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Resumo

“Proteinas parceiras de interagdo de NtCDKG;, 2 indicam sua atuagdo no metabolismo

de RNA, na sinalizagéo por auxina e na regulagdo do florescimento”

O estudo de genes com expressdo preferencial ou exclusiva nos orgdos florais é
importante para compreender o desenvolvimento dessas estruturas e, assim, ampliar o
conhecimento sobre a biologia reprodutiva das plantas. Um desses genes, SCI1
(Stigma/style Cell-cycle Inhibitor 1) € preferencialmente expresso no estigma e estilete, e
atua na regulacdo negativa da proliferacdo celular). Em uma varredura em busca de
proteinas parceiras de interacdo com SCI1, identificou-se, entre outras proteinas, uma
CDK (Cyclin Dependent Kinase) — denominada NtCDKG;2. Com o intuito de elucidar a
funcdo dessa proteina, foi dado inicio a um screening de uma biblioteca de cDNAs de
estigma e estilete, no sistema de duplo-hibrido em leveduras, utilizando NtCDKG;2 como
isca. O objetivo desse trabalho foi identificar os candidatos encontrados no screening e
confirmar as interacGes par-a par, para formular hipo6teses sobre a(s) funcgdo(Ges)
bioldgica(s) de NtCDKG;2, a serem testadas experimentalmente no futuro. Foram
confirmadas por re-teste par-a-par em Y2H as interacdes de NtCDKG;2 com: NtTCP15,
NtDNAJ3 e NtMBD10, proteinas com putativo envolvimento na regulacdo do
florescimento; NtRSZ21 e NtCDKEF;1, que atuam no processamento de RNA, e NtTIR1 e
NtIAA17, as quais fazem parte de vias de transducdo de sinal de auxina. Além disso, a
interacdo de NtCDKF;1 e NtCDKG;2 foi confirmada através de ensaio quantitativo da f3-
galactosidase, utilizando ONPG como substrato. Em conjunto, esses resultados
fortalecem a hipdtese na qual NtCDKG;2 atua no metabolismo de RNA e em vias de
sinalizacdo de auxina e de regulacdo do florescimento.

Palavras chaves: SCI1, CDK, estigma, estilete, desenvolvimento do pistilo, duplo-hibrido

em leveduras.
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1. Introducéo
1.1 A flor e suas estruturas

As angiospermas constituem o0 grupo mais diverso de organismos
fotossintetizantes (Raven et al, 2014). Observadas em registros fosseis desde o inicio do
Cretaceo (125 Ma), foi ao final desse periodo (65 Ma) que essas plantas sofreram uma
extraordinaria radiacdo, passando de 5-20% para 80% da paleoflora (Crane & Lidgard,
1990). Acredita-se que o surgimento da flor foi um dos eventos fundamentais que
possibilitou tamanha diversificacao de espécies e habitats (Raven et al, 2014).

As flores sdo constituidas de um eixo (receptaculo) e por verticilos externos, as
sépalas e pétalas, que sdo estruturas estéreis, e verticilos internos, os estames e carpelos,
que sdo estruturas férteis (Figura 1.1.1) (Apezzato Da Gloria & Carmen-Guerreiro, 2006).
O surgimento de flores que apresentavam tanto carpelos (6rgdos reprodutivos femininos),
como estames (6rgdos reprodutivos masculinos) aumentou a efetividade da polinizacéo
zoofila, o que pode ter sido determinante para a dramaética radiacdo das angiospermas
durante o Cretaceo (65 Ma) (Glover, 2007).

A flor pode apresentar um carpelo (apocarpico) ou carpelos fundidos
(sincarpicos), denominado pistilo simples e composto, respectivamente (Esau, 1997).
Apbs diferenciar-se, o pistilo ¢, entdo, composto pelo estigma, estilete e ovario (Esau,
1997).

Nas angiospermas, ap0s a formacéo correta dos 6rgaos reprodutivos, é dado inicio
ao processo reprodutivo. Nos estames ocorre a formacao dos graos de polen e no carpelo
ha a producdo dos dvulos (Esau, 1997). Na polinizacdo, o grdo de pélen adere a superficie
do estigma, se hidrata e germina produzindo o tubo polinico. O tubo penetra e cresce
através do tecido transmissor do estigma e estilete, dirigindo-se para ovario, onde estéo
localizados os évulos que serdo fecundados, formando o fruto e as sementes (Lord, 2003).

O 6rgdo reprodutor feminino tem varias funcGes importantes na reproducdo das
plantas: verifica a compatibilidade entre o grdo de pdlen e o pistilo; fornece as condi¢des
para a germinacdo e crescimento direcional dos tubos polinicos; forma e protege os

gametdfitos femininos e protege o embrido (Sanchez et al., 2004, Taiz & Zeiger, 2010).
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Figura 1.1.1: Modelo da flor de Nicotiana tabacum. Mostram-se as porcdes ferteis da flor: pistilo,
dividido em estigma, estilete e ovario, e o estame, composto pela antera e filete. Além disso, indicam-se as
estruturas inférteis da flor: pétala, sépala, pedicelo e receptaculo. Por apresentar pistilo e estame, a flor
dessa espécie é caracterizada como perfeita.

1.2 Mecanismos moleculares do florescimento

A transicdo da fase vegetativa para a reprodutiva, na qual as flores sdo produzidas,
consiste na maior mudancga que ocorre no ciclo de vida das angiospermas (Glover, 2007).
Antes da transicdo, as plantas produzem somente folhas e meristemas axilares a partir do
meristema apical do caule (SAM — Shoot Apical Meristem). A transicdo € controlada por
estimulos ambientais e enddgenos, que sdo integrados em uma complexa via de regulacdo
da expressdo génica (Glover, 2007; Alonso-Blanco et al., 2009; Andrés & Coupland,
2012). Em resposta a esses estimulos, a planta transita da fase vegetativa para a fase
reprodutiva, quando o SAM origina 0s meristemas de inflorescéncia (IM — Inflorescence
Meristem) (Irish, 2010). Os IMs se desenvolvem em meristemas florais (FM — Flower
Meristem), cujo desenvolvimento culminara na formagéo de flores (Irish, 2010).

Na fase vegetativa, os genes de repressao floral, como FLOWERING LOCUS C
(FLC) e SHORT VEGETATIVE PHASE (SVP), sdo regulados positivamente no SAM,
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impedindo a expressdo de genes de identidade floral (Irish, 2010). Na transicdo para a
fase reprodutiva, a expressao dos genes FLC e SVP € reprimida e a expressao dos genes
que regulam positivamente o desenvolvimento floral no FM é induzida (lIrish, 2010).
Assim, a expressdo dos integradores de vias florais LEAFY (LFY), SUPPRESSOR OF
OVEREXPRESSION OF CONSTANS1 (SOC1) e FLOWERING LOCUS T (FT) estimula a
transcricdo dos genes de identidade floral (Figura 1.2.1), cujos produtos génicos atuam de
maneira combinada resultando na especificacdo das sépalas, pétalas, estames e carpelo
(Irish, 2010).

