APUM-1,
APUM-2 ¢ APUM-3 sdo bastante expressos em tecido de calo (Fig. 10). Para confirmar a alta
expressdo das trés proteinas APUM nesse tecido, a regido N-terminal da proteina APUM-2 foi
produzida e posteriormente usada para a produgéo de anti-soro em coelhos. A eficéncia do anti-

soro produzido foi verificada em ensaio de Western blot (Fig. 23).

~65 KDa -»

.
"
J 1 Z ' F e

\ JI’}I }"Jvr
Figura 23: Ensaio de Western blot para validagio do anti-soro contra APUM obtido no coelho 1. A proteina
recombinante APUM-2/N-terminal (regido N-terminal de APUM-2, com aproximadamente 65 KDa) inoculada no
animal foi usada no ensaio contra diferentes dilui¢Ses do anti-soro. 1: Anti-soro diluido 1:400; 2: Anti-soro diluido
1:1000; 3: Anti-soro diluido 1:10000; C: Controle negativo (proteina recombinante contra o soro pré-imune do
coetho). O mesmo experimento foi realizado para o anti-soro do coelho 2 e o resultado obtido foi similar ao

mostrado na figura.
Em seguida, o anti-soro foi utilizado em um Western blot contra diferentes quantidades de

extrato protéico total da planta e também de extrato protéico total de calo. Os resultados

confirmaram a alta expressdo de APUM em tecido de calo em relagfo aos tecidos da planta (Fig.

24).
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Figura 24: Western blot do extrato protéico total da planta e do extrato protéico total de calo com o anti-soro contra
APUM-2. PM: Marcador de peso molecular. A) Proteina recombinante APUM-2/N-terminal (aproximadamente 65
kDa). B), C) e D) 1 pg, 2,5 ng e 5 pg, respectivamente, de extrato total da planta . E) e F) 2,5 pg e 5 pg,
respectivamente, de extrato total de calo. G) e H) 2,5 pg e 5 ug, respectivamente, de extrato total de calo de uma
planta 4PUM-2 nocaute, indicando que o anti-soro € capaz de reconhecer as proteinas APUM-1 e APUM-3. As
proteinas APUM-1, APUM-2 e APUM-3 possuem aproximadamente 110 kDa e a diluigdo do anti-soro utilizada no
ensaio foi 1:10000.

Os resultados obtidos pemitem especular que a alta expressdo das proteinas APUM esta
diretamente relacionada a uma grande quantidade do(s) mensageiro (s) regulado(s). Dessa forma,
uma biblioteca construida a partir mensageiros de tecido de calo poderia aumentar as chances de
identificagdo de possiveis alvos para os trés APUMs em relagéo a biblioteca da planta, onde a

expressdo das proteinas ¢ restrita a pequenas regides em um nivel bem menor do que aquele

encontrado em calo.

4.7 Construciio e anilise de uma biblioteca de cDNA de calo com fragmentos entre 50-
150pb

Para checar a hipdtese descrita acima , uma biblioteca de cDNA de tecido de calo com
fragmentos entre 50-150 pb foi construida. Aproximadamente 7.10° clones primérios foram
obtidos apds as eletroporagdes. Para checar a representatividade da biblioteca primaria, 100

clones foram escolhidos aleatoriamente e seqiienciados.
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Os tamanhos dos clones seqiienciados variaram entre 35-160 pb, sendo todos eles
fragmentos distintos entre si. Os resultados indicam que dos 7. 10° clones primarios, um nimero
muito pequeno de clones corresponde ao vetor pRHS’ vazio (5%) e 55% (aproximadamente 3,9.
10% sdo transcritos na orientagdo senso (Tabela 11). Posteriormente, os clones foram

amplificados em meio semi-solido, aliquotados e congelados a -80 °C.

Tabela 11: Clones seqiiénciados para analise da representatividade da bilioteca primaria de cDNA de calo. Os 100

clones foram escolhidos aleatériamente e foram derivados de 95 sequéncias distintas.

Nimero de clones Insertos Senso Insertos Antisenso Vetor Vazio

100 55 40 5

Apo6s a extragdo de DNA plasmidial da biblioteca, foram realizados testes para checar a
auto-ativagdo do reporter HIS3 da mesma forma descrita para a biblioteca de cDNA da planta
(sec¢do 4.4). Os testes mostraram um pequeno crescimento quando 0,5 mM de 3-AT foi

adicionado ao meio de crescimento.

4.8 Utilizacdo da biblioteca de ¢cDNA de calo com fragmentos entre 50-150 pb para a
identificacdo de candidatos a alvo das proteinas APUM-1, APUM-2 e APUM-3 em ensaio de
triplo-hibrido

A metodologia usada no ensaio seguiu as etapas descritas na figura 21. Nesse
experimento, aproximadamente 4. 10° transformantes da biblioteca foram testados contra o

dominio PUF-2 (Tabela 12).
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Tabela 12: Numero de colonias obtidas em cada etapa do ensaio de triplo-hibrido com a biblioteca de cDNA de

calo.
Etapa Niimero de coldnias
Crescimento em (His) + 1 mM 3-AT 193
B-galactosidase positiva 137
Seqiiéncia especifica 112
Seqiienciamento 112

O seqiienciamento mostrou que as 112 interagdes positivas foram derivadas de 66 clones
distintos. Desses 66 clones, 22 (37%) foram insertos na orientagdo senso, sendo 2 (9%) regides 3

‘UTR (Tabela 13 e Fig.25).

Tabela 13: Relagio dos transcritos que tiveram suas regides 3° UTR ligadas especificamente pelo dominio PUF-2 no
ensaio de triplo-hibrido com a biblioteca de cDNA de calo. O nimero de identificacfio, a descrigdo e a possivel

fungdo bioldgica foram obtidos no banco de dados de Arabidopsis TAIR.

. N°. de
Nimero de i P
. ~ vezes Descri¢ao Funcio Biologica
Identificacéo .
isolado
At4g27450 3 Proteina desconhecida Desconhecida
Atlg72710 2 Proteina Caseina Kinase Desconhecida

Além dos 3 transcritos 3° UTR mostrados na tabela 13, um transcrito 5 UTR com

namero de identificagio At5g39570 (proteina de fungio desconhecida) também foi identificado.
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@ 05’ UTR
m3’UTR
B ORFs

O Antisense

66 seqiiéncias distintas

Figura 25: Resultado do seqiienciamento dos clones obtidos no ensaio de triplo-hibrido com a biblioteca de cDNA
de calo usando o dominio de ligagdo PUF-2 como isca. A figura mostra a distribui¢iio das 66 seqiiéncias distintas

identificadas em relagfo as suas posi¢des no transcriptoma da planta.

4.9 Analise dos transcritos 3’ UTR obtidos nos ensaios de triplo-hibrido

Como até o momento nenhum transcrito alvo da familia PUF mostrou ser regulado
através da ligag@o a sua regido 5> UTR, uma pesquisa bibliografica sobre os transcritos 3’ UTR
obtidos nos ensaios de triplo-hibrido foi feita tomando-se como base as informagdes descritas no
banco de dados TAIR. Como o esperado, todos os transcritos possuem regides semelhantes ao
Box B do transcrito NRE (abaixo, marcados em cinza). Os resultados das pesquisas bibliograficas

para cada transcrito estdo detalhados abaixo:
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A At3g63500: O tamanho do cDNA € 3699 pb.

Correlacdes biologicas

(regiiio do cDNA)

Sequéncia identificada

A proteina foi descrita ser capaz de
interagir com proteinas ligadas ao genoma
de virus, facilitando o seu movimento e
aumentando a sucetibilidade da planta pelo

mesmo (Dunoyer et al., 2004).

Possui um dominio PHD “Finger”, sendo
portanto, um possivel fator de transcrigio.
o dominio PHD “Finger” é
freqiientemente encontrado em proteinas
relacionadas a remodela¢do da cromatina

(Sung & Amasino, 2004).

(3183)5’ugcgucugacaUGUACAGCcc
cugccaaauuuuaauaggcaatAGUAAAU
Aaauaacgacaagaagcaaaugg 3’ (3257)

At2g40140: O tamanho do cDNA ¢ 2223 pb.

Correlacdes biolégicas

(regiio do cDNA)

Sequéncia identificada

Proteina  conhecida como ZFARI.
Apresenta dominio “zinc finger” do tipo
CCCH com atividade de fator de
transcrigdo (TAIR). Plantas possuindo um
T-DNA no gene apresentam aumento na
sucetibilidade de infecgdo pelo fungo

Botrytis (AbuQamar et al., 2006).

(1840)5’cugccgucgugggcagagcaaaﬁé
UAUAUAgaccaugagcagcagauuguggc
auaa 3’ (1896)
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Possui um dominio de repetigdes de
Ankirina (TAIR). Esses tipos de
repeticdes estdo presentes em proteinas
envolvidas em diferentes fungbes, como
regulagdo do ciclo celular, intera¢des do
citoesqueleto e transdugdo de sinal

(Becerra et al., 2004).

At4g36040: O tamanho do cDNA ¢ 1104 pb.

Correlacoes biologicas

(regido do cDNA)

Sequéncia identificada

Proteina com um dominio DNAJ, sendo
portanto, envolvida no enovelamento

proteico (TAIR).

O gene ¢é positivamente regulado pelos
fatores de transcricio APETALA3 e
PISTILLATA em petalas e estames (Zik &
Irish, 2003b). Os fatores APETALA3 e
PISTILLATA estdo diretamente
envolvidos na formacg8o e na especificagdo
de pétalas e estames (Krizek &
Meyerowitz, 1996).

(528)5’cuacgucggacggaacugggaaaccga
ucaguguugguagugaguuaacucggugaccg
aguuaguagaacgaguuaauuagUGUAAA
UAcgaagcca 3’ (625)
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At4g39090: O tamanho do cDNA € 1533 pb.

(regido do ¢cDNA)
Correlacgoes biologicas
Sequéncia identificada

Proteina  conhecida como  “embryo
defective 3005” ou RD19 “Responsive to
Desiccation 19” (Yamaguchi et al., 1992).

(1339)5’uuuaucucugcuucuugcuUGUA
Descrita como sendo uma cisteina
. ) AAUAaa 3’ (1367)

proteinase com resposta a alguns tipos de

estresses fisioldgicos (Xiong et al., 2002).

A proteina também foi descrita estar

envolvida no sistema de resisténcia a

infecgdo  pela  bactéria  Ralstonia

solanacearum (Bernoux ct al., 2008).

At5224490: O tamanho do cDNA ¢ 1298 pb.

(regido do cDNA)
Correlacies biologicas
Sequéncia identificada

(1046)5’ cucaucucuccuuacaguuuaccug

Um possivel componente estrutural da ygyaggaguuaggguucuugaauaaacaauge

subunidade ribossomal 30S no cloroplasto

aacaaagauuguagaagucagUGUACAU
(TAIR).

A 3°(1132)
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At1g72710: O tamanho do cDNA ¢€ 2086 pb.

Correlacdes biologicas

(regiio do cDNA)

Sequéncia identificada

e Proteina caseina kinase do tipo I. Caseina
kinases do tipo I tém sido relacionadas a
importantes  processos, como trafico
vesicular, segregacio cromossomal,
progressdo do ciclo cellular, processos de
desenvolvimento e ritmo circadiano (Gross

& Anderson, 1998; Knippschild et al.,

2005).

(1690)5’ccagugaaugaucuugaaaccccggg
acaagUGUAAAUUAaaagacaaagaugac

cucuc 3’ (1749)

At4¢27450: O tamanho do cDNA ¢ 1134 pb.

Correlacdes biologicas

(regiio do ¢cDNA)

Sequéncia identificada

e Recentemente, foi mostrado que a expressido
do transcrito At4g27450 ¢é diminuida em
relagdo ao aumento do horménio auxina
(Wirta et al., 2005).Pouco é conhecido a
respeito desses genes que diminuem a
expressdo em resposta a auxina exogena
(Park & Han, 2003). Em um estudo de um

ortdlogo ARP (auxin-repressed protein) de

Robinea pseudoacacia, relacionado

tamanho do hipocétilo, Park ¢ Han, 2003,
mostraram que a diminui¢do do nivel do
transcrito apds a adigdo de auxina ¢ regulada

pOs-transcricionalmente através das regides

UTRs.