Vias de promocao floral

Sinalizacdo Fotoperiodo/
¢ biossintese Relogio Vernalizagao Auténoma Termosensorial
de giberilina circadiano

\ v / :
Genes de identidade do @ Desenvolvimento
meristema floral floral

Figura 1.2.1: Integracdo dos sinais de florescimento durante a transicdo floral. Quando a
planta entra em desenvolvimento reprodutivo, SVP, repressor que inibe a transcri¢cdo dos
integradores FT e SOCL, é inibido pelas vias de giberilina, termosensorial e autbnoma. O
principal repressor do florescimento nas vias autbnoma e de vernalizagdo é FLC, que atua
inibindo a transcricdo de FT e SOC1. O gene FRI, expresso durante o frio, estimula FLC,
atuando como um regulador negativo do florescimento. Em condi¢des favoraveis, FRI é
reprimido, e FLC também sofre repressdo por varios mecanismos. A expressao de DNAJ3
é promovida pelas vias de fotoperiodo, vernalizagdo e giberilina. DNAJ3 promove o
florescimento atraves de regulagdes positivas na expressdo de SOC1 e FT. Todas as vias
de sinalizacdo envolvidas na promogéo do desenvolvimento floral estimulam a expresséo
dos genes de integracéo floral LFY, FT e SOC1, os quais regulam positivamente os genes
de identidade floral que coordenam o desenvolvimento da flor espago-temporalmente.
Setas e conectores em preto — estimulo da floracdo; setas e conectores em cinza —
repressdao da floragdo. FCA — FLOWERING TIME CONTROL PROTEIN; FRI —
FRIGIDA; FLC — FLOWERING LOCUS C; SVP- SHORT VEGETATIVE PHASE; CO —
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CONSTANS; LFY — LEAFY; FT — FLOWERING LOCUS T; SOC1 — SUPPRESSOR OF
OVEREXPRESSION OF CO1; AP1 — APETALA 1, DNAJ3 — DNAJ HOMOLOGUE 3.
(Baseado em lIrish, 2010; Zhang et al., 2011; e Shen et al., 2011).

1.3 Nicotiana tabacum como modelo de estudo

A espécie utilizada como modelo de estudo do desenvolvimento do pistilo em nosso
laboratorio é a Nicotiana tabacum (Figura 1.1.1), membro da familia Solanaceae, que
inclui aproximadamente outras 3000 espécies pertencentes a 150 géneros (Marques et
al., 2012). Essa familia é amplamente conhecida por suas espécies com importancia
nutricional, como a batata (Solanum tuberosum), berinjela (Solanum melongena),
tomate (Solanum lycopersicum) e pimentdo (Capsicum sp), além de membros com
importancia industrial, como a planta de fumo (N. tabacum) (Marques et al, 2012).

Além da importancia supracitada, N. tabacum também se destaca na ciéncia
como a espécie utilizada nos primeiros estudos de cultura celular vegetal e a primeira a
ser transformada geneticamente com sucesso, além de ter sido um dos principais modelos
de pesquisa sobre estrutura e funcdo do genoma (Herrera-Estrella et al., 1983; Kenton et
al., 1993; Ganapathi et al., 2004). N. tabacum tem sido utilizado, sobretudo, em estudos
sobre: 1) resposta a infeccdo por patdgenos; 2) funcionamento do ciclo celular; 3)
biossintese de alcaloides (como a nicotina); 4) resposta ao estresse oxidativo; 5)
reproducdo vegetal; 6) desenvolvimento do tubo polinico; 7) origem, organizacdo e
evolucdo do genoma dessa espécie (Kenton et al., 1993; Bombarely et al., 2011).

Entre as caracteristicas que a estabeleceram como umas das principais plantas
utilizadas como modelo vegetal destacam-se: ciclo de vida relativamente curto, de
aproximadamente seis meses de duracdo; protocolo de transformacdo genética bem
estabelecido e eficiente; elevada producdo de sementes — em torno de 1000 sementes por
I6culo (Huang & Russel, 1992) e cultivo in vitro simples. Além disso, N. tabacum esta
bem adaptada a climas quentes, caracteristica fundamental para a viabilidade deste
trabalho em Ribeirdo Preto, cidade onde essa pesquisa foi desenvolvida.

Por outro lado, ha caracteristicas de N. tabacum que geram dificuldades em
estudos de biologia molecular, como: um genoma relativamente grande -
aproximadamente 4,5 bilhdes de pares de base (Opperman et al., 2006), cujo
sequenciamento foi publicado sé recentemente e que ainda se encontra em fase de

anotacdo (Sierro et al., 2014); e ser alotetrapldide (2n = 4x = 48), proveniente do
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cruzamento entre @Nicotiana sylvestris X 'Nicotiana tomentosiformis (Murad et al.,
2002; Yukawa et al., 2006).

1.4  SCI1, um gene preferencialmente expresso no pistilo

Genes de expressao preferencial ou exclusiva nos 6rgédos florais sdo importantes
para 0 adequado desenvolvimento destas estruturas. Um desses genes foi descrito
recentemente por nosso grupo de pesquisa e denominado SCI1- Stigma/style Cell-cycle
Inhibitor 1 (DePaoli, 2010; DePaoli et al., 2011). Essa nomenclatura se refere a alteracao
no tamanho do pistilo em ensaios experimentais envolvendo o silenciamento (SCI1®) e

lOE

superexpressdo (SCI1-") desse gene e a sua maior expressdo nos estigmas e estiletes em

comparagdo com outros 6rgdos da planta (DePaoli, 2010; DePaoli et al., 2011). Os

estigmas das plantas SCIL® eram maiores e os das plantas SCI1°F

menores em
comparacdo aos das plantas selvagens, devido a alteracdes no numero de células nos
transgénicos (DePaoli, 2010; DePaoli et al., 2011). Semelhantemente, mutantes scil+/- e
scil-/- de Arabidopsis thaliana também apresentaram maior proliferacdo celular na regido
superior do pistilo, com estiletes mais longos e um maior nimero de células estigmaticas
(DePaoli et al., 2014). A partir dos fenotipos encontrados, foi proposto que SCI1 seja o
fundador de uma nova familia de inibidores do ciclo celular, com acgdo tecido-especifica,
controlando a proliferagdo em tecidos-alvo (DePaoli et al., 2012; 2014).