(1044)5’cuugccaugaauaaaacUGUGA

AUAauaaag 3’ (1074)
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4.10 Interacio das proteinas APUM-1 e APUM-3 com os transcritos 3° UTR identificados
nos ensaios de triplo-hibrido

Os resultados de interagdo entre os dominios de ligacdo PUF-1, PUF-2 e PUF-3 ¢ os
transcritos NRE indicaram que as trés proteinas podem reconhecer a mesma seqiiéncia de RNA
(Fig. 18). Para confirmar esses dados, os transcritos identificados nos ensaios de triplo-hibrido
com a biblioteca da planta foram testados contra os dominios PUF-1 e PUF-3 no sistema triplo-
hibrido. Os resultados mostraram que de fato, os trés homoélogos podem reconhecer 0s mesmos

transcritos especificamente (Fig.26).

s h2d |+ >
PUF-1 & . e 85 9
PUF3 & @® ® 9 &

Figura 26: Analise qualitativa da ativagiio do repérter LacZ nas interagdes entre os dominios de ligagdo PUF-1 e
PUF-3 com os transcritos 3 UTR identificados nos ensaios de triplo-hibrido utilizando a biblioteca da planta. O

transcrito /RE foi usado como contole negativo de interagao.
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4.11 Identificacdo de uma seqiiéncia de liga¢iio consenso para os homologos APUM

Em todos os ensaios de triplo hibrido descritos, os clones identificados foram seqiiénciados
somente apos a confirmagdo da interagdo especifica com o dominio PUF-2, mediante a auséncia
de interagdo com a proteina controle IRP. Supreendentemente, um grande nimero de transcritos
derivados de clones na orientagdo antisenso foram ligados pelo dominio PUF-2 (Fig.22 e Fig.
25), sugerindo que independentemente da existéncia bioldgica do transcrito identificado, deve
haver uma caracteristica comum entre todos 0os RNAs ligados por PUF-2.

Para checar essa possibilidade, o programa MEME “multiple expectation maximization for

motif elucidation” (http://meme.nbcr.net/meme/intro.html) (Bailey & Elkan, 1994) foi utilizado

para a identificagdo de uma regido consenso entre todos os 129 clones distintos identificados nos
ensaios de triplo-hibrido com a biblioteca da planta e com a biblioteca de tecido de calo (Fig.22 e
Fig. 25). Apds a analise do alinhamento, o programa mostrou que a semelhanga entre as
seqiiéncias se restringe a uma regido de 8 nucleotideos muito similar a seqiiéncia do Box B do
transcrito NRE (Fig. 27A e 27B). A partir das regides identificadas, foi possivel derivar duas
seqiiéncias consenso possuindo os nucleotideos mais conservados em cada posicdo (Fig. 27C e
27D). Os consensos foram nomeados como “elementos de ligagio a APUM”. A similaridade
entre os elementos de ligagdo a APUM e o Box B confirma as andlises de intera¢do entre os
dominios PUF-1, PUF-2 e PUF- 3 e os transcritos NRE no sistema triplo-hibrido, onde foi

observado que a ligagdo com o RNA ocorre independentemente do Box A (Fig. 18B e 18C).
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Figura 27: Alinhamento das 129 seqiiéncias obtidas nos ensaios de triplo-hibrido com a biblioteca da planta e com a
biblioteca de calo no programa MEME. A) Seqiiéncia do Box B presente no transcrito NRE considerando os
nucleotideos CAUA. B) Regido de oito nucleotideos presente em 100% das seqiiéncias analisadas. C) Analise da

frequéncia de nucleotideos em cada posigdo do motivo identificado em B. A altura das letras indica a freqiiéncia do

nucleotideo observada em cada posigdo do motivo (programa Weblogo http://weblogo.berkeley.edu/) (Crooks et al.,
2004). D) Seqiiéncias consenso para as proteinas APUM-1, APUM-2 ¢ APUM-3 derivadas da regido mostrada em B
e C. R: nucleotideos A ou G; K: nucleotideos G ou U; H: nucleotideos A, C ou U; N: nucleotideos A, C, G e U. As
seqiiéncias foram chamadas de elementos de ligagio a APUM. Somente nucleotideos que apresentaram uma

freqiiéncia minima de 10% em cada posi¢io foram usados para compilar o consenso.

4.12 Validacdo dos consensos e sua utilizacio na identificacio de candidatos a alvo das
proteinas APUM-1, APUM-2 e APUM-3

Uma vez que os dois elementos de ligagdo a APUM identificados séo muito pequenos,
suas freqiiéncias no transcriptoma da planta devem ser bastante altas. De fato, uma busca dos dois
consensos no banco de dados de Arabidopsis TAIR mostrou que aproximadamente 56% de todas

as regides codificadoras (ORFs) e 43% de todas seqiiéncias 3° UTR possuem pelo menos uma
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regido de ligagdo a APUM. Interessantemente, a freqiiéncia do consenso em regides 5> UTR &

significantemente menor (Tabela 14).

Tabela 14. Ocorréncia dos elementos de ligagdo a APUM no transcriptoma de Arabidopsis thaliana.

Consenso 5’ UTR® 3’ UTR? ORF*
UGURNAKH 1831 7630 16803
UGURNUUA 3T 1881 3844

* Seqiiéncias conhecidas e putativas descritas no banco de dados de Arabidopsis thaliana (TAIR). Os valores obtidos
sdo resultados das analises de um total de 21835 seqiiéncias 3> UTR, 20564 seqiiéncias 5°UTR e 36690 regides
codificadoras (ORFs).

Uma vez que aproximadamente 12. 10° clones foram testados contra o dominio PUF-2
nos ensaios de triplo hibrido com a biblioteca da planta e com a biblioteca de calo, os dados da
tabela 14 indicam que o nimero de transcritos identificados deveria ser bem maior do que os 129
obtidos. Esse contraste imediatamente remete a seguinte pergunta: Os elementos de ligacdo a
APUM deduzidos através das seqii€éncias obtidas nos ensaios de triplo-hibrido sdo suficientes
para o reconhecimento da proteina?

Para tentar responder a pergunta acima, nos utilizamos novamente o banco de dados de
Arabidopsis TAIR para identificar transcritos que possuem elementos de ligagdo a APUM em
suas regides 3> UTR e que co-expressam com as proteinas APUM-1, APUM-2 e APUM-3 em
tempo e espago no meristema de caule. O resultado da pesquisa mostrou a ocorréncia do
consenso em regides 3° UTR de um grande numero de transcritos com fung¢des bem descritas na
literatura, sendo varios deles relacionados ao controle do meristema e a fungdo de manutengdo

das células totipotentes (Tabela 15).
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Tabela 15. Relagdo de alguns transcritos relacionados ao controle do meristema do caule que co-localizam com as
proteinas APUM-1, APUM-2 e APUM-3 e possuem o elemento de ligagdo a APUM em suas regides 3° UTR. O
namero de identificagdo, a localizagdo do elemento de ligagdo a APUM no transcrito € a fungdo biolégica descrita

foram obtidos no banco de dados TAIR.

(Localizacio do

Nome (Identificacio) consenso na regiao Funcio
3’ UTR)
Organizagdo estrutural dos
FASCIATA-1 (At1g65470) (79 UGUGGAUA meristemas do caule e da
raiz.
Organizagdo estrutural dos
FASCIATA-2 (At5g64630) gggiggg‘égﬁg’é meristemasracl}; S~y
Diferenciagdo celular e
CLAVATA-1 (At1g75820) ((]9103))1{}%%‘:%;%% regulagdo (i:ur;eristema do
(18)UGUAUAUU Diferenciagdo celular e
CLAVATA-2 (Atl1g65380) (63)UGUGAAGU regulagdo do meristema do
(116)UGUGUAUA caule.
Diferenciagéo celular e
CLAVATA-3 (At2g27250) (34)UGUAAAUU regulagdo do meristema do
caule.
Controle da organizagdo
ZWILLE (At5g43810) EUUGIAAKGY  SS-lEaemona il
e periférica no meristema
de caule.
Manutengdo de células
STM (At1g62360) (136)UGUGUATC totipotentes e regulagdo do
meristema do caule.
Manutengéo de células
WUSCHEL (At2g17950) (147)UGUAAUUA totipotentes e regulacio do

meristema do caule.

Para o teste de interagdo, foram escolhidos os transcritos CLAVATA-1 (CLV-1),
WUSCHEL (WUS), FASCIATA-2 (FAS-2) e ZWILLE (ZLL), uma vez que possuem algumas das
diferentes varia¢des no elemento de ligagdo a APUM preditas nos consensos (Fig. 27D e 28A).
Os experimentos foram realizados seguindo a mesma estratégia utilizada para os transcritos NRE,
ou seja, uma regido de 32 pb da regido 3> UTR de cada transcrito contendo o elemento de ligagdo

a APUM foi sintetizada (Fig. 28A), clonada no vetor pRHS5’ e testada contra o dominio de
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ligagdo PUF-2 no sistema triplo-hibrido de levedura. Surpreendentemente, as analises qualitativas
e quantitativas da ativa¢do do reporter LacZ mostraram que o dominio PUF-2 ¢ capaz de interagir
especificamente com os quatro transcritos testados (Fig. 28B e 28C). Analises adicionais
mostraram que os dominios PUF-1 e PUF-3 também reconhecem esses transcritos
especificamente (ndo mostrado).

A.

NRE 5 AUUAUUUUGUUGUCGAAAAUUGUACAUAAGCC 3°
WUSCHEL 5> AUCUCUCGUUAUGUGUAAUUUGUAAUUACUAG 3’
CLAVATA-1 5’ GUUUCUAAUACUUUCGGGUUUGUAUAUUUGUU 3’
ZWILLE 5’ CUAUACCAAUGUUUUUCUUAUGUAAAUUUUGU 3’
FASCIATA-2 5 CGUCUCGUCUCUAAAGGCAAUGUACAUAUAGA 3’

B. C.
24
IRP  PUF-2 o ]
]
FAS-2 — & = 24
wn
(=]
16+
wus - ‘ g
-
CLV-1 . in |
3 8
ZLL - » e
S ]
= o
=
NRE ......... ‘ g E

FAS2 WUS CLv-1 ZIL NRE

Figura 28: Validagfio das seqiiéncias consenso de ligacdo e identificaciio de candidatos a alvo das proteinas APUM-
1, APUM-2 e APUM-3. Os transcritos CLAVATA-1 (CLV-1), WUSCHEL (WUS), FASCIATA-2 (FAS-2) e ZWILLE
(ZLL) foram escolhidos para o teste de interagéo por apresentarem em suas regides 3> UTR diferentes variacdes do
elemento de ligagio a APUM e também por co-localizarem com as proteinas APUM-1, APUM-2 e APUM-3 no
meristema do caule. A) Seqiiéncias de 32 nucleotideos usadas nos ensaios de interagio no sistema triplo-hibrido. O
elemento de ligagdo a APUM presente em cada seqiiéncia é marcado em cinza. A seqiiéncia do transcrito NRE é
mostrada para comparagio. B) Ensaio qualitativo de ativagdo do reporter LacZ nas interagdes entre o dominio de
ligagdo PUF-2 e os transcritos candidatos a alvo. O transcrito NRE foi usado como controle positivo e a proteina IRP
foi usada como controle negativo de especificidade. C) Andlise quantitativa da producdo de p-galactosidase obtida

em cada interagdo. Os valores foram obtidos apds ensaios em triplicata.
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Portanto, os resultados indicam que a presenga do elemento de ligagio a APUM ¢
suficiente para o reconhecimento do dominio PUF-2. Além disso, os consensos podem ser
utilizados para a identificagdo de possiveis mensageiros alvo das proteinas APUM, uma vez que
os transcritos usados nos ensaios possuem motivos de ligagdes com diferentes variagdes preditas
na figura 27D. Em adi¢do, os dados fornecem indicios de que os homélogos APUM podem ter
um papel central no controle do meristema do caule em Arabidopsis, podendo regular varios

pontos do desenvolvimento da planta através do controle traducional de importantes transcritos.

4.13 Analise dos nucleotideos adjacentes ao motivo de ligagio a APUM

Até o momento, os resultados apresentados mostram que o elemento de ligagdo a APUM
¢ suficiente para que o transcrito seja reconhecimento pelas proteinas APUM-1, APUM-2 e
APUM-3. No entanto, embora o motivo de ligacdo possa garantir a interacdo, as analises
quantitativas de B-galactosidase indicaram que o dominio PUF-2 se liga aos transcritos testados
com diferentes afinidades (Fig. 28C). As diferengas observadas nos motivos de ligagdo dos
transcritos FAS-2, WUS, CLV-1 e ZLL (Fig. 28A) permitem sugerir que pequenas variagdes
nessas regides sdo suficientes para afetar a afinidade da interagdo com a proteina em diferentes
niveis. Por outro lado, apesar dos transcritos F4S-2 ¢ NRE serem reconhecidos através do mesmo
elemento UGUACAUA (Fig. 28A), FAS-2 é ligado por PUF-2 com uma afinidade
aproximadamente cinco vezes maior do que a observada para o transcrito NRE (Fig. 28C). Esses
dados indicam que o transcrito FAS-2 possui nucleotideos especificos responsaveis pela alta
afinidade de liga¢do que se localizam fora do motivo de reconhecimento da proteina.

Para examinar a contribui¢do dos nucleotideos adjacentes ao motivo de ligagdo em FAS-2,
transcritos mutantes com substitui¢des duplas nas bases de -1 a -14 e de +9 a +12 (Fig. 29A)

foram gerados e testados contra o dominio PUF-2 no sistema triplo-hibrido. A forga da interagédo
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foi verificada através de medidas quantitativas da B-galactosidase produzida pela ativagdo do
reporter LacZ (Hook et al., 2005). Os resultados mostram que todas as substitui¢des a montante e
a jusante reduziram a afinidade de PUF-2 pelo transcrito em diferentes niveis, ndo havendo
incremento em nenhum caso (Fig. 29B e 29C). A redugdo mais severa foi observada no transcrito
épresentando substitui¢des nas posigdes -1/-2, uma vez que a interagdo foi totalmente abolida
(Fig. 29B). Como o elemento de ligagdo a APUM também permite a presenga de uma guanina na
posi¢do +4 (Fig. 27D), uma substituicdo da adenina presente nessa posi¢do do transcrito FA4S-2
por uma guanina foi gerada e a interagdo foi testada contra o dominio PUF-2. O resultado
mostrou que de fato, a interagdo € mantida quando uma guanina € presente nessa posi¢do (Fig.