DePaoli et al. (2012) observaram que os experimentos de Nemhauser et al.
(2000), nos quais pistilos de A. thaliana foram submetidos a tratamentos com NPA (N-1-
naphthylphthalamic acid), um inibidor reversivel do efluxo de auxina, apresentavam
fen6tipos semelhantes aos encontrados nas plantas SCI1R' (Nemhauser et al., 2000). Além

disso, tanto as plantas de SCI1® como SCI1°F

apresentam, ademais das alteracbes
fenotipicas do pistilo, variacdes na expressao de trés genes regulados por auxina (ARF8,
Aux/IAA13 e Aux/IAA19) (DePaoli et al., 2012). Sendo que as plantas SCI1®' apresentam
niveis menores de expressao de Aux/IAA13 e Aux/IAA19 em relacdo as plantas selvagens,
enguanto que nas plantas SCI1%F

(DePaoli, 2010; DePaoli et al., 2012). A relacdo entre SCI1 e auxina em A. thaliana foi

0s trés genes sdo comparativamente mais expressos
também demonstrada pelos menores niveis de expressdo de AtSCI1 em mutantes com

deficiéncia em auxina (yuc2yuc6 e npyl) e pelo menor tempo de degradacdo de YFP-

AtSCI1 nas pétalas em que esse hormdnio que foi aplicado (DePaoli et al., 2014).
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Esses dados sugerem que NtSCI1 e AtSCI1, seu homdlogo em Arabidopsis, atuam
na via de sinalizacdo de auxina (DePaoli et al., 2014). Adicionalmente, com base nos
fendtipos das plantas transgénicas, foi sugerido que SCI1 esteja envolvido na regulacéo
do ciclo celular, possivelmente através da inibicdo de complexos ciclina-CDK (DePaoli et
al., 2011; 2012; 2014). Experimentos moleculares realizados por Strini (2014) e Pinoti
(2016) sugerem que SCI1 atue regulando o processo de elongacédo da transcricdo, interaja
com proteinas relacionadas com o splicing e se localize em splicing speckles, indicando
um provavel envolvimento de SCI1 tanto nas etapas cataliticas do processamento de
RNA, como na regulacdo da estabilidade dos transcritos (Pinoti, 2016).

A fim de elucidar as funcbes de SCI1, também foi realizada uma busca por suas
proteinas parceiras de interacdo atraves de um ensaio de pull down, no qual foi utilizado
um extrato de proteinas de estigma e estilete de N. tabacum e resultou na identificacdo de
uma CDK (Cyclin Dependent protein Kinase), dentre outras proteinas (Strini, 2014). Essa
quinase, que é o foco deste estudo, apresenta similaridade com a CDK10/11 de Ricinus
communis e CDKG;2 de Arabidopsis thaliana (Strini, 2014), e sera melhor apresentada

abaixo.

1.5  Ciclo celular-ciclos de regulacao

As plantas, assim como todos os eucariotos, apresentam o ciclo celular dividido
em duas etapas: intérfase, na qual a célula cresce e se prepara para uma nova divisdo, e
mitose, em que ocorre a divisdo celular (Junqueira & Carneiro, 2000). Em média, 95% da
duracdo ciclo sdo destinados a intérfase, mas esse tempo varia em relacdo aos tipos
celulares e a outros fatores como condigdes fisioldgicas da célula e idade celular
(Junqueira & Carneiro, 2000). Esta etapa € composta por G1, S e G2, sendo que as fases
G1 e G2 sdo chamadas de gap, e consistem em intervalos que ocorrem desde o fim da
mitose até o inicio da sintese de DNA (Gap 1- G1) e entre o final da sintese de DNA e a
préxima mitose (Gap 2-G2) (Junqueira & Carneiro, 2000). Na fase G1, a célula integra
sinais externos e pode dar continuidade ao processo de proliferagcdo ou entrar em uma fase
de estagnacdo, chamada GO, onde pode permanecer por periodos indeterminados
(Morgan, 2007). Ao final de G1, a célula atinge o checkpoint (ponto de checagem) G1/S,
em que ha a verificacdo da integridade da célula e o seu encaminhamento a replicacdo do
DNA, que ocorre durante a proxima fase (S) (Alberts, 2008). Posteriormente, a célula

entra em G2, onde a célula se prepara para a divisdo através da sintese de proteinas e
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crescimento celular (Alberts, 2008). Ao final desta, ha o checkpoint G2/M, no qual ocorre
a verificacdo de danos no material genético e, caso sejam encontrados, a ativacdo de
proteinas de reparo, sendo que a célula permanece nesse estagio até que seu genoma seja
completamente reparado (Inzé & De Veylder, 2006). A célula entra, entdo, em M, na qual
ocorre a divisdo celular propriamente dita, com segregacdo dos cromossomos, divisdo
nuclear e citocinese (Taiz & Zeiger, 2010).

Nas angiospermas, o ciclo celular é afetado por mudancas na condicdo do
meristema, sendo que em diversas especies foi identificada uma maior taxa de diviséo
celular dentro deste apos a inducdo floral (Glover, 2007). Em Salix alba (salgueiro
branco), quando as vias de fotoperiodo de promocdo floral séo induzidas, a duracdo do
ciclo celular diminui de 86 para 32 horas (Glover, 2007). Essa aceleragdo é causada por
um encurtamento da fase G2, que é quando muitas células meristematicas “descansam”
entre os ciclos, acarretando em uma onda de mitoses no SAM (Glover, 2007). Essa
diminuicao é seguida por um decréscimo também nas fases G1 e S, resultando em ciclos

celulares mais rapidos (Glover, 2007).

O controle do ciclo celular se da atraveés de mecanismos moleculares que se
modificam em relacdo a sinais intracelulares resultantes do monitoramento das fases do
ciclo, e extracelulares, como disponibilidade nutricional, horménios, estagio de
desenvolvimento e sinais ambientais (Inzé, 2007). As respostas a esses sinais ocorrem
através da interacdo e sintese/degradacdo especifica de algumas proteinas, como as
CDKSs, que atuam na regulacdo de diversos eventos no ciclo celular (Figura 1.5.1) (Inze,
2007).
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Figura 1.5.1: Visdo combinada da regulacdo transcricional do ciclo celular em Arabidopsis
thaliana produzida Menges et al. (2005), a qual evidéncia a presenca de diferentes ciclinas e CDKs
regulando esse processo. CDK: quinases dependentes de ciclina; CYC: ciclina; KRP: Kip-related proteins;

Rb: Retinoblastome protein; WEE1, uma quinase inibidora de CDK.
1.6 CDKSs presentes em plantas

O desenvolvimento e funcionamento correto dos organismos dependem da regulagéo
precisa da expressdo génica, que nos eucariotos ocorre desde niveis transcricionais até
pos-traducionais (Snutad & Simmons, 2008). Nesses organismos, uma das formas de
regulacdo pds-traducional mais importante sdo os ciclos de fosforilagdes, realizados pelas
quinases (Snustad & Simmons, 2008). Nas plantas ha entre 600 e 2500 dessas proteinas,
quantidade consideravelmente maior do que a encontrada em outros eucariotos, como,
por exemplo, Drosophila e Homo sapiens, as quais apresentam 239 e 528 quinases,
respectivamente (Goldberg et al. 2006; Lehti-Shiu & Shiu, 2012).

As quinases atuam adicionando grupamentos fosfato a cadeia lateral de residuos de
aminoacidos de outras proteinas, o que pode desencadear mudancas na atividade da
proteina-alvo, marca-la para degradacdo, mudar sua localizagdo celular e modificar a
dindmica do complexo onde se encontra (Inzé, 2007). A fosforilacdo é um processo

reversivel, que permite que a proteina seja ativada ou inativada, conforme a necessidade
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celular, reduzindo seu gasto energético (Snustad & Simmons, 2008). A retirada do fosfato
é feita pelas proteinas fosfatases, que juntamente com as quinases, estdo envolvidas no
controle do ciclo celular e vias de transducgéo de sinal (Morgan, 1997).