29C).
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I I I
WT CGUCUCGUCUCUAAAGGCAAUGUACAUAUAGA

-14/-13  CGUCUCUGCUCUAAAGGCAAUGUACAUAUAGA
-12/-11 CGUCUCGUAGCUAAAGGCAAUGUACAUAUAGA
-10/-09 CGUCUCGUCUAGAAAGGCAAUGUACAUAUAGA
08/07 CGUCUCGUCUCUCCAGGCAAUGUACAUAUAGA
-06/-05 CGUCUCGUCUCUAACUGCAAUGUACAUAUAGA
04/-03 CGUCUCGUCUCUAAAGUAAAUGUACAUAUAGA
-02/01 CGUCUCGUCUCUAAAGGCCCUGUACAUAUAGA
+04/G CGUCUCGUCUCUAAAGGCAAUGUGCAUAUAGA
+09/+10 CGUCUCGUCUCUAAAGGCAAUGUACAUAGCGA
+11/+12 CGUCUCGUCUCUAAAGGCAAUGUACAUAUAUC
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Figura 29: Ensaios de interagdo entre o dominio PUF-2 e os transcritos FASCIATA-2 mutantes. A) As substitui¢des
duplas geradas em cada transcrito estdo marcadas em vermelho. A primeira uracila do motivo de ligagdo (em
negrito) foi chamada de nucleotideo 1. Os niimeros na primeira coluna indicam a posigdo dos nucleotideos
substituidos em relagdo ao transcrito selvagem (WT). Em todos os casos, uma pirimidina foi trocada por uma purina
e vice-versa. B) e C) Ensaios quantitativos de B-galactosidase para as interagGes testadas com os transcritos
possuindo mutagdes a montante do motivo de ligagdo e a jusante, respectivamente. Todos os ensaios foram
realizados em triplicata e os valores mostrados foram calculados em relagdo a interagdo entre o dominio de ligagdo

PUF-2 e o transcrito FAS-2 selvagem (WT). O vetor pRHS5’ vazio foi usado como controle negativo de interagéo.
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Uma vez que apenas as substituigdes de AA para CC nas posi¢des -2 e -1 do transcrito
FAS-2 foram capazes de abolir a interagdo com a proteina, € possivel esperar que um
determinado mensageiro ndo sera ligado por PUF-2 caso o motivo de ligagdo a APUM apresente
duas citosinas imediatamente localizadas em sua extremidade 5°. Interessantemente, uma nova
andlise das seqii€ncias obtidas nos ensaios de triplo-hibrido mostrou a incidéncia de duas

citosinas nas posigdes -2/-1 do elemento de ligacdo em 6 dos 129 clones obtidos (Tabela 16).

Tabela 16: Transcritos identificados nos ensaios de triplo-hibrido possuindo duas citosinas imediatamente

localizadas na extremidade 5° do elemento de ligagdo a APUM (marcado em cinza).

Niimero de Biblioteca
Tdentificaciio usada.no Orientacio Seqiiéncia identificada
ensaio

5’ccauagaagugucuuucgccgaccuuccact.—

Atlg64180 planta Senso UGUGCAUAuuag 3’
5’cucagggcucageguaccgeucugaaccaucuc
gucc

At4g24440 planta Antisenso  aaagucuccgucagacacaucccgaucgucgaucu
BEUGUACAGAaacce 3
5’gucucuacugucauaccaccaggucguccugaa

Atlg78630 planta Antisenso  ugccullBUGUACAGAaaccc 3’
5’cugucagugauucacgcagclilJUGUAUA

At2g43160 — — UAgugaaagggau,gguggggagaccccacaaguu
accgcuccaggag 3
5’ccgucgacccuauuuacuuuccaulIUGUA

At3g32940 - A CAUAgaccaacacuguuaccagacauagaccaa

ucaguacgg 3’

Em resumo, os resultados indicam que todos os nucleotideos adjacentes ao elemento de
ligacdo contribuem para a afinidade de interagdo entre 0 RNA e a proteina. Dessa forma, a alta

afinidade entre o dominio PUF-2 e o transcrito F4S-2 deve ser devido ao conjunto de bases



112

adjacentes a regido reconhecida e ndo a nucleotideos em posigdes especificas. Essa hipotese pode
explicar porque a presenc¢a de duas citosinas nas posigdes -2/-1 de FAS-2 foi capaz de abolir a
interagdo do transcrito com PUF-2, mas ndo foi capaz de impedir que alguns transcritos fossem
ligados pela proteina nos ensaios de triplo-hibrido. N6s concluimos que o elemento de ligago a
APUM ¢€ o ponto de reconhecimento da proteina ao RNA, enquanto o conjunto de nucleotideos
adjacentes ao mesmo contribui na obtengdo das interagdes fracas ou fortes necessarias para a

regulacdo do mensageiro em questdo.

4.14 Analise semiquantitativa da expressdo dos transcritos candidatos a alvo em plantas
APUM-1, APUM-2 e APUM-3 antisenso

Apos a identificagdo dos candidatos a alvo dos homélogos APUM através dos ensaios no
sistema triplo-hibrido, uma das estratégias cogitadas foi a de tentar identificar as regides da planta
onde esses mensageiros sdo expressos, de tal forma que a relevancia biologica das interagdes
seria investigada somente para aqueles transcritos que co-localizassem com as proteinas APUM-
1, APUM-2 e APUM-3 em tempo e espago. Em adicdo, na tentativa de investigar possiveis
papéis desses candidatos, plantas possuindo insergdes de T-DNA em regides que afetam a fungéo
dos genes foram obtidas junto ao banco de dados TAIR de Arabidopsis. Infelizmente, todas as
plantas adquiridas possuiam muitas inser¢gdes no genoma, comprometendo assim uma
investigacdo mais detalhada. Por outro lado, nés conseguimos mostrar a interagdo de APUM-1,
APUM-2 e APUM-3 com quatro importantes transcritos relacionados ao meristema de caule que
co-expressam com as proteinas em tempo e espago. Baseado nisso, foi decidido que seria mais
conveniente tentar relacionar inicialmente APUM-1, APUM-2 e APUM-3 aos transcritos que ja
possuem fungdo e localizagdo conhecidas, do que utilizar o tempo com a caracterizagdo de

candidatos que podem néo co-localizar com essas proteinas em tempo e espago.
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Recentes estudos t€ém mostrado que as proteinas PUF atuam na desestabilizagdo do
mRNA e/ou no impedimento da tradugdo (secgdo 1.7 ). Portanto, pode-se esperar que se 0s
transcritos FAS-2, WUS, CLV-1 e ZLL sdo realmente regulados pelos homoélogos estudados,
plantas onde a expressdo das proteinas APUM-1, APUM-2 e APUM-3 estdo afetadas deverdo
apresentar um aumento na quantidade desses mensageiros e/ou na quantidade de proteina
sintetizada pelos mesmos.

Em nosso laboratorio, a Doutora Elaine Favaro utilizou um sistema antisenso induzivel
por dexametasona capaz de afetar a traducé@o dos trés transcritos APUM simultaneamente (Fig.
11 e Fig. 12). A verificagdo das quantidades dos mensageiros candidatos a alvo de APUM-1,
APUM-2 e APUM-3 nessas plantas foi investigada através de ensaios de RT-PCR
semiquantitativo. A quantificagdo do mensageiro At3g63500 também foi realizada, devido ao
fato do transcrito ter sido isolado um maior nimero de vezes nos ensaios de triplo-hibrido
utilizando a bilblioteca da planta (Tabelas 7 e 9). Para os ensaios, foram utilizados cDNAs
sintetizados a partir de RNA total extraido de plantas induziveis crescidas em meio MS contendo
0 uM e 10 pM de dexametasona e também de plantas selvagens crescidas em meio MS contendo
10 uM do indutor. Em todos os casos, o mensageiro de ACTINA, que nédo possui o elemento de
ligagdo a APUM em sua regido 3’ UTR, foi usado como normalizador.

Apoés a realizagdo de reagdes em triplicata para quatro lotes de plantas crescidas
independentemente, os resultados obtidos indicaram um aumento na expressdo de
aproximadamente 20% para os transcritos CLV-1 e ZLL e de aproximadamente 30% para o
transcrito WUS (Fig. 30A a 30C). Por outro lado, os transcritos At3g63500 ¢ FAS-2 ndo

apresentaram diferenga em nenhuma das plantas analisadas (Fig. 30D e 30E).
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\/Figura 30: Anslise semiquantitativa dos transcritos candidatos a alvo nas plantas antisenso induziveis para APUM-
1, APUM-2 ¢ APUM-3. WT: plantas selvagens crescidas em meio contendo 10 pM de dexametasona; AS (0):
plantas antisenso crescidas em meio sem a adi¢io de dexametasona; AS (10): plantas antisenso crescidas em meio
contendo 10 pM de dexametasona. A) a E) Resultados dos ensaios de RT-PCR para os transcritos CLAVATA-1,
ZWILLE, WUSCHEL, At3g63500 € FASCIATA-2, respectivamente. Os resultados foram obtidos de reagdes feitas em

triplicata para cada um dos quatro lotes de plantas crescidas independentemente.
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4.15 Expressio e purificacio das proteinas recombinantes produzidas pelos mensageiros
candidatos a alvo das proteinas APUM-1, APUM-2 e APUM-3

As proteinas recombinantes FASCIATA-2, WUSCHEL, CLAVATA-1 e ZWILLE foram
produzidas em E. coli e purificadas em HPLC. Com exce¢do de WUSCHEL, onde o tamanho
total do cDNA ¢ de 800 pb, todos os oligos foram sintetizados para amplificar os 700-900 pb
iniciais do cDNA (Tabela 4), incluindo a primeira metionina. Portanto, o tamanho de todas as

proteinas recombinantes ficaram entre 25 KDa a 35 KDa (Fig. 31).

A. B.

234 5 §78 910

J ,/‘"f,./ FASCIATA-2 ' WUSCHEL

\/Figura 31: Indugdo em larga escala das proteinas recombinantes sintetizadas a partir dos mRNAs candidatos a alvo
de APUM . Todas as proteinas foram purificadas em coluna de niquel em HPLC. A) Proteina CLAVATA-1 induzida
em E. coli BL21(DE3)pLysS(Ril). B) Proteina ZWILLE induzida em E. coli BL21(DE3)pLysS(Ril). C) Proteina
FASCIATA-2 induzida em E coli BL21(DE3)pLysS. D) Proteina WUSCHEL induzida em E. coli
BL21(DE3)pLysS. PM: marcador de peso molecular; NI: amostra ndo induzida; I: amostra induzida com 0,4mM de

IPTG; S: sobrenadante ap6s lise das células; P: precipitado apos lise das células; F: fragdo pds-coluna. As colunas

numeradas representam a quantidade de tubos obtidos na elui¢do das proteinas da coluna de niquel.
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Ap6s a purificagdo, as proteinas recombinantes foram inoculadas em camundongos para
a obtencdo de anti-soro. A especificidade das amostras obtidas foi testada em experimentos de
Western blot contra 10 pg e 20 pg de extrato total de proteinas da planta selvagem. Os resultados
mostraram que os anti-soros contra CLAVATA-1, WUSCHEL e FASCIATA-2 foram
especificos (Fig.32). Por outro lado, o anti-soro contra ZWILLE ndo foi especifico especifico

(ndo mostrado), provavelmente pelo fato da proteina recombinante ndo estar idealmente pura

(Fig. 31B).
A.
CLVA1
\S.P.I 1:400 1:1000/ kS.P.I 1:400 1:100(y
g
10 g 20 g
B.
Wwus
\S.P.l 1:400 1:10@ \ S.PI 1:400 1:1000/
Y Y
10 g 20 ug
C.
FAS-2

\S.P.I 1:400 1:10(57 kS-P-I 1:400  1:1000)

10 pg 20 ug
g
\/Figura 32: Ensaios de Western blot para validag@io dos anti-soros contra as proteinas WUSCHEL, CLAVATA-1 e
FASCIATA-2 produzidos em camundongos. Todos os ensaios foram realizados utilizando dilui¢es de 1:400 e
1:1000 do anti-soro contra 10 e 20 pg de extrato protéico total da planta selvagem. O soro pré-imune (S.P.I) foi
usado como controle negativo com uma dilui¢do de 1:400. A) Anti-soro contra CLAVATA-1. B) Anti-soro contra
WUSCHEL. C) Anti-soro contra FASCIATA-2. O anti-soro contra ZWILLE ndo foi especifico e , por isso, ndo é

mostrado.
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4.16 Anilises semiquantitativas da expressio das proteinas CLAVATA-1, WUSCHEL e
FASCIATA-2 nas plantas antisenso induziveis para APUM-1, APUM-2 e APUM-3

Todos os ensaios de Western blot semiquantitativos foram realizados utilizando uma
diluigdo 1:1000 de cada anti-soro e 20 pg de extrato protéico total de plantas selvagens, de
plantas antisenso crescidas em 0 pM de dexametasona e de plantas antisenso crescidas em 10 puM
do mesmo indutor (Fig. 33A). Para o calculo da porcentagem das proteinas em cada planta, as
bandas obtidas ap6s a revelagdo dos ensaios foram quantificadas no software LabWorks 4.0 e
comparadas com a quantificagdo da banda referente a proteina majoritaria RUBISCO, encontrada
na altura de aproximadamente 60 KDa na membrana de nitrocelulose corada com o reagente de
Ponceau (Fig. 33B). Os resultados indicaram um aumento na expressdo de aproximadamente
15% para a proteina CLAVATA-1 e de aproximadamente 40% para a proteina WUSCHEL (Fig.
33C e 33D). Nenhum aumento da expressdo foi observado para a proteina FASCIATA-2 (Fig.