As quinases podem ser classificadas de acordo com o seu ativador, como, por
exemplo, as CDPKs (Calcium-dependent Protein Kinase) que sdo quinases que
necessitam de calcio para seu funcionamento e as CDKs (Cyclin-Dependent Kinase), cuja
funcdo quinase sO é ativa quando estdo associadas as ciclinas (Morgan, 2007; Lubini,
2012). As ciclinas, por sua vez, sdo proteinas que apresentam sintese e degradacédo
periddica durante as fases do ciclo celular e atuam no reconhecimento e direcionamento
das CDKs para seus substratos-alvo (Inzé & DeVeylder, 2006; Morgan, 2007). A
associagdo com ciclinas possibilita, entdo, que as CDKs atuem em seus substratos,
especificamente em seus motivos-alvo de serina (S) ou treonina (T), sequido de prolina
(P) (Joubeés et al., 2000; Inzé & DeVeylder, 2006; Morgan, 2007).

Além da quantidade significativa de genes que codificam quinases, as plantas
também apresentam CDKs especificas, indicando a importancia da fosforilagdo na
regulacdo de diversas proteinas das células vegetais (Lubini, 2012). Nesses organismos,
as CDKs dividem-se em sete classes, de CDKA a CDKG, em relacdo as sequéncias-
motivo de ligacdo as ciclinas (Vandepoele et al., 2002; Menges et al., 2005). Em
Arabidopsis thaliana, que possui 0 genoma completamente sequenciado, 14 CDKs
distribuem-se nessas classes (Tank & Thaker, 2011).

A classe com maior representatividade é classe CDKA, cujos membros atuam em
ambos os checkpoints do ciclo celular (G1/S e G2/M). (Mews et al., 2000; Inzé & De
Veylder, 2006). A segunda maior classe € composta pelas CDKBs, as quais sdo
especificas de plantas e seus membros se encontram divididos em CDKB1 e CDKB2
(Inzé, 2007). As quinases desse grupo controlam a entrada na mitose (Porceddu et al.,
2001), atuam no desenvolvimento dos estématos (Boudolf et al., 2004), na manutencéo
da identidade do meristema apical caulinar (Andersen et al., 2008), e na sinalizagdo para
reparo no DNA (Weimer et al., 2016).

A classe CDKC, por sua vez, contém as homoélogas mais proximas das CDK9 de
animais (Inzé, 2007). Essas quinases atuam com a ciclina T na fase de extensdo da
transcricdo através da fosforilagdo do dominio C-terminal (CTD) da RNA Polimerase 11
(RNAPII) (Filop et al., 2005). A CDKC;2 se co-localiza com componentes do

spliceossomo, o0 que indica que essa CDK esteja envolvida no processamento de pré-
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MRNAs (Kitsios et al., 2008). Dessa forma, € possivel que as CDKCs fagam uma ligagéo
entre a transcri¢do e o processamento de mMRNAs em plantas (Kitsios et al., 2008).

A classe CDKE possui apenas um membro em cada uma das cinco espécies
vegetais onde foi encontrada (Tank & Thanker, 2011). Seus membros interagem com as
Ciclinas C e possuem um efeito negativo na transcricdo atraves da fosforilacdo do CTD
da RNA polimerase Il (Tank & Thaker, 2011). Em A. thaliana, a CDKE € necessaria para
a especificacdo da identidade dos estames e carpelos e para o término adequado da
divisdo das células indiferenciadas do meristema floral (Wang & Chen, 2004).

A funcionalidade das CDKs também é regulada por fosforilacdes, as quais
ocorrem principalmente no residuo treonina do T-loop (Thrl60 ou residuo equivalente)
(Inzé, 2007). Tais alteragdes induzem mudangas conformacionais e possibilitam que as
CDKs reconhecam seus substratos (Inzé, 2007). As classes de CDKs que atuam na
fosforilacdo de outras CDKs sdo chamadas CAKs (Cyclin-dependent kinase Activating
Kinases) (Inzé, 2007). Em A. thaliana ha quatro CAKS, estando trés inclusas na classe
CDKD e a outra pertencente a classe CDKF (Shimotohno et al., 2004).

A classe CDKD apresenta trés membros em A. thaliana: CDKD;1; CDKD;2 e
CDKD:;3 (Shimotohno et al., 2004). Com exce¢do de CDKD;2, as outras CDKDs contém
uma regido C-terminal estendida, a qual apresenta um sinal de localizacdo nuclear
(Fabian-Marwedel et al., 2002; Shimotohno et al., 2004). A maioria das CDKDs possui a
ciclina H como subunidade regulatéria e todas apresentam atividade de quinase no CTD
(Inzé, 2007). Entretanto, AtCDKD;2 apresenta maior atividade no CTD da RNAPII em
comparacdo com AtCDKD;1 e AtCDKD;3, que atuam principalmente em outras CDKs
(Shimotohno et al., 2004; Hajheidari et al., 2012).

As CDKFs ndo possuem interagdes conhecidas com ciclinas, porém apresentam
um mecanismo de auto-fosforilacdo, indicando um mecanismo de auto-ativacdo
independente da interacdo com ciclinas (Jia et al., 2011; Hajheidari et al., 2012). As
atuactes das CDKFs incluem a) regulacdo da atividade de CDKAs, como CAKSs
(Hajheidari et al., 2012), b) fosforilacbes nos residuos S/T das CDKDs, operando como
CAKAKs (CAK Activating Kinase) (Hajheidari et al., 2012), c) fosforilagbes sitio-
especificas de residuos S7 das repeti¢es consenso do CTD da RNAPII (Inzé, 2007, Jia et
al., 2011; Hajheidari et al., 2012).
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1.7 A classe CDKG

A classe CDKG é a menos elucidada das CDKs de plantas e, até recentemente, as
Unicas informacgdes disponiveis vinham de estudos em larga escala de BiFC (Bimolecular
Fluorescent Complementation) em células BY2 de N. tabacum e TAP (Tandem Affinity
Purification) em A. thaliana (Van Leene et al., 2007; Boruc et al., 2010; Van Leene et
al., 2010). Em A. thaliana, foram descritos dois membros dessa classe, CDKG;1 e
CDKG;2, as quais apresentam 4 e 6 motivos RS, respectivamente (Huang et al., 2013), e
um motivo PLTSLRE (Menges et al., 2005). Essas quinases estdo relacionadas com
CDK10 e CDK11 de H. sapiens, as quais atuam no processamento de mRNAs (Trembley
et al., 2004, Ferreira, 2016). Dentre as CDKs humanas, NtCDKG;2 apresenta maior
semelhanca com CDK11, com sequéncia de nucleotideos 66% idéntica e 79% similar as
das 3 principais isoformas dessa proteina (Ferreira, 2016). Essa grande similaridade de
NtCDKG;2 com CDK11, cuja fungdo no splicing esta muito bem estabelecida, € uma das
evidéncias da participacdo dessa quinase nesse processo (Ferreira, 2016).