33E).
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'/Figura 33: Analise semiquantitativa da expressdo das proteinas CLAVATA-1, FASCIATA-2 e WUSCHEL em
plantas selvagens (WT) e plantas antisenso induziveis para APUM-1, APUM-2 ¢ APUM-3 (AS). Os valores entre
parenteses referem-se as quantidades de indutor dexametasona utilizadas no meio de crescimento. A) Bandas
observadas nos ensaios de Western blot para CLV-1, FAS-2 ¢ WUS. B) Membrana de nitrocelulose corada com
reagente de Ponceau. A proteina majoritaria RUBISCO (indicada por um asterisco) foi utilizada como normalizador
nos célculos. C), D) e E) Expressdo das proteinas CLAVATA-1, WUSCHEL e FASCIATA-2, respectivamente, nas
plantas antisenso em relagdo a planta selvagem. Os resultados foram obtidos de experimentos feitos em triplicata

para cada um dos trés lotes de plantas crescidas independentemente.
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4.17 Imunoprecipita¢io do complexo APUM-mRNA do extrato proteico da planta selvagem
Para confirmar a relevancia bioldgica das interagdes entre os candidatos a alvo e as
proteinas APUM, nos realizamos ensaios de imunoprecipitagio do complexo APUM-mRNA
direto do extrato protéico da planta selvagem e investigamos a precipitagdo dos mensageiros via
reagdes de RT-PCR. Nos ensaios, a integridade do RNA no extrato da planta foi garantida através
de um “cross-linker” reverso entre a proteina € o0 RNA e também pela adigdo dos inibidores de
RNAse em concentragdes elevadas (Fig. 34A). As proteinas APUM foram precipitadas do
extrato protéico utilizando anti-soro contra APUM e proteina-A ligada a sefarose (Fig. 34B). -

Os resultados das reagdes de RT-PCR usando o cDNA sintetizado a partir do mRNAs
isolados nas imunoprecipitagdes mostraram que os transcritos CLAVATA-1 e WUSCHEL foram
especificamente imunoprecipitados (Fig. 34C e 34D), confirmando assim, os resultados
semiquantitativos de RT-PCR e Western blot. Os mensageiros FASCIATA-2, ZWILLE e
At3g63500 ndo foram detectados nas reagdes, indicando que o aumento da quantidade do
mensageiro ZWILLE observada nos ensaios semiquantitativos de RT-PCR (Fig. 30B) pode ser

um reflexo indireto da falta das proteinas APUM-1, APUM-2 e APUM-3.
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Figura 34: Imunoprecipitagdo do complexo APUM-mRNA do extrato protéico de plantas selvagens. A) Extracdo de
RNA total do extrato protéico. A integridade do RNA foi garantida com a utilizag3o de “cross-linker” reverso e altas
concentragdes de inibidores de RNAse. Da esquerda para direita: marcador de peso molecular e duas amostras de
RNA extraidas de dois extratos distintos. B) Western blot mostrando a imunoprecipitacdo das proteinas APUM do
extrato protéico. EB: extrato bruto utilizado no ensaio de imunoprecipitacdo; 1 e 2: sobrenadante e precipitado,
respectivamente, da reagdo controle usando anti-soro inespecifico para APUM e proteina-A; 3 e 4: sobrenadante e
precipitado, respectivamente, da reagdo usando anti-soro especifico contra APUM e proteina-A; APUM-2: regido N-
terminal recombinante da proteina APUM-2. C) e D) RT-PCR do material imunoprecipitado com anti-soro
inespecifico para APUM (representado pelo nimero 1 na letra D) e com o anti-soro especifico contra APUM
(representado pelo nimero 2 na letra D). Os oligos utilizados nas amplificacdes sdo os mesmos usados para os
experimentos de RT-PCR semiquantitativo, portanto, os produtos amplificados estdo na faixa entre 700 a 900 pb

(Tabela 4). Os resultados mostram que os transcritos CLAVATA -1 (CLV-1) e WUSCHEL (WUS) foram

especificamente imunoprecipitados.
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4.18 Analise computacional de todos os homologos PUF em Arabidopsis thaliana

Embora nosso laboratério esteja interessado em investigar o papel das proteinas APUM-1,
APUM-2 e APUM-3, esses sdo apenas trés entre varios possiveis homoélogos PUF descritos no
banco de dados de Arabidopsis TAIR. Os resultados descritos até o momento fornecem fortes
indicios de que os transcritos CLAVATA-1 ¢ WUSCHEL séo regulados por APUM-1, APUM-2 e
APUMS-3, no entanto, outros transcritos que interagiram especificamente com as trés proteinas
ndo apresentaram relagdes bioldgicas com as mesmas. Partindo-se dessas observagdes, outras
questdes foram levantadas: 1) Existem outros homoélogos PUF em Arabidopsis que apresentam a
mesma especificidade de ligagdo a RNA observada para APUM-1, APUM-2 e APUM-3? 2) Os
candidatos a alvo identificados at¢ o0 momento também podem ser candidatos a alvo de outros
homologos PUF da planta?

Para tentar identificar todos os possiveis membros da familia PUF em Arabidopsis, foi
realizado um BLAST-P com dominios PUF de homdlogos de vérios organismos contra o banco
de dados da planta. O maior nimero de homdlogos foi identificado quando a seqiiéncia do
dominio PUF da proteina PUMILIO de Drosophila foi usada no alinhamento, mostrando a
presenca de 25 possiveis membros com diferentes niveis de similaridade com o homologo da
mosca, entre eles, APUM-1, APUM-2 e APUM-3.

As seqiiéncias de aminoécidos das proteinas identificadas foram usadas para gerar uma
arvore filogenética no programa MEGA (Kumar et al., 2004), sendo possivel dividi-las em quatro
grupos distintos de alta similaridade entre si, com apenas trés membros fora desses grupos (Fig.
35). As proteinas APUM-1, APUM-2 e APUM-3 ficaram relacionadas no grupo I, juntamente
com outros trés homoélogos. Baseado na nomenclatura dada para as proteinas APUM-1, APUM-2
e APUM-3, as demais proteinas foram registradas no banco de dados TAIR como APUM-4 a

APUM-25 (Fig. 35).
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Figura 35: Arvore filogenética gerada com as seqiiéncias de aminoacidos dos 25 possiveis homélogos PUF
identificados quando a seqiiéncia do dominio PUF da proteina PUMILIO de Drosophila foi usada em um BLAST-P
contra o banco de dados de Arabidopsis. As proteinas foram divididas em 4 grupos de alta similaridade entre si,
sendo os homélogos previamente estudados APUM-1, APUM-2 e APUM-3 relacionados ao grupo 1. Os homoélogos
APUM-23, APUM-24 e APUM-25 sdo bastante divergentes entre si e em relagdo as demais proteinas e, por isso, ndo

foram classificados como um grupo.
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Um alinhamento no programa Clustal W com os homélogos mais proximos entre si
indicados na 4rvore filogenética mostrou que além de APUM-1, APUM-2 e APUM- 3, outros

pares de genes também codificam proteinas com um alto grau de identidade (Tabela 17).

Tabela 17. Identidade entre as seqiiéncias de aminoacidos de alguns possiveis homoélogos PUF em Arabidopsis. Os

homoélogos APUM-2, APUM-1 e APUM-3 (primeria linha, respectivamente) estdo descritos para comparagao.

Identidade entre a Identidade
Numero de
Similar ao seqiiéncia da proteina dentro do
Identificagio
inteira dominio PUF
At2g29190  At2g29140/At2g29200 90% 95%
At3g20250 At4g25880 38% 63%
Atlg78160 At1g22240 65% 84%
At1g35730 At1g35750 78% 80%
At5g43090 At5g43110 64% 68%
At1g35850 At2g59280 83% 84%
At5g60180 At5g60110 95% 96%

Dos 25 homoélogos analisados, as proteinas dos grupos I e II sdo as que possuem um
dominio PUF mais similar ao dominio PUF do homdlogo de Drosophila (Tabela 18 e Fig. 36).
Interessantemente, os homologos APUM-4, APUM-5 e APUM-6 sdo tdo proximos a proteina
PUMILIO de Drosophila quanto as proteinas de interesse em nosso laboratério (Fig. 36). Por
outro lado, os demais homologos (APUM-13 a APUM-25) sdo mais proximos entre si do que a

membros PUF de outros organismos (ndo mostrado).
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Tabela 18. Relagdo dos doze homélogos APUM com maior similaridade com o dominio PUF de ligagdo do
homélogo PUMILIO de Drosophila.

Similaridade com o Identidade com o

Numero de identificacao dominio PUF de dominio PUF de
Drosophila Drosophila
At2g29200 (APUM-1) 74% 54%

- At2g29190 (APUM-2) 75% 54%

2  At2g29140 (APUM-3) 74% 54%

2 At3g10360 (APUM-4) 73% 54%

%0 At3g20250 (APUM-5) 73% 55%
At4g25880 (APUM-6) 69% 52%
Atlg78160 (APUM-7) 56% 29%

= At1g2240 (APUM-8) 55% 30%

=] Atl1g35730 (APUM-9) 51% 29%

B Atl1g35750 (APUM-10) 53% 29%

%0 At4g08840 (APUM-11) 57% 29%

At5g56510 (APUM-12) 53% 31%
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Figura 36: Alinhamento no programa Clustal W das seqiiéncias de aminoacidos dos dominios PUF das proteinas do
grupo I (APUM-4, APUM-5 e APUM-6) e do grupo II (APUM-7 a APUM-12) com o dominio PUF de ligagio do
homoélogo PUMILIO de Drosophila. A identidade entre os residuos € indicada com a cor preta e a similaridade com
a cor cinza. As regides referentes as oito repetigdes do dominio PUF estdo indicadas. Cada repetigio € constituida de
aproximadamente 36 residuos de aminoacidos. A regido N-terminal do homélogo de Drosophila ndo apresenta

similaridade com a mesma regido nos homélogos APUM e por isso foram omitidas da figura.

Para verificar a quantidade de repeti¢des nos dominios PUF de liga¢do de cada homoélogo
da planta, a seqiiéncia de aminoacidos de cada proteina foi analisada no programa Pfam

(http://pfam.sanger.ac.uk/) usando um valor de “cutoff” de 1.0. A andlise mostrou que as

proteinas dos grupos I e II possuem as oito repeti¢cdes caracteristicas dos membros da familia,
enquanto que os demais homoélogos possuem um dominio PUF faltando uma ou vérias repeti¢cdes
(Fig. 37).

Como uma forma de confirmar os dados acima, o programa “PSIPRED V2.4 Secondary

Structure Prediction” (McGuffin et al., 2000) (http:/bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) foi utilizado

para verificar a predigdo das 3 a-hélices caracteristicas das repetigdes dos dominios PUF (Fig. 4)
em cada repeti¢do identificada no programa Pfam. Para checar a confiabilidade dos resultados,
nds primeiramente analisamos a predi¢do da estrutura secundaria das oito repeti¢des presentes
nos dominios PUF dos homologos PUMILIO de Drosophila, FBF-2 de C. elegans e Puf3p de
levedura. Como o esperado, o programa indentificou 3 a-hélices em todas as repeti¢coes
analisadas. As repeti¢des PUF identificadas no programa Pfam foram entdo analisadas e a
presenga das estruturas secundarias caracteristicas foram preditas em varias repetigdes (Figura

37).
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Figura 37: Analise computacional das seqiiéncias de aminoacidos dos homoélogos APUM no programa Pfam

(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) e no programa de predi¢do da estrutura secundaria “PSIPRED V2.4 Secondary

Structure Prediction” (McGulffin et al., 2000) (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). Os circulos vermelhos representam

repeti¢oes identificadas no programa Pfam que tiveram a estrutura secundaria de 3 a-hélices preditas no programa

PSIPRED V2.4, enquanto os circulos amarelos representam as repetigdes identificadas no Pfam que ndo

apresentaram a estrutura secundaria no programa PSIPRED V2.4. A proteina PUMILIO de Drosophila foi usada

como controle das analises. Os niimeros representam a posi¢do da repeti¢do identificada em relagdo ao dominio PUF

do homélogo de Drosophila. Os circulos pretos representam repeticdes identificadas nas analises localizadas fora da

regido C-terminal da proteina.
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4.19 Predicio da especificidade de liga¢io das proteinas APUM de Arabidopsis thaliana
Proteinas PUF reconhecem o RNA através dos residuos de aminoacidos 12, 13 e 16
localizados na segunda hélice de cada repeti¢do do dominio PUF de ligagdo (Fig. 4) Em uma
tentativa de predizer a especificidade de ligagdo dos homoélogos PUF de Arabidopsis, nés
verificamos o grau de conservagdo dos residuos 12, 13 e 16 nas repeti¢cdes de cada APUM em
relagdo a outros homologos PUF bem caracterizados. O resultado obtido mostrou que as
proteinas do grupo I (APUM-1, APUM-2, APUM-3, APUM-4, APUM-5 e APUM-6) possuem 0s
residuos conservados com PUM-1 de humano e PUMILIO de Drosophila nas posigdes
analisadas, enquanto que as proteinas do grupo II (APUM-7, APUM-8, APUM-9, APUM-10,
APUM-11 e APUM-12) possuem os residuos 12, 13 e 16 conservados com o homoélogo Puf4p de
levedura (Tabela 19). No entanto, APUM-7, APUM-8, APUM-9, APUM-10 ¢ APUM-11
possuem uma mutagdo ndo conservada no residuo 13 da repeti¢cdo 7, o que poderia interferir no
reconhecimento do trinucleotideo UGU, essencial para a ligagdo de todas as proteinas PUF
(Tabela 1 e 19). As proteinas APUM-13 a APUM-25 ndo possuem conservagéo nos residuos 12,

13 e 16 com nenhum homologo PUF conhecido (ndo mostrado).
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Tabela 19. Alinhamento dos residuos 12, 13 e 16 de cada repeti¢do dos dominios PUF de humano, Drosophila e
levedura com os residuos correspondentes nos dominios PUF das proteinas Arabidopsis PUMILIO. As posigdes 12,
13 e 16 conservadas entre as seqiiéncias estdo destacadas em cinza, respectivamente. As posi¢des ndo conservadas
sdo destacadas em amarelo. Os nucleotideos preferenciais ligados por cada repetigdo dos homologos PUMILIO de

Drosophila e Pufdp de levedura sdo descritos em vermelho (Gerber et al., 2004; Gerber et al., 2006).

Repetigdo 1 2 3 4 5 6 7 8
PUM-1 (humano) SRFIQ NYVIQ CRVIQ NHVVQ CRVIQ NYVIQ SNVVE NYVVQ
PUMILIO (Droso) SRFIQ NYVIQ CRVIQ NHVVQ CRVIQ NYVIQ SNVVE NYVVQ
APUM-1 SRFIQ NYVIQ CRVIQ NHVVQ CRVIQ NYVVQ SNVVE NYVVQ
APUM-2 SRFIQ NYVIQ CRVIQ NHVVQ CRVIQ NYVVQ SNVVE NYVVQ
APUM-3 SRFIQ NYVIQ CRVIQ NHVVQ CRVIQ NYVIQ SNVVE NYVVQ
APUM-4 SRFIQ NYVIQ CRVIQ NHVIQ CRVIQ NYVIQ SNVVE NYVVQ
APUM-5 SRFIQ NYVIQ CRVIQ NHVIQ CRVIQ NYVTQ SNVVE NYVVQ
APUM-6 SRFIQ NYVIQ CRVIQ NHVIQ CRVIQ NYVTQ SNVIE NYVVQ

Dros.Cons. A U A A/u/c A 4] G U
Pufdp CRFLQ NYLVQ TRSLQ NHVIQ CCVLQ NYIIQ SNVVE NYVLQ
APUM-7 CRFLQ NYLMQ TRVVQ NHVIQ CCVLQ NYAVQ SHMVE NEVIQ
APUM-8 CRFLQ NYLMQ TRVVQ NHVIQ CCVLQ NYAVQ SHMVE NEVIQ
APUM-9 CRVLQ NYIVQ TRVVQ NHVIQ CCVLQ NYVVQ SHVIE NYVIQ
APUM-10 CRALQ NYIVQ TRVIQ YHVLQ CCVLQ NYVVQ SHVIE NYVIQ
APUM-11 CRLLQ NYLIQ TRVVQ NHVIL CCVLQ NYLVQ SHVVE NYVIQ
APUM-12 CRFLQ NYLVQ TRAVQ NHVVQ CCVLQ NYVLQ SNVVE NYVIQ

Pufdp Cons. A U c/u/a A A U G U

Uma vez que as analises computacionais indicaram que as proteinas do grupo I possuem
um dominio PUF com oito repeti¢des enoveladas em 3 a-hélices (Fig. 38) e também todos os
residuos necessarios para o reconhecimento do RNA conservados com os homélogos de humano
e de Drosophila, é possivel sugerir que essas seis proteinas compartilham a mesma especificidade
de ligagdo observada para as proteinas PUMILIO e PUM-1, ou seja, devem reconhecer o
transcrito NRE especificamente através do Box B. De fato, nossos resultados ja confirmaram essa

hipdtese para as proteinas APUM-1, APUM-2 e APUM-3 (Fig. 18).
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Com relagdo aos homdlogos do grupo II, as anadlises indicaram que a maioria das oito
repeti¢des identificadas em cada proteina ndo possui a estrutura secunddria necessaria para a
ligagdo ao RNA (Fig. 37). Além disso, a mutagio ndo conservada no residuo 13 da repetigdo 7 de
APUM-7 a APUM-11 pode resultar em uma perda da capacidade de reconhecimento do
transcrito, uma vez que essa repeticdo € descrita como sendo a mais critica para o
reconhecimento do mensageiro (Cheong & Hall, 2006). Baseado nessas informagdes, nés
esperamos que as proteinas do grupo Il ndo sejam capazes de reconhecer o transcrito NRE.

Como os demais homoélogos ndo tiveram todas as repeti¢cdes necessarias identificadas nas
analises (Fig. 37), nem os aminoécidos responsaveis pelo reconhecimento do RNA conservados
com homoélogos bem caracterizados, nés acreditamos que essas proteinas devem reconhecer

regides do RNA de maneira distinta & observada para os homologs PUF classicos.

4.20 Ligacao de APUM-4, APUM-5 e APUM-6 ao transcrito NRE

Para confirmar as andlises de predi¢do descritas acima, a capacidade de interagdo de
APUM-4, APUM-5 ¢ APUM-6 com os transcritos NRE foram testadas no sistema triplo-hibrido
de levedura. Para isso, os cDNAs referentes aos dominios PUF das trés proteinas (chamados de
PUF-4, PUF-5 e PUF-6, respectivamente) foram amplificados e clonados no vetor pYESTrp3.
Ap6s as transformagdes em levedura, as colonias foram testadas para verificagdo da ativagdo do
reporter LacZ. Os resultados mostraram a interagdo das proteinas com o transcrito NRE selvagem
e o transcrito NRE mutado no Box A (NREA), mas ndo com os transcritos NRE mutados no Box
B (NREB e NREAB), confirmando as hipdteses sugeridas através das anélises computacionais.
Medidas quantitativas da B-galactosidase produzida mostraram que embora APUM-1, APUM-2,
APUM-3, APUM-4, APUM-5 e APUM-6 reconhegam o transcrito NRE através do Box B, a

afinidade de ligag@o ao transcrito € variavel entre as proteinas (Fig. 38A).
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Para investigar se as seqiiéncias consenso e ligagdo obtidas para APUM-1, APUM-2 e
APUM-3 podem ser estendidas para as demais proteinas do grupo I, a interagdo dos dominios
PUF-4, PUF-5 e PUF-6 com os transcritos CLV-1, FAS-2, ZLL ¢ WUS foi testada. Analises de
interagdo mostraram que o repdrter LacZ foi ativado em todos casos, sugerindo que a
especificidade de ligagdo € exatamente a mesma para todas as proteinas do grupo 1. A interagédo
de PUF-4, PUF-5 e PUF-6 também foi testada com o transcrito F4S-2 possuindo substituigdes
nos nucleotideos -2/-1 e novamente os resultados mostraram o0 mesmo comportamento
apresentado para os dominios PUF-1, PUF-2 e PUF-3, uma vez que a interagdo foi abolida em
todos os casos (Fig. 38B).

Dessa forma, € possivel afirmar que os dois elementos de ligagdo obtidos para as
proteinas APUM-1, APUM-2 e APUM-3 também sdo validos para APUM-4, APUM-5 e APUM-

6.
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Figura 38: Analise da especificidade de ligagdo dos dominios PUF-4, PUF-5 e PUF-6 a RNA. A) Teste quantitativo
de ativagdo do reporter LacZ nos ensaios de interagdo entre as proteinas e os transcritos NRE selvagem e NRE
mutantes. O resultado mostra que PUF-4, PUF-5 e PUF-6 reconhecem o transcrito NRE através do Box B, da mesma
forma observada para os demais homologos do grupo I (Fig. 18). O vetor pYESTrp3 vazio foi usado como controle
negativo de interagdio. B) Analise quantitativa da B-galactosidase produzida na interagfio entre as proteinas e os
transcritos FAS-2 selvagem (WT) e FAS-2 mutante nos nucleotideos -2/-1. Os resulatdos da ativag@o do repdrter nas
interagdes entre os dominios PUF-1 ¢ PUF-3 e os mesmos transcritos foram adicionados para comparagéo. O vetor

pRHS’ vazio foi usado como controle negativo de interacéo.
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4.21 Analise da capacidade de liga¢io de APUM-7 a RNA
Os resultados computacionais obtidos para os homélogos APUM-7 a APUM-11 nos

levaram a sugerir que essas proteinas ndo possuem a capacidade de ligagdo ao transcrito NRE.
Para checar essa hipotese, a proteina APUM-7 foi escolhida como membro representativo dos
homdlogos APUM do grupo II para o teste de capacidade de interagdo com os transcritos NRE
selvagem e NRE mutantes. Primeiramente, o dominio PUF da proteina APUM-7 (chamado de
PUF-7) foi amplificado e clonado no vetor pYESTrp3 do sistema triplo-hibrido. Apés as
transformagdes, as andlises qualitativas para ativacdo do repérter LacZ mostraram que, de fato,
APUM-T7 ndo € capaz de se ligar a nenhum dos transcritos testados (Fig. 39A).

Como ja mencionado anteriormente, o resultado negativo para as interagdes entre o
dominio de ligagdo PUF-7 com o transcrito NRE pode ser atribuido a dois fatores: 1) A mutagio
ndo conservada observada no residuo 13 da repeticio 7 (Tabela 19). 2) A auséncia do
enovelamento correto de algumas repeti¢des do dominio PUF-7 (Fig. 37). No entanto, também
deve ser considerada a possibilidade do transcrito NRE simplesmente ndo ser reconhecido pela
proteina. Como aconteceu nas interagdes entre as proteinas do grupo I e o transcrito FAS-2(-2/-1),
o transcrito NRE pode possuir nucleotideos adjacentes ao motivo de ligagdo que ndo permitem o
reconhecimento do dominio PUF-7.