Estudos com CDKG;1 descrevem que essa quinase a) atua na regulacdo do
splicing do pré-mRNA do gene CalS5 (CALLOSE SYNTHASE 5) durante a formacéo da
parede do grdo-de-polen (Huang et al., 2013); b) participa dos processos de sinapse e
recombinacdo cromossdmica durante a gametogénese masculina, em complexo com a
Ciclina L1 (Zheng et al., 2014); e c) interage com o fator de splicing RS2Z33,
possivelmente através dos motivos RS em sua porcdo amino-terminal (Huang et al.,
2013).

Entre as funcBes conhecidas de CDKG;2 esta a regulacdo do florescimento. Ma et
al. (2015) constataram que em mutantes de insercdo em CDKG;2, o florescimento é
adiantado em relacdo as plantas selvagens. Nessas plantas, alguns genes que regulam o
florescimento tiveram seus niveis de expressao alterados como FLC (down-regulated),
FT, SOC1, AP1 e LFY (up-regulated). Os autores sugeriram, entdo, que a acelera¢do no
florescimento nos mutantes ocorre, principalmente, através da repressdo de FLC (Ma et
al., 2015). O controle da expressdo deste gene pode ocorrer através da fosforilacdo da
Ciclina L por sua parceira de interagéo, a CDKG;2. Essa hipotese tem como base o fato
que a Ciclina L pertence a familia de proteinas SR-like (Serine/Arginine-Rich-like), a qual
possui membros envolvidos no splicing (Forment et al., 2002). E interessante mencionar

que anélises in silico da sequéncia de NtCDKG;2 mostraram a presenca de 5 motivos RS,
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0 que sugere que esta proteina possivelmente atua no processamento de MRNAS
(Ferreira, 2013).

CDKG;2 também pode estar envolvida na regulagdo do desenvolvimento inicial
da planta (Zabicki et al., 2013). Esta hipotese ¢ baseada no fato de que calos de mutantes
knockout de CDKG;2 apresentam atraso na organogénese, ndo formacdo de raizes,
malformacdo do caule e inflorescéncias sem sementes, devido a deformidade dos 6rgaos
reprodutivos (Zabicki et al., 2013).

1.8 O processo de splicing de pre-mRNAs

O splicing é um passo fundamental na expressdo de muitos genes, no qual ocorre a
formacdo dos transcritos maduros através da retirada dos introns e ligacdo dos éxons
(Smith & Valcarcel, 2000; Kalyna et al., 2003). Esse processo proporciona um nivel
adicional na regulacdo da expressao génica por meio da selecdo de locais alternativos de
splicing e subsequente geracdo de transcritos diferentes, que em muitos casos codificam
isoformas funcionais, aumentando o potencial codificador do genoma (Smith &
Valcarcel, 2000; Kalyna et al., 2003). O splicing de pré-mRNASs nucleares ocorre em um
complexo chamado spliceossomo, formado pelo pré-mRNA, 5 pequenas
ribonucleoproteinas nucleares (SnRNPs- small nuclear ribonucleoprotein particles - U1,
U2, U4/6, e U5), além de outros fatores de splicing ndo snRNPs (Golovkin & Reddy,
1998, Staiger & Brown, 2013).

A montagem do spliceossomo é um processo altamente ordenado e se inicia com a
ligacdo da U1 ao sitio de splicing 5’ no pré-mRNA, seguida pela ligagcdo da U2 no branch
site e o recrutamento do complexo formado pelas snRNPs U4, U5 e U6 no intron.
Posteriormente, hd um rearranjo no repertério proteico do spliceossomo e as SnRNPs Ul
e U4 sdo liberadas, dando inicio a reacdo de splicing (Golovkin & Reddy, 1998; Staiger
& Brown, 2013; Pinoti, 2016).

As principais proteinas ndo snRNP envolvidas no splicing constitutivo e
alternativo sdo os fatores de splicing SR (Ferreira, 2016). Essas proteinas apresentam um
ou mais dominios de ligacdo a RNA (RRM — RNA Recognition Motif) em sua porgdo N-
terminal e uma regido C-terminal rica em repeticGes de serina-arginina e/ou arginina-
serina (SR/RS), chamada dominio RS (Reddy, 2004; Ferreira, 2016). Fosforilagcdes nas
proteinas SR modulam interagdes com outras proteinas e localizacdo celular (Reddy,
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2004; Ferreira, 2016). O direcionamento desses fatores de splicing aos sitios ativos de
transcricdao depende de fosforilacbes no CTD da RNAPII (Ferreira, 2016).
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2. Objetivos
2.1  Objetivos gerais

O objetivo desse trabalho foi elucidar a(s) funcéo(6es) bioldgica(s) de NtCDKG;2,
atraves da identificacdo de suas proteinas parceiras de interacao.

2.2 Obijetivos especificos

1. Identificar possiveis parceiros de interacdo de NtCDKG;2, provenientes do screening
de duplo-hibrido utilizando essa proteina como isca.

2. Confirmar a interacdo de NtCDKG;2 e proteinas com potencial fungdo no
processamento de RNA, ciclo celular e florescimento, por meio de testes par-a-par no

sistema duplo-hibrido.
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3. Material e Métodos

3.1 Extracdo de DNA plasmidial de levedura

Para essa etapa foi utilizado o kit de extracdo de DNA plasmidial Zymoprep™
Yeast Plasmid Miniprep | (Zymo Research), seguindo as instrucdes do fabricante.
Primeiramente, os pellets de levedura foram ressuspendidos em 150 pl da Solucdo 1 e
colocados em microtubos de 1,5 ml. A essa mistura foram adicionados 2 pl da enzima
Zymolyase™ e o pellet formado foi ressuspendido utilizando o vortex. Posteriormente,
esses tubos foram incubados em banho-maria a 37°C por 30 minutos. Apds esse periodo,
0s tubos foram deixados a temperatura ambiente, adicionou-se 150 ul da Solucéo 2 e todo
0 contetido do tubo foi misturado por pipetagem. Posteriormente, a mesma quantidade da
Solucgéo 3 foi acrescentada e misturada. Os tubos foram centrifugados a 14000 rpm por 2
minutos e o sobrenadante foi transferido para um tubo novo, onde foi adicionado 400 ul
de isopropanol e misturado delicadamente por inversdo. Em seguida, centrifugou-se esses
tubos a 14000 rpm por 8 minutos. Todo o sobrenadante foi descartado e o pellet foi

ressuspendido em 35 pl de dgua deionizada.

3.2 Transformacao de E. coli eletrocompetentes

A técnica de insercdo de DNA exd6geno em bactéria por eletroporacdo é uma das
mais amplamente utilizadas, por ser um método rapido e simples. Para esse processo é
necessario que as células de bactérias utilizadas sejam eletrocompetentes e preparadas de
acordo com o descrito em Sambrook & Russel (2001). Na eletroporacdo, fragmentos de
DNA exo6geno entram nessas células através de poros formados temporariamente na
membrana celular, induzidos por um pulso elétrico de voltagem (Rouws et al., 2006).
Dessa forma, para cada transformacéo, utilizou-se uma aliquota de 40-50 ul de células
eletrocompetentes de E. coli, da cepa DH10B, descongeladas em gelo.

Em fluxo laminar, foram adicionados 5 pl do DNA de interesse no tubo com essas
células. Essa mistura foi colocada em uma cubeta de eletroporacdo de 10 mm (BioRad)
previamente colocada em gelo. Posteriormente, a parte metalica dessa cubeta foi secada
com papel absorvente e colocada no eletroporador Gene Pulser® Il (Bio-Rad), o qual foi
previamente configurado com o0s seguintes parametros: resisténcia de 200 ohms,
capacitancia de 25 pF e voltagem de 1,8 kV. Entdo, essa cubeta foi submetida a um

choque elétrico de aproximadamente 5 segundos de duragdo. Logo apo6s o choque, foi
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adicionado 1 ml de meio LB liquido na cubeta, para recuperar as células, e todo o volume
foi transferido para um tubo de ensaio. As células foram incubadas a 37°C, sob agitacao
de 200 rpm por 1 hora. Em seguida, o volume do tubo de ensaio foi colocado em um
microtubo de 1,5 ml, o qual foi centrifugado a 4000 rpm por 4 min, para que as células
ficassem no fundo do tubo. Todo o pellet (aproximadamente 150 pl) foi coletado com o
auxilio de uma micropipeta e distribuido sobre uma placa contendo meio LB solido
complementado com antibidticos de sele¢do adequados. Para uma melhor distribuicéo das
celulas, utilizou-se uma alca de Drigalski previamente esterilizada com &lcool 100% e
flambada. Essas placas foram incubadas a 37°C entre 16 e 20 horas. Se a transformacéo
das células foi eficiente, apds esse periodo houve a formacdo de coldnias, das quais 6
foram escolhidas para terem seus DNA plasmidiais extraidos. Essas col6nias foram
coletadas com palitos estéreis e inoculadas em tubos de ensaio estéreis contendo 5 ml de
meio LB liquido, suplementado com 100ug/ml de ampicilina. O uso desse antibidtico
garante que apenas os plasmideos de interesse (DDEST22) sejam selecionados, uma vez
que estes apresentam o gene de resisténcia a ampicilina. Esses tubos foram, entdo,
incubados a 37°C com agitagdo de 200 rpm entre 16 e 20 horas. Posteriormente, 300 ul de
cada cultura foram armazenados com 300 pl de glicerol 50% estéril a -80°C. O volume

restante da cultura foi utilizado para a extracao de DNA plasmidial.

3.3 Extracdo de DNA plasmidial em pequena escala

Nessa pesquisa foram utilizados dois métodos diferentes de extracdo de DNA
plasmidial de E. coli. O kit comercial GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (Ferramentas
Lifesciences) foi utilizado principalmente para obter um DNA de melhor qualidade, para
ser utilizado em transformac@es de levedura e sequenciamentos. A extracdo com o kit foi
realizada segundo as instrugdes do fabricante. Quando o DNA iria ser utilizado para
checagem de tamanhos de insertos, por digestdo com enzimas de restri¢do, utilizou-se a
técnica de extracdo de DNA por lisozima.

Para esse método, inicialmente foram coletados 1,5 ml da cultura liquida em um
microtubo, o qual foi centrifugado a 14.000 rpm por 2 min (microcentrifuga Eppendorf
5415 C). O sobrenadante foi descartado e, em seguida, o processo foi repetido mais uma
vez. Posteriormente, as células precipitadas foram ressuspendidas em 175 pl de tampao
TES (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM, pH 8,0; sacarose 15%) e foram
adicionados 20 ul de lisozima (25 mg/ul). Os tubos foram incubados por 10 minutos a
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temperatura ambiente e, logo ap6s, 15 minutos em banho-maria a 73°C. Em seguida, 0s
tubos foram centrifugados a 14.000 rpm por 15 minutos, a fim de que os plasmideos se
separassem dos restos celulares. O sobrenadante foi transferido para um microtubo novo,
no qual foram adicionados 20 pl de acetato de s6dio 3 M e 400 pl de etanol 100%. A
mistura foi incubada por 1 hora em -20°C e, em seguida, o microtubo foi centrifugado a
14.000 rpm por 15 min. Descartou-se 0 sobrenadante e manteve-se 0s tubos abertos em
temperatura ambiente. ApGs a evaporacdo total do etanol, o DNA precipitado foi

ressuspendido com 50 pl de agua deionizada estéril e armazenados a -20°C.

3.4 Andlise com endonuclease de restri¢éo

Para analisar o DNA plasmidial extraido, foram feitas digestGes enzimaticas desse
material, seguidas por eletroforese em gel de agarose. Como a sequéncia dos clones de
cDNA inseridos no vetor era desconhecida, utilizou-se uma endonuclease que cortasse o
plasmideo nas sequéncias que flanqueiam o inserto, a BsrGl. Essas digestfes foram
planejadas utilizando a ferramenta online NEBcutter V2.0 (disponivel em:
http://tools.neb.com/NEBcutter2/ New England BiolLabs), a qual mostra os sitios de
restricdo presentes em uma sequéncia de interesse. Uma vez que a enzima foi escolhida,
preparou-se a reacdo de digestdo considerando as instru¢es do fabricante da mesma,
assim como a temperatura de incubacdo. Sendo assim, cada reacdo foi feita com 2 pl de
tampao NEB2 (10x); 0,2 pul de 100X BSA (Bovine Serum Albumine) (10 mg/ml); 0,2 pl
de RNAse (10 mg/ml); 0,25 pl da enzima BsrGI (10.000 U/ml); 5 ul de DNA plasmidial e
12,35 pl 4gua deionizada estéril. Os microtubos contendo essa mistura foram incubados a

37°C entre 16 e 20 horas.

3.5 Eletroforese em gel de agarose

Apbs a reacdo de digestdo com a endonuclease BsrGl, os tamanhos dos
fragmentos de DNA das amostras foram analisados através de eletroforese em gel de
agarose 1%, em tampao TBE 0,5X (Tris-base 50 mM; acido borico 50 mM; EDTA 2
mM, pH 8,0).

Esse procedimento iniciou-se com o aquecimento em forno micro-ondas da
mistura (TBE 0,5X; agarose 1%) até a total dissolucdo da agarose. Quando essa mistura
estava levemente fria, adicionou-se um agente intercalante de DNA chamado brometo de
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etideo (em concentracdo final de 1 ng/ml), o qual é utilizado para a visualizacdo de
fragmentos de DNA em gel agarose. Logo em seguida, essa mistura foi colocada em um
molde para gel de agarose para a formacdo dos pogos para a posterior aplicacdo de
amostras. Assim que foi solidificado, o gel foi colocado na cuba de eletroforese, que
continha quantidade suficiente do tampédo TBE 0,5X para o recobri-lo.

A preparacdo das amostras consistiu na adi¢do de tampao de carregamento (0,25%
azul de bromofenol; 0,25% xileno cianol, 15% Ficoll) 6X, em volume suficiente para sua
concentragdo final na amostra ficar 1X. As amostras foram entdo aplicadas, juntamente
com o marcador (1kb Plus DNA Ladder- Invitrogen) e o gel foi submetido a uma corrente
elétrica de 100 V durante 90-120 min.