Para checar se o dominio PUF-7 pode se ligar a alguma seqiiéncia de mensageiro, o
mesmo foi usado como isca em um ensaio de triplo-hibrido contra a biblioteca de cDNA da
planta (Tabela 20). Surpreendentemente, todos os 50 clones selecionados apds a 1% etapa foram

falso-positivos.
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Tabela 20: Nimero de coldnias obtidas em cada etapa do ensaio de triplo-hibrido usando o dominio PUF-7 como
isca contra a biblioteca de cDNA da planta com fragmentos entre 50-150 pb. Devido ao baixo niimero de coldnias

que ativaram os reporteres, a 2® etapa (figura 21) ndo foi realizada. Aproximadamente 1. 10° clones foram

transformados.
Etapas Nimero de colonias
Crescimento em (His) + 1mM 3-AT 283
B-galactosidase positiva 50
Proteina dependente Ndo realizado
Seqiiéncia especifica 0
Seqiienciamento 0

4.22 Analise da influéncia da mutacio nio conservada no dominio PUF-7 em sua
capacidade de ligagdo a RNA

Para investigar se a substituigdo de uma asparagina por uma histidina na posigdo 13 da
repeti¢do 7 do dominio PUF -7 (Tabela 19) pode ser a responsavel pela incapacidade de ligagdo a
RNA observada nos ensaios, uma mutagdo sitio dirigida foi realizada para substituir essa
histidina por uma asparagina (PUF-7/H—N). Além disso, a asparagina presente nessa mesma
posigdo no dominio PUF-2 foi substituida por uma histidina (PUF-2/N—H). A intera¢do das duas
proteinas mutantes foi testada contra o transcrito NRE no sistema triplo-hibrido. O resultado de
ativagdo do reporter LacZ mostrou que o dominio PUF-2 mutante manteve a capacidade de
reconhecimento do transcrito NRE, enquanto que o dominio PUF-7 mutante continuou incapaz

de reconhecer o mesmo transcrito (Fig. 39B).
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Figura 39: Analise da capacidade de ligagdo do dominio PUF-7 a RNA. A) Teste qualitativo de ativagdo do reporter
LacZ nos ensaios de interagdo entre o dominio de ligagdo PUF -7 e os transcritos NRE (Fig. 18A). As interagdes
entre os transcritos NRE e o dominio de ligagdo PUF-2 foram usadas como controle. A proteina IRP e o transcrito
IRE foram usados tanto como controle de especificidade de ligagdo quanto como controle positivo do sistema triplo-
hibrido. B) Teste qualitativo da ativa¢do do reporter LacZ nas interagdes entre o dominio de ligagio PUF-2/N—H
(PUF-2 com substitui¢gdo da Asparagina por Histidina na posi¢do 13 da repeti¢do 7) e o dominio PUF-7/H —N
(PUF-7 com substituicdo da Histidina por Asparagina na posi¢do 13 da repetigdo 7) com o transcrito NRE. Os
dominios PUF-2 e PUF-7 selvagens (WT) foram usados como controle.
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5.0 Discussdes
5.1 APUM-1, APUM-2 e APUM-3 sido proteinas da familia PUF evolutivamente
conservadas

Em nosso laboratorio, varios experimentos genéticos realizados forneceram indicios de
que as proteinas APUM-1, APUM-2 e APUM-3 (90% de identidade, Fig. 7A) podem exercer
papéis redundantes na planta, no entanto, as caracteristicas moleculares dos homologos ainda ndo
haviam sido investigadas. No presente trabalho, foi demonstrado que essas trés proteinas sdo
homologos PUF evolutivamente conservados, sendo capazes de reconhecer o transcrito NRE
ligado pela proteina PUMILIO de Drosophila especificamente. O reconhecimento ocorre através
do Box B do transcrito NRE (Fig. 18B e 18C), sendo independente da regido N-terminal das
proteinas (Fig. 18D).

Através de ensaios de triplo-hibrido, foi possivel obter duas seqii€éncias consenso de
ligagio a APUM-1, APUM-2 e APUM-3, extremamente similares a seqiiéncia do Box B do
transcrito NRE e as regides ligadas por homologos PUF de diferentes organismos (Tabela 1, Fig.
5 e Fig. 27). As duas seqiiéncias foram nomeadas como elementos de ligagdo a APUM.
Interessantemente, os elementos de ligagdo identificados parecem ser suficientes para o
reconhecimento dos mensageiros pelas trés proteinas (Fig. 28), no entanto, nucleotideos
adjacentes aos motivos podem modular a afinidade da interagdo ou até mesmo impedi-la (Fig.
29).

Portanto, os resultados obtidos mostram que APUM-1, APUM-2 e APUM-3 sdo
homologos PUF molecularmente conservados € que essas proteinas podem ser capazes de atuar

redundantemente na regulagdo de um mesmo mensageiro.
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5.2 Utilizacdo do sistema triplo-hibrido de levedura na identificacio de mensageiros
candidatos a alvo das proteinas APUM-1, APUM-2 e APUM-3

A identificagcdo de mensageiros regulados por proteinas que se ligam a RNA € uma tarefa
desafiadora, principalmente quando a fungdo da proteina de interesse ndo € bem caracterizada.

O sistema triplo-hibrido de levedura tem sido usado com sucesso na identificagio de
interagOes entre proteina e RNA, no entanto, a maior parte dos ensaios descritos na literatura
utilizaram um mRNA como isca contra uma biblioteca de proteinas. O tamanho do RNA € o
principal fator limitante do sistema (Sengupta et al., 1999), fato que explica a falta de obteng3o de
interagdes positivas quando uma biblioteca com fragmentos entre 500-1500 pb foi usada em
ensaios de triplo-hibrido contra o dominio de ligagdo PUF-2 (secg¢do 4.3). Até a presente data,
poucos artigos tém descrito o uso de proteinas que se ligam a RNA como isca em ensaios no
sistema triplo-hibrido, e em todos os casos, o sucesso foi alcangado somente quando uma
biblioteca expressando fragmentos de RNA entre 50-150 pb foi usada (Sengupta et al., 1999;
Ostrowski et al.,, 2002; Seay et al., 2006). Da mesma maneira, nds obtivemos sucesso na
identificacdo de interagdes positivas somente quando bibliotecas de c¢cDNA de pequenos
fragmentos foram usadas. No entanto, embora um grande niimero de interagdes tenha sido obtido,
muitos insertos ligados pelo dominio de ligagdo PUF-2 foram derivados de seqii€éncias na
orientagdo antisenso (Fig. 22 e Fig. 25), fato explicado pelo método usado na construgdo da
biblioteca, uma vez que os insertos gerados podem ser inseridos tanto na orientagdo senso como
antisenso (sec¢@o 3.9). Entre os transcritos na orientacdo senso ligados pelo dominio PUF-2,
apenas 7 foram derivados de regides 3° UTR (ver seccdo 4.9).

Se por um lado os ensaios de triplo-hibrido ndo foram eficientes na identificagdo de um
grande numero de candidatos a alvo das proteinas APUM-1, APUM-2 e APUM-3, as seqiiéncias

ligadas especificamente ao dominio PUF-2 foram de extrema utilidade para a identificagdo de
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seqiiéncias consenso de ligagdo das proteinas (Fig. 27). Através dos consensos, foi possivel
verificar que um grande nimero de mensageiros expressos nas mesmas regides que APUM-1,
APUM -2 e APUM-3 ndo foram ligados nos ensaios de triplo-hibrido (Tabela 15). Algumas
hipéteses que podem explicar a falta de identificagdo desses transcritos sdo: 1) Na construgdo da
biblioteca, um grande numero de transcritos pode ter ficado fora da regido entre 50-150 pb
purificada ap6s a digestdo do cDNA. 2) Uma vez que o motivo reconhecido pelo dominio PUF-2
pode ocorrer em um grande numero de transcritos (Tabela 14), clones naturalmente mais
expressos possuindo o elemento de ligagdo, mas ndo regulados pelas proteinas APUM-1, APUM-
2 e APUM-3, podem ter atuado competitivamente em relagdo a clones verdadeiramente
regulados, que apresentam um nivel de expressdo mais baixo.

Nesse trabalho, n6s mostramos que a identificagdo e utilizagdo de seqiiéncias consenso
eliminam a necessidade de ensaios de triplo-hibrido adicionais, uma vez que possibilita a
investigagdo direta de interagdes com uma maior probabilidade de relevancia biologica.
Recentemente, a mesma estratégia descrita nesse trabalho de Doutorado foi usada para identificar
possiveis transcritos regulados pelos homodlogos PUF-5 e PUF-6 de C. elegans (Stumpf et al.,

2008).
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5.3 Utilizacdo do elemento de ligagio a APUM na identificacio de mensageiros regulados
pelas proteinas APUM-1, APUM-2 e APUM-3

Através de andlises computacionais, foi possivel identificar transcritos expressos no
meristema de caule que possuem o elemento de ligagdo a APUM em suas regides 3° UTR
(Tabela 15). Ensaios de interagdo mostraram o dominio de ligagdo PUF-2 € capaz de reconhecer
os transcritos WUSCHEL, CLAVATA-1, FASCIATA-2 e ZWILLE especificamente (Fig. 28).

Ensaios de RT-PCR e Western blot semiquantitativos indicaram que as interagdes entre
0 dominio PUF-2 e os transcritos WUSCHEL e CLAVATA-1 observadas no sistema triplo-hibrido
sdo biologicamente relevantes, uma vez que a quantidade dos transcritos foi aumentada em
plantas apresentando baixa expressdo das proteinas APUM-1, APUM-2 e APUM-3 (Fig. 30, Fig.
33 e Tabela 21). Ensaios adicionais de imunoprecipitagdo mostraram que os mensageiros WUS e
CLV-1 foram especificamente imunoprecipitados quando um anti-soro especifico para as trés
proteinas APUM foi usado (Fig. 34). Nos concluimos que APUM-1, APUM-2 e APUM-3 atuam
na regulagdo traducional dos dois transcritos na planta. Além disso, o aumento da quantidade dos
alvos regulados indica que os homoélogos estudados atuam na desestabilizagdo do mRNA.. Seria
interessante analisar o tamanho da cauda poli-A dos transcritos WUS e CLV-I nas plantas
antisenso analisadas e também investigar a capacidade de APUM-1, APUM-2 ¢ APUM-3 em
interagir com proteinas do complexo NOT-CCR4-POP2 de deadenilases (Fig. 6).

Por outro lado, embora os resultados de RT-PCR semiquantitativo tenham indicado um
aumento para o transcrito ZLL nas plantas analisadas (Fig. 30 e Tabela 21), o resultado de
imunoprecipitagdo ndo confirmou a existéncia fisica dessa interagdo na planta (Fig.34 e Tabela
21). Uma hipétese para essas observagdes € que a alteragdo na expressdo do transcrito ZLL € um
resultado indireto da falta das proteinas APUM, ou seja, APUM-1, APUM-2 e APUM-3 devem

regular outros transcritos que influenciam a expressdo de ZLL. Curiosamente, embora o transcrito
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FAS-2 tenha apresentado a maior afinidade de interagdo com as proteinas APUM entre todos os
candidatos testados (Fig. 28C), nenhum dos experimentos realizados mostrou evidéncias de
interacdo bioldgica entre as proteinas e o transcrito (Figura 30, Fig. 33 e Tabela 21). No entanto,
o mensageiro FAS-2 continua sendo um forte candidato a regulag@o traducional pelos demais

homélogos APUM que se mostraram capazes de reconhecer o transcrito com grande afinidade

(Fig.38).

Tabela 21: Resultados dos ensaios realizados para a identificagdo e confirmagdio dos mensageiros sujeitos a

regulacdo traducional pelas proteinas APUM-1, APUM-2, APUM-3.

Transcrito Quantidade em plantas com baixa expressio
itine Interacio de APUM-1, APUM-2 e APUM-3. Imunoprecipitacio
PUF/3°UTR : com APUM
alvo Transcrito Proteina
CLAVATA-1 sim aumento de 20% aumento de 15% sim
FASCIATA-2 sim inalterada inalterada nio
ZWILLE sim aumento de 20% ndo verificada nio
WUSCHEL sim aumento de 30% aumento de 40% sim

5.4 Papel das proteinas APUM-1, APUM-2 e APUM-3 no caminho dos fatores WUSCHEL
e CLAVATA-1

Como descrito na secgdo 1.10, o fator de transcricio WUSCHEL ¢€ indispensavel para a
produgdo e a manutengdo das células totipotentes no meristema do caule. Essa proteina ¢
regulada negativamente pelo complexo protéico de sinalizagdo CLV-1/CLV-2/CLV-3, que atua
em um modelo de auto-regulacdo que garante o correto balango das células totipotentes no

meristema de caule da planta. Nesse mecanismo, por exemplo, se o nimero de células
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totipotentes torna-se muito grande, observa-se um aumento do peptideo CLV-3 e uma diminuico
da expressdo da proteina WUS. Essa diminui¢do de WUS resulta em uma diminuigdo do nimero

de células totipotentes e, concomitantemente, em uma redugdo do peptideo CLV-3 (Fig. 40).

Aumento da expressido de WUS

g, 5,

Figura 40: Mecanismo de auto-regulagdo entre os fatores WUSCHEL (WUS) e CLAVATA-3 (CLV-3). O aumento

do numero de células totipotentes (C. T.) leva a um aumento da expressdo do peptideo CLV-3, que por sua vez
reconhece os componentes CLV-1 ¢ CLV-2 e ativa o complexo de sinaliza¢gdo que resulta na diminuicdo da
expressdo do fator WUS. A diminuigdo da expressdo de WUS, por sua vez, leva a uma diminui¢do do niimero de
células totipotentes, resultando na diminui¢do da expressdo do peptideo CLV-3 e também em um aumento do fator
WUSCHEL. Como a expressdo de CLV-1, CLV-3 e WUS sdo observadas em dominios especificos do meristema
apical do caule (Fig. 13 e Fig. 14), o aumento ou a diminui¢gdo de CLV-3 e WUS descritos na figura ¢ resultado de
sinais emitidos das regides que expressam esses fatores. Esse mecanismo ¢ extremamente importante para o correto

balanc¢o do niimero de células totipotentes no meristema de caule da planta.
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Como discutido na secgdo anterior, os experimentos realizados confirmam a interagdo
biolégica entre as proteinas APUM-1, APUM-2 ¢ APUM-3 e os transcritos CLV-1 ¢ WUS
(Tabela 21). No entanto, a relagdo das proteinas APUM no caminho desses mensageiros nio é
clara. Em animais, proteinas PUF possuem um papel central na produg¢fo e na manutengéio de
células tronco, uma vez que na falta dos homdlogos, as células tronco falham em se proliferar e
entram em diferenciag@o (sec¢@o 1.3). A presenca dos homologos APUM-1, APUM-2 e APUM-3
nas regides meristematicas da planta (Fig. 8) e a relagdo dessas proteinas com transcritos
relacionados a manutengdo das células totipotentes sdo fortes indicios de que a fung¢do observada
em animais também € conservada em plantas. Além disso, a elevada expressdo de APUM-1,
APUM-2 ¢ APUM-3 em tecido de calo sugere que esses homoélogos sdo necessarios para a
manutengao da situagdo indiferenciada do tecido (Fig. 10). Em adigfo, a diminui¢do da expressdo
das trés proteinas resultou em plantas apresentando tamanho reduzido das folhas e da raiz
principal, além de reduzida formagao de raizes secundarias (Fig.11), indicando que os homélogos
PUF devem atuar no controle de mensageiros relacionados a proliferacdo celular em varias
regides da planta.

Em Drosophila, a regulagdo do transcrito HUNCHBACK, ¢ essencialmente dependente
do reconhecimento do complexo PUMILIO/NRE pelas proteinas parceiras NANOS e BRAT,
enquanto que a regula¢io do complexo PUMILIO/CYCLINA BI nas células-tronco germinativas
¢ dependente apenas de NANOS, mas ndo de BRAT (Fig. 3). Uma explicag@o plausivel para
essas observagdes € que a ligagdo de NANOS aos dois transcritos resulta em diferentes mudangas
em sua conformagdo, de tal forma que a proteina BRAT torna-se incapaz de reconhecer o
complexo PUMILIO/NANOS/CICLINA Bl. Interessantemente, em nosso laboratorio, nenhuma
interagdo positiva foi obtida quando o dominio PUF-2 foi usado como isca contra uma biblioteca

de proteinas em ensaios no sistema duplo-hibrido, indicando que, assim como ocorre em
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de proteinas em ensaios no sistema duplo-hibrido, indicando que, assim como ocorre em
Drosophila, a ligagdo de uma proteina parceira deve ser dependente do reconhecimento do
complexo APUM/mRNA.

Embora as evidéncias de um mecanismo de auto-regulagio entre WUSCHEL e
CLAVATA-3 sejam bem descritas na literatura, as bases moleculares que atuam nesse sistema
permanecem desconhecidas (Fig. 13 e Fig. 14). Uma especulagdo para o papel dos homologos
APUM na zona central do meristema do caule seria a participagdo dos mesmos no balango de
células totipotentes através da atuagdo no mecanismo de auto-regulagdo entre WUSCHEL e
CLAVATA-3. Nesse modelo, a sinalizagdo envolvida quando o nimero de células totipotentes €
aumentado ou diminuido envolveria a ativagdo ou a inibi¢do da regulagdo mediada pelos
homologos APUM-1, APUM-2 e APUM-3. Por exemplo, se o nimero de células totipotentes no
meristema do caule é aumentado, a sinalizagdo do complexo CLAVATA levaria a ativagdo da
expressdo de uma proteina parceira de APUM (chamada de X) envolvida na inibi¢do do
mensageiro WUSCHEL (Fig. 41A). Por outro lado, a diminui¢do do nimero de células
totipotentes ocasionada pela diminui¢do da expressio de WUSCHEL geraria um sinal capaz de
atenuar a expressio do peptideo CLV-3 e também induzir a ativagdo da expressdo de um segundo
parceiro de APUM (chamado de Y), envolvido na inibi¢do do mensageiro CLAVATA-1. Essa
situagdo resultaria na desestabilizagdo do complexo CLAVATA e, consequentemente, na
WUSCHEL (Fig. 41B). Esse modelo poderia ajudar a entender como as proteinas PUF sdo
capazes de atuar no controle da proliferagéo celular na planta e também como o mecanismo de

auto-regulagio entre WUSCHEL e CLAVATA pode ser controlado molecularmente.
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Figura 41: Mecanismo proposto para o papel das proteinas APUM-1, APUM-2 e APUM-3 no sistema de auto-
regulagdo entre WUSCHEL e CLAVATA. A) A sinalizagdo do complexo CLAVATA ativaria a expressdo de uma
proteina (X) necessdria para a inibi¢do do mensageiro WUS por APUM. B) A diminuigdo do namero de células
totipotentes (C.T) ocasionada pela diminui¢do de WUS geraria um sinal responsavel pela diminui¢do da expressio
de CLV-3 (através de um mecanismo desconhecido) e também pela ativagdo de outra proteina (Y) necessaria para a
inibicdo do mensageiro CLV-I por APUM. Essa inibi¢do simultinea de CLV-3 e CLV-1 impediria a ativagdo do
complexo CLAVATA e, consequentemente, a ativagdo da proteina X , impedindo APUM de inibir a tradugido do
mRNA WUS.

Interessantemente, assim como CLAVATA-1, os transcritos CLAVATA-3 e CLAVATA-2
também possuem um motivo de ligagdo a APUM em suas regides 3° UTR (Tabela 15). Essa
observagdo coloca as proteinas APUM como fortes candidatas a regulagdo de CLV-3 no
mecanismo proposto na figura 41B. Dessa forma, pode-se esperar que os homoélogos APUM-1,

APUM-2 e APUM-3 atuam na regulacdo dos trés transcritos CLAVATA.



145

Por fim, a figura 14 mostra que o conhecimento sobre a regulagdo da expressdo do gene
WUSCHEL se restringe a atuagio de fatores de transcri¢do e também de fatores relacionados a
regulacdo da cromatina. Os resultados descritos na presente tese sfdo os primeiros indicios de
regulacéo traducional para WUSCHEL e CLAVATA-1. Além disso, esses também parecem ser os
primeiros indicios de regulagdo traducional via ligagdo de proteinas a regides 3° UTR de
mensageiros em Arabidopsis thaliana. Esses resultados podem abrir uma nova abordagem na
investigagdo de mensageiros em plantas, uma vez que sugere que muitos aspectos do

desenvolvimento podem ser coordenadamente regulados por proteinas de ligagdo a RNA.

5.5 Presenc¢a de um grande nimero de transcritos contendo o elemento de ligagio a APUM
Proteinas que se ligam a RNA tém sido relacionadas a diversos aspectos da regulagdo
pés-transcricional, incluindo o processamento, exportacdo, localizagdo, degradagio e regulagio
traducional do RNAs (Dreyfuss et al., 2002; Mazumder et al., 2003). Recentemente, tem sido
mostrado que certas p'rotel'nas que se ligam a RNA associam-se com grandes e distintas
populagdes de transcritos, suportando uma hipdtese de que essas proteinas podem estar atuando
como operons pos-transcricionais, onde mRNAs codificando proteinas funcionalmente relatadas
seriam coordenadamente regulados por componentes mRNP especificos (Keene & Tenenbaum,
2002; Keene, 2003, 2007). Recentemente, o homologo de levedura Puf3p foi relacionado ao
controle traducional de mensageiros mitocondriais codificados no nucleo, regulando mais de 200
transcritos envolvidos na sintese de proteinas relacionadas a cadeia respiratéria e a maquinaria de
tradug@o mitocondrial (Saint-Georges et al., 2008).
Experimentos de identificagdes sistematicas usando microarranjos apds a
imunoprecipitagdo dos complexos PUF-mRNA nativos de cinco proteinas PUF de levedura,

mostraram que cada homoélogo interage com sub-populagdes especificas de mensageiros. Além
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disso, Puf3p, Puf4p e Puf5p foram mostrados ligar a, respectivamente, 56%, 26% ¢ 49% de todas
as regides 3> UTR de levedura possuindo os consensos de ligagdo identificados através do
alinhamento das seqiiéncias enriquecidas no experimento (Gerber et al., 2004). A mesma
estratégia foi usada para identificar mensageiros ligados aos homélogos PUMILIO de Drosophila
no embrido e ovarios adultos e aos homoélogos PUM1 e PUM2 de humano. Os resultados
descritos mostram que a proteina da mosca interage com aproximadamente 24% de todas as
seqiiéncias 3’ UTR possuindo o motivo UGUAHAUA identificado no experimento (Gerber et al.,
2006), enquanto os consensos obtidos para os dois homdlogos em humano sdo encontrados em
20% das regides 3° UTR de todos os genes anotados (Galgano et al., 2008).

Utilizando o banco de dados TAIR, nés identificamos a ocorréncia dos elementos de
ligagio a APUM em aproximadamente 43% de todas as seqiiéncias 3 UTR de Arabidopsis
thaliana descritas até o momento (Tabela 14). Essa alta incidéncia sugere que os homdlogos
APUM devem regular um grande nimero de mensageiros na planta. Dessa forma, WUSCHEL e
CLAVATA-1 devem ser apenas dois entre varios mensageiros regulados. Baseado nos resultados
obtidos no presente trabalho, nds concluimos que transcritos possuindo o motivo de ligagdo a
APUM em suas regides 3° UTR expressos temporalmente e espacialmente com os homoélogos
APUM-1, APUM-2, APUM-3, APUM-4, APUM-5 ¢ APUM-6, sdo alvos em potencial para
sofrer regulagfo traducional mediada por essas proteinas. Assim, da mesma forma que mostrado
para Drosophila, levedura ¢ humano, as proteinas APUM devem estar envolvidas em muitos

aspectos do desenvolvimento da planta através da regulacdo coordenada de muitos transcritos.
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5.6 Arabidopsis é o organismo com o maior niimero de homélogos PUF

O maior namero de proteinas PUF encontrado em um mesmo organismo ¢ descrito em C.
elegans, com onze homologos, seguido por levedura e Trypanosoma com seis (Gerber et al.,
2004; Gu et al., 2004; Caro et al., 2006), humano, camundongo e Plasmodium com dois (Cui et
al., 2002; Spassov & Jurecic, 2002, , 2003a) e Drosophila, Dyctiostelium ¢ Planaria com apenas
um homologo (Macdonald, 1992; Souza et al., 1999; Salvetti et al., 2005). Através de analises
corﬁputacionais, nos identificamos vinte e cinco possiveis homoélogos PUF em Arabidopsis
thaliana, tornando-se, portanto, o maior niimero de homélogos da familia encontrado em um
mesmo organismo até o momento. A analise filogenética mostrou que as proteinas podem ser
agrupadas em quatro grupos de alta identidade entre si (Fig. 35). Os homologos APUM-1 a
APUM-12 (grupos 1 e II) apresentam a maior similaridade com a proteina PUMILIO de
Drosophila (Tabela 18), enquanto os demais membros ndo possuem similaridade relevante com
qualquer outro homologo PUF ja estudado. Assim como descrito para APUM-1, APUM-2 ¢
APUM-3, os demais homologos identificados foram nomeados como Arabidopsis PUMILIO
(APUM) e registrados no banco de dados TAIR como APUM-4 a APUM-25.

Ensaios de caracterizagdo funcional de diferentes proteinas PUF tém mostrado que
homdlogos com alta identidade em um mesmo organismo parecem atuar de maneira redundante,
enquanto homologos mais divergentes apresentam fungdes distintas. Em C. elegans, as proteinas
FBF-1 e FBF-2 (90% de identidade) atuam redundantemente na decisdo entre a produgdo de
odcitos ou espermatocitos e também na manutencdo de células tronco germinativas (Zhang et al.,
1997; Crittenden et al., 2002). Em adi¢cdo, PUF-6 ¢ PUF-7, outros dois homélogos PUF idénticos
em C. elegans, atuam redundantemente na manutengio do ciclo mitético das células germinativas
primordiais (Lublin & Evans, 2007; Stumpf et al., 2008). Ainda em C. elegans, a falta de PUF-8,

um homélogo mais similar a proteina PUMILIO de Drosophila do que a qualquer outro membro
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PUF no organismo (Opperman et al., 2005), leva a desdiferenciagio das células germinativas e a
rapida formagio de tumores (Subramaniam & Seydoux, 2003). Em mamiferos, o pare de
proteinas altamente idénticas PUM1 e PUM2 de humano apresentam expressdes que coincidem
em tempo e espago e sdo relacionados a regulagdo de um grande nimero de mensageiros em
comum (Galgano et al., 2008). Por outro lado, cinco dos seis homologos de levedura, que
possuem uma significativa divergéncia em suas seqiiéncias de aminoacidos, apresentam
expressdes e fungdes distintas (Gerber et al., 2004). Em Drosophila, o Gnico homdlogo
PUMILIO tem sido relacionado a diferentes processos (Parisi & Lin, 1999; Gamberi et al., 2002;
Schwéers et al., 2002; Menon et al., 2004; Baines, 2005).

Em Arabidopsis, nés mostramos que os homdlogos altamente idénticos APUM-1,
APUM-2 ¢ APUM-3 possuem padrdes de expressdo que coincidem em tempo e espago e sdo
capazes de regular os transcritos WUSCHEL e CLAVATA-1 conjuntamente. Uma vez que as
analises computacionais revelaram a presenga de outros pares de genes APUM apresentando um
grau de identidade que pode chegar aos 90% na seqii€ncia da proteina codificada (Tabela 17), nds
esperamos que, assim como mostrado para APUM-1, APUM-2 e APUM-3 e também para
proteinas PUF de outros organismos, outros homoélogos duplicados devem atuar de maneira
redundante na planta, sendo a fun¢fo de cada par de genes prioritariamente distinta de outras

duplicagoes.