A visualizacdo do gel foi feita através do sistema Kodak Gel Logic 100 Imaging
System (Kodak), o qual possui um sistema de emisséo de luz UV acoplado a uma camera,
ligado a um computador. Nesse sistema, a luz UV emitida destaca as bandas de DNA que
tem suas imagens capturadas pela camera, as quais sdo transmitidas para o computador. O
software desse sistema capturou as imagens, sendo que foi possivel ajustar as condi¢Ges
de exposicéo e iluminacgdo para otimizar a visualiza¢cdo do DNA aplicado no gel.

3.6 Limpeza de DNA plasmidial pelo método do fenol-cloroférmio

No caso de ser necessario 0 sequenciamento das amostras de DNA preparadas
pelo método de lisozima (item 3.3), foi realizado um passo adicional de limpeza do DNA,
incluindo o tratamento com RNase e a subsequente limpeza pelo método do fenol-
cloroférmio descrito abaixo.

O inicio desse processo se deu por completar o volume inicial da solucdo de DNA
com agua deionizada esterilizada q.s.p. 200 pl e adicionar 4 pl de solugdo de RNAse (10
ug/ul). Essa mistura foi mantida em banho-maria a 37°C por 30 minutos. Posteriomente,
200 pl de fenol pH 8,0 (Invitrogen) foram adicionados e a mistura foi submetida a
homogeneizacdo em vortex e centrifugacdo a 14000 rpm por 3 minutos (microcentrifuga
Eppendorf 5415C). Em seguida, a fase superior da mistura foi transferida para um novo
microtubo, no qual foi adicionado 1 volume de cloroférmio: alcool isoamilico 24:1. O
tubo foi vortexado e centrifugado nas condi¢des anteriores. Novamente transferiu-se a
fase superior da mistura para um novo microtubo, no qual 1/10 de volume de acetato de
sodio 3 M e 2 volumes de etanol gelado foram adicionados. Esses microtubos foram

incubados a -80°C por 15 min, possibilitando a precipitacdo do DNA plasmidial. Em
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seguida, o tubo foi centrifugado por 15 min a 14000 rpm. Posteriormente, o sobrenadante
foi descartado e o precipitado foi lavado com 400 pl de etanol 70 %, sendo novamente
centrifugado por 3 min nas mesmas condigdes da anterior. Mais uma vez, descartou-se o
sobrenadante e manteve-se o tubo aberto a temperatura ambiente até a evaporacdo total

do etanol. O precipitado de DNA foi ressuspendido em 50 pl de agua deionizada estéril.

3.7 Sequenciamento

A Dra. Andréa Carla Quiapim sequenciou todos os insertos de cDNA dos clones
que apresentaram padrdes diferentes de digestdo enzimética, utilizando o método de
Sanger et al. (1977) e o primer DEST22-AD502-Fw (TAT AAC GCG TTT GGA ATC
ACT), no sequenciador ABI 3100 (Applied Biosystems).

3.8 Analise de bioinformética
As sequéncias foram identificadas com o software TBLASTX no banco de dados

do National Center for Biotechnology Information (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

e no The Arabidopsis Information Resource (TAIR, https://www.arabidopsis.org/Blast/).

Esse software traduz uma sequéncia de nucleotideos nas 6 fases de leitura possiveis e
compara com todas as sequéncias traduzidas de aminoacidos depositadas no banco de
dados. A partir dessa analise, consegue-se associar uma fungdo bioldgica putativa para a
sequéncia de nucleotideos, possibilitando a formulacdo de hipdteses. Os clones
codificando proteinas promissoras de interacdo foram usados para teste de interacdo par-

a-par.

3.9 Ensaio de duplo-hibrido, utilizando HIS3 como gene reporter, para a
confirmagao de interagdes (Re-teste)

A fim de confirmar a interacdo entre as proteinas codificadas pelos clones
G2H4.6, G2G5.1, G2D6.3, G2E6.4, G2F6.2, G2F6.6, G2G7.4, G2F9.2, G2D12.2 e
G2E12.2 com a NtCDKG;2, foi realizado um ensaio de duplo-hibrido em leveduras
(Yeast Two-Hybrid System).

O sistema de Y2H utilizado baseia-se na possibilidade de se separar o sitio de
ligacdo ao DNA (DNA Binding domain - DBD) e o sitio de ativagdo (Activation domain -
AD) do fator de transcricdo GAL4 (Fields & Song, 1989). Nesse sistema, cada dominio é
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fusionado a uma proteina de interesse (X e Y, respectivamente) e interacdes fisicas entre
DBD-X e AD-Y reconstituem a capacidade dos dominios ativarem a transcricdo do gene
reporter, regulado por promotores reconhecidos pelo DBD utilizado (Fields & Song,
1989). As células de levedura utilizadas foram da cepa PJ69-4A (James et al., 1996), a
qual possui 0s genes LacZ e HIS3, que estdo sob controle de promotores ativados pelo
fator de transcricdo GAL4. Caso as proteinas em estudo interajam, aproximando o AD de
DBD e restaurando a funcionalidade do GAL4, haverd a transcricdo desses genes. A
expressdo do gene HIS3 confere a capacidade de crescimento em meio sem histidina,
enquanto o gene LacZ produz a enzima b-galactosidase, que pode ser utilizada em ensaios
quantitativos.

Para atingir o objetivo de confirmar a interagdo de NtCDKG;2 com os clones
escolhidos, estavam fusionadas: a sequéncia codificadora de NtCDKG;2 a do DBD (no
vetor pDEST32) e a sequéncia codificadora dos clones a do AD (pDEST22). Os
plasmideos utilizados apresentam genes marcadores de selecdo que foram fundamentais
para o desenvolvimento desse experimento. Sendo que, o pDEST32 (Figura 3.9.1) possui
0 gene marcador de selecdo LEU2, o qual permite que a levedura cresga em meio sem
leucina, ja o pDEST22 (Figura 3.9.1) apresenta o gene TRP1, o qual possibilita o

desenvolvimento da levedura em meio sem triptofano.