5.7 Arabidopsis thaliana possui seis homélogos PUF com a mesma especificidade de ligacao
a RNA

As andlises computacionais para identificagdo de todos os homélogos PUF em
Arabidopsis mostraram que os homélogos APUM-1, APUM-2 ¢ APUM-3 fazem parte de um

grupo de seis proteinas que apresentam a mesma similaridade em relagdo ao homélogo PUF de



149

Drosophila (Tabela 18 e Fig. 35). Ensaios de interagdo mostraram que as proteinas APUM-4,
APUM-5 ¢ APUM-6 apresentam a mesma especificidade de ligagdo a RNA observada para as
trés primeiras proteinas do grupo (Fig. 38). Dessa forma, os elementos de ligagio a APUM
inicialmente identificados para APUM-1, APUM-2 ¢ APUM-3 também se mostraram validos
para APUM-4, APUM-5 ¢ APUM-6.

Embora os resultados obtidos tenham levado a conclusio de que as proteinas APUM-1,
APUM-2 e APUM-3 atuam de forma redundante e/ou complementar, a mesma capacidade de
interagdo observada para APUM-4, APUM-5 e APUM-6 ¢ bastante intrigante e algumas questdes
permanecem em aberto: 1) O padréo de expressdo de APUM-4, APUM-5 e APUM-6 coincide em
tempo espago com as expressdes de APUM-1, APUM-2 e APUM-3? 2) As seis proteinas
poderiam exercer papéis redundantes entre si?

Os resultados de interagdo mostrando que os domintos PUF dos homélogos APUM-1 a
APUM-6 sdo suficientes para o reconhecimento especifico do RNA corroboram com os
resultados descritos para Drosophila, onde o dominio PUF de PUMILIO ¢ suficiente para regular
o transcrito HUNCHBACK “in vivo” de maneira similar & proteina inteira (Wharton et al., 1998).
Dessa forma, se a diferenca na regido N-terminal de APUM-1, APUM-2 e APUM-3 em relagéo a
mesma regido de APUM-4, APUM-5 e APUM-6 ndo deve ser um fator que especifique uma
fun¢do diferente para os ultimos trés homologos, € possivel especular que APUM-4, APUM-5 e
APUM-6 poderiam atuar de forma redundante com APUM-1, APUM-2 e APUM-3 caso se
encontrassem expressas em mesmo tempo € espago.

Baseado nos resultados obtidos em nosso laboratério, pode-se sugerir que as seis
proteinas ndo devem atuar na regulagdo dos mesmos mensageiros a0 mesmo tempo, uma vez que
a diminui¢do parcial na expressdo de APUM-1, APUM-2 e APUM-3 nas plantas antisenso foi

suficiente para causar um fendtipo na planta (Fig. 12), o que nfo pode ser observado em plantas
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nocautes para os trés homologos individualmente (Favaro EC, 2007). Assim, se os seis
homologos atuassem redundantemente, a diminui¢dio da expressdo das proteinas APUM-I,
APUM-2 ¢ APUMS-3 nas plantas antisenso seria contornada pela presenga de APUM-4, APUM-5
e APUM-6.

Os genes APUM-1, APUM-2 e APUM-3 possuem 90% de identidade entre si, porém,
seus promotores ndo apresentam similaridade, indicando que os mesmos podem ser ativados por
fatores diferentes. Essa hipdtese pdde ser observada em tecido de calo, onde analises do repérter
GUS mostraram que o gene APUM-1 ¢ ativado no periodo de formagdo do tecido, mas ndo
quando o mesmo ¢ estabelecido (Fig.10). Essa estratégia pode garantir que a inativagdo de um
fator de transcri¢do do gene 4PUM-1 ndo resulte em problemas no desenvolvimento da planta,
uma vez que as outras duas cdpias continuariam sendo ativadas. Da mesma forma, os promotores
dos genes APUM-4, APUM-5 ¢ APUM-6 poderiam estar ativados em tecidos onde as demais
proteinas do grupo I ndo s@o encontradas. Por exemplo, ensaios de localizagdo com o reporter
GUS mostraram que a expressdo de APUM-1, APUM-2 e APUM-3 € interrompida quando o
meristema de inflorescéncia é formado (Favaro EC, 2007). Uma vez que os transcritos
WUSCHEL e CLAVATA-1 se mantém expressos nesses meristemas, APUM-4, APUM-5 e
APUM-6 sio fortes candidatos para a continuidade da regulagéio traducional desses mensageiros.

Durante o presente trabalho de Doutorado, nés pensamos que seria possivel interferir
nos seis homologos APUM do grupo I simultaneamente através da superexpressdo da regido do
transcrito FAS-2 utilizada nos ensaios de triplo-hibrido (Fig. 28A) em todos os tecidos da planta.
Devido a alta afinidade da interagdo observada entre as proteinas e FAS-2 (Fig. 28C), esperava-se
que essa estratégia resultasse em uma grande quantidade de proteinas APUM ligadas ao transcrito
superexpresso, impedindo a regulagio de um grande nimero de mensageiros. Assim, foi gerado

um vetor binario com uma constru¢fo contendo o promotor constitutivo 35S fusionado a 4 cépias
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um vetor bindrio com uma construgdo contendo o promotor constitutivo 35S fusionado a 4 copias
do transcrito FAS-2 (32 pb) seguido do terminador NOS. Como controle negativo, uma
construgdo similar foi gerada com 4 copias do transcrito F4S-2 clonadas na orientagdo antisenso.
Apbs as transformagdes, foram obtidas 13 plantas contendo a construgdo do tetraFAS-2
na posigdo senso e 6 plantas contendo a construgdo do fetraFAS-2 na posi¢do antisenso.
Interessantemente, as sementes das plantas F, semeadas para a gera¢do de plantas F; ndo
germinaram ou geraram plantas com o desenvolvimento interrompido, apresentando um aspecto
similar as plantas atribuidas ao fenétipo mais drastico do antisenso para APUM-1, APUM-2 e
APUM-3 (Fig. 11) (Favaro EC, 2007). Esse resultado permite especular que a falta de plantas
viaveis tenha ocorrido devido ao efeito da construgio inserida, no entanto, qualquer estudo ou
confirmagdo dos efeitos dessa construgdo tornaram-se inviaveis. Com relagdo as plantas
carregando a construc¢iio controle, o desenvolvimento das seis plantas obtidas também apresentou
algum tipo de retardamento, no entanto, menos drastico do que o observado nas plantas com a
constru¢do senso. Analisando a seqiiéncia do RNA esperada para a construg¢do inserida nessas
plantas, foi observado que o transcrito também possui um motivo de ligagdo a APUM. Dessa
forma, pode-se sugerir que o fendtipo observado nesses casos também seja um resultado da

ligagdo dos homologos APUM ao transcrito antisenso produzido.

5.8 Proteinas APUM do grupo II falham em reconhecer RNA

Analises computacionais das proteinas do grupo II (APUM-7 a APUM-12) mostraram
que esses seis homologos apresentam caracteristicas semelhantes as proteinas do grupo I: 1)
Todas possuem um dominio PUF contendo oito repetigdes (Fig. 37). 2) Todas possuem a maioria
dos residuos de aminoacidos responsaveis para ligagdo ao RNA conservados com um homoélogo

PUF ja estudado (Tabela 19). No entanto, todas as proteinas possuem dominios PUF com
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APUM-7 a APUM-11 apresentam uma substitui¢do ndo conservada no residuo 13 da repetigdo 7,
sugerindo que essas proteinas devem falhar em reconhecer a guanina no trinucleotideo UGU,
essencial para o reconhecimento do transcrito (Tabela 19) (Cheong & Hall, 2006).

Ensaios de interagdo no sistema triplo-hibrido mostraram que o dominio PUF-7 ¢ incapaz
de reconhecer os transcritos NRE (Fig. 39A). Interessantemente, um ensaio de triplo-hibrido
utilizando o dominio PUF-7 como isca ndo resultou em interagdes positivas. Experimentos
adicionais mostraram que a substitui¢do ndo conservada de uma Asparagina por uma Histidina na
repeticdo 7 da proteina ndo é o fator responsavel pela auséncia de reconhecimento do RNA (Fig.
39B).

Assim, nds acreditamos que um possivel reconhecimento de mensageiros por APUM-7
deve ocorrer de maneira distinta a observada para os homologos APUM do grupo 1. Uma
hipétese plausivel é que o reconhecimento do mensageiro ocorra somente quando APUM-7 ¢
ligado previamente a outras proteinas, o que geraria uma mudan¢a em sua conformago que o
tornaria capaz de reconhecer seqiiéncias especificas de mensageiros. Esse comportamento
poderia garantir a regulagdo de um nimero limitado de transcritos em tempo e espago
especificos. Como as proteinas APUM-8, APUM-9, APUM-10 ¢ APUM-11 sdo bastante
proximas a APUM-7 e possuem exatamente os mesmos nucleotideos nas posigdes 12, 13 € 16 em
todas as repetigdes, € possivel sugerir que esses homologos apresentem um comportamento
semelhante e também ndo sejam capazes de reconhecer os mensageiros testados. Por outro lado,
uma vez que o homélogo APUM-12 possui exatamente os mesmos residuos de ligagdo presentes
no mutante PUF-7/H—N (Tabela 19 e Fig.39), espera-se que a proteina também nfo reconhega

os transcritos NRE.
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6. Conclusdes

Através de ensaios de interagdo no sistema triplo-hibrido, foi mostrado que as proteinas
APUM-1, APUM-2 e APUM-3 de Arabidopsis thaliana sio homélogos PUF com a fung¢do
molecular evolutivamente conservada. As trés proteinas sfo capazes de reconhecer o transcrito
NRE ligado pelo homologo PUF de Drosophila especificamente. A capacidade de intera¢do
independe da regido N-terminal dos homologos, uma vez que a especificidade da ligagdo ao RNA
¢ a mesma tanto para a proteina APUM-2 inteira quanto para o seu dominio PUF de ligagio
isolado.

Foi mostrado que o sistema triplo-hibrido de levedura é uma ferramenta bastante atil
para a identificagdo de candidatos a alvo das proteinas PUF, uma vez que as seqiiéncias obtidas
podem ser usadas para a dedugdo de regides de ligagdo consenso. Os elementos de ligagdo a
APUM deduzidos a partir das seqiiéncias obtidas nos ensaios de triplo-hibrido s@o bastante
similares aos motivos de reconhecimento ao RNA de homologos PUF de outros organismos. A
utilizacdo dos consensos foi importante na identificagdo direta de possiveis transcritos ligados
pelos homoélogos de interesse, descartando a necessidade de novos ensaios de triplo-hibrido.
Dessa forma, foi possivel identificar a presenca de elementos de ligagio a APUM nas regides
3°’UTR dos transcritos FASCIATA-2, WUSCHEL, ZWILLE e CLAVATA-1, todos relacionados ao
desenvolvimento do meristema do caule e/ou a4 manutengfio das células totipotentes nesse
meristema. As regides de ligagdo deduzidas foram suficientes para o reconhecimento dos quatro
transcritos pelos dominios de ligagdo PUF-1, PUF-2 e PUF-3, mas a afinidade da interagdo ¢
substancialmente dependente do conjunto de nucleotideos adjacentes ao motivo ligado.

Plantas com diminuigdo na expressdo das proteinas APUM-1, APUM-2 e APUM-3
apresentam reduzida proliferagdo celular. Foi mostrado que os trés homoélogos atuam no controle

traducional dos mensageiros WUSCHEL ¢ CLAVATA-1, ambos relacionados a manutengdo da
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proliferagdo celular do meristema do caule através de um importante mecanismo de auto-
regulacdo. A quantidade dos dois transcritos € aumentada em plantas com baixa expressio de
APUM-1, APUM-2 e APUM-3, resultando também em um aumento da expressdo das proteinas
traduzidas. Assim, foi proposto que os homoélogos APUM devem atuar na desestabilizagdo dos
mensageiros regulados.

Os resultados obtidos s3o os primeiros exemplos de regulagéo traducional por proteinas
de ligacdo a RNA em plantas. A regulacdo dos transcritos WUSCHEL e CLAVATA-1 indicam que
esse tipo de regulagéo pode estar relacionada a um amplo aspecto do desenvolvimento vegetal.

A presenga dos demais homodlogos PUF em Arabidopsis foi identificada através de
andlises computacionais. Foi mostrado que € possivel predizer a especificidade de ligagdo de um
homologo PUF com grandes possibilidades de sucesso. Os homoélogos APUM-4, APUM-5 ¢
APUM-6 sfo capazes de reconhecer os mesmos transcritos ligados pelas proteinas APUM-1,
APUM-2 e APUM-3, assim como predito nas andlises computacionais. Por fim, foi mostrado que
os elementos de ligagdo identificados para APUM-1, APUM-2 e APUM-3 também sdo validos
paras os homologos APUM-4, APUM-5 e APUM-6. O grande nimero de transcritos possuindo o
elemento de ligagdo a APUM em suas regides 3’UTR indica a possibilidade de um amplo
mecanismo de regulagdo da tradugdo mediado por proteinas PUF ainda nio explorado em

plantas.
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