pDEST"32 ]  pDEST22

Figura 3.9.1: Mapa dos vetores pDEST™32 e pDEST'™22 (Invitrogen). Esses vetores apresentam
caracterfsticas em comum como os genes de selecfo negativa Cm" e ccdB sendo flanqueados pelos sitios de
recombinacdo attR; a presenca da sequéncia ARS que funciona como a origem de replicacdo e a sequéncia
CEN que corresponde a uma regido do centrdmero de cromossomos em S. cerevisiae. Além disso, ambos
apresentam a sequéncia pUC ori, que é a origem de replicagdo em E. coli. Por outro lado, ambos
apresentam particularidades, o pDEST ™32 apresenta no cassete de expressio 0 GAL4DBD, gentamicina
como gene de selecdo positiva em E. coli e o gene LEU2, como marcador auxotréfico para leucina em S.
cerevisiae. J& 0 pDEST ™22 apresenta no cassete de expressio o GAL4AD, ampilicina como gene de
selegdo positiva em E. coli e o gene TRP1, como marcador auxotrofico para triptofano em S. cerevisiae.
Retirado de Invitrogen (2005).
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Correspondendo a necessidade de assegurar o nao aparecimento de falsos
positivos, realizou-se o teste de auto-ativacdo. Nesse experimento, as leveduras foram co-
transformadas com os clones selecionados no screening (no pDEST22) e com o vetor
complementar do sistema (pDEST32) vazio. Com isso, foi possivel identificar se as
proteinas sozinhas conseguiam ativar o sistema no meio de selecdo SD—Leu-Trp-His.
Além disso, foram incluidos controles de leveduras contendo a NtCDKG;2 (pDEST32) e
0 vetor pDEST 22 vazio, resultados que mostram se essa proteina foi suficiente para a
ativacdo do sistema. Para evitar a ocorréncia de auto-ativacdo, algumas transformacdes
foram repicadas em placas contendo diferentes concentracdes de 3-aminol,2,4-triazol
(3AT). 3AT é um inibidor da via biossintética da Histidina, e se liga a enzima produzida
pelo gene reporter HIS3, utilizado na avaliacdo das interacdes por Y2H.

Outros dois controles foram utilizados nesse experimento, provenientes do kit
ProQuest™ Two-Hybrid System (Invitrogen), os quais consistem na interacdo entre a
proteina de rato Krevl associada ao DBD e duas versdes da proteina RalGDS ligadas ao
AD. A variacdo entre elas € devido a diferentes mutacGes em sua sequéncia codificadora,
sendo que uma mutacdo na posicdo 177 para T77 altera parcialmente a interagdo -
funcionando como interacdo fraca - e uma mutacdo na posicdo L65 para P65 inativa a
proteina - atuando como controle negativo.

As leveduras utilizadas foram transformadas pelo método do choque térmico.
Inicialmente, 2 ml de cultura foram centrifugados a 14000 rpm por 10 segundos.
Repetiu-se esse passo, totalizando 4 ml de cultura por transformacdo. Em seguida, o
sobrenadante foi removido e o pellet foi ressuspendido em 1 ml de LiAc 100 mM. Os
tubos foram, entdo, incubados a temperatura ambiente por 1 minuto. Novamente,
centrifugou-se os tubos a 14000 rpm por 10 segundos e removeu-se 0 sobrenadante, e 0
precipitado de células foi ressuspendido em 240 ul de 50% PEG-3350 (polietilenoglicol
— Merck). Em cada tubo foram adicionados DNA de interesse (500 ng de cada
construgdo), 70 ul de dgua deionizada estéril, 5 ul de carreador de DNA fresco (50 pg de
esperma de salmdo sonicado) e 36 pl de LiAc 1 M. Logo apés, as amostras foram
vortexadas por 1 minuto e incubadas a 42° C em banho-maria por 1 hora. Apds esse
periodo, os tubos foram centrifugados a 14000 rpm por 10 segundos. O sobrenadante foi
removido e o precipitado de células foi ressuspendido em 300 pl de 4gua ultrapura
estéril. Os passos seguintes consistiram na centrifugacdo dos tubos a 14000 rpm por 10
segundos e ressuspensdo do pellet em 50 ul de agua ultrapura estéril. Ao final, os 50 ul

de cada amostra foram plagueados em meio seletivo (SD-Leu-Trp). As leveduras
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transformadas foram mantidas a 30°C por aproximadamente 72 horas e armazenadas a
20°C por até 3 semanas.

A segunda etapa do experimento foi iniciada com a escolha aleatoria de trés
coldnias provenientes de cada co-transformacédo de levedura, as quais foram inoculadas
em meio liquido SD-Leu-Trp por 24 horas a 30°C e 200 rpm. Apds esse periodo, mediu-
se a OD de cada amostra no espectrofotometro (a 600 nm). Assim, calculou-se a
quantidade de cultura e meio necessarios para diluir cada cultura a OD de 0,2 em 250 pl
de volume final. Cada uma dessas culturas diluidas (250 pl) foi colocada na primeira
linha de pogos de uma placa com 96 pocos. Posteriormente, 150 ul de meio de cultura
foram colocados nos pocos da segunda linha, nos quais se diluiu em 4 vezes a mistura da
primeira linha. Utilizando um replicador de 96 pinos, repicou-se a placa preparada em 6
placas de Petri diferentes, uma contendo meio SD-Leu-Trp (para controle de
crescimento), uma contendo meio SD-Leu-Trp-His (para selecdo das interacfes) e quatro
com SD-Leu-Trp-His + 3-aminol,2,4-triazol (3AT) em diferentes concentracées (0,5 UM,;
1 uM; 2 uM e 3 uM) (para controle de auto ativacao).

As placas foram incubadas a 30°C por 72 horas e, ap0s esse periodo, a incubacgéo
passou a ser feita a 20°C. O crescimento das coldnias foi monitorado diariamente e

registrado por camera fotogréfica.

3.10 Avaliagéo das interacgdes pelo ensaio quantitativo da p-galactosidase

Na realizagdo do ensaio quantitativo da P-galactosidase utilizando ONPG (O-
Nitrofenil-p-D-Galactopiranosideo) como substrato, foram testadas 3 colonias isoladas de
cada interacdo. Primeiramente, as col6nias foram inoculadas em 5 ml de meio SD -Leu —
Trp e incubadas overnight a 30°C sob agitacdo entre 230-250 rpm. As culturas foram
entdo diluidas em 5 ml de meio YPAD para uma ODgy de aproximadamente 0,5 e
incubadas a 30°C e entre 230-250 rpm até atingir uma ODggo entre 1.0-1.5. Cada cultura
foi dividida em trés microtubos de 1,5 ml, que foram centrifugados a 14000 x g por 30
segundos. Os sobrenadantes foram cuidadosamente removidos e descartados. Em seguida,
cada pellet foi ressuspendido em 1,5 ml de Z Buffer (3.14). Centrifugou-se novamente 0s
tubos a 14000 x g por 30 segundos, seguido da remocéo e descarte do sobrenadante. Os
passos seguintes consistiram na ressuspensdo de cada pellet em 300 ul de Z Buffer,
transferéncia de 100 pl da suspensdo de células para novos tubos, e armazenamento dos

200 pl restantes no gelo para repetir se necessario. As células foram lisadas em 3 ciclos

34



de imersdo em nitrogénio liquido (10 segundos) e em banho-maria a 37°C (90 segundos).
Ap0s isso, preparou-se uma solucdo estoque de 700 pl de Z Buffer com 1,9 ul de 2-
mercaptoetanol para cada tubo a ser ensaiado e o “branco” com 100 ul de Z Buffer. A
cada tubo foi adicionado 700 pl da solugdo estoque, incluindo o branco e, nesse
momento, inciou-se a contagem do tempo. Imediatamente, adicionou-se 160 pl da
solucdo de ONPG aos tubos, que foram colocados em banho-maria a 30°C. Deu-se inicio
ao monitoramento de cor da reacdo. Quando a reacdo comecava a ficar amarela, ela era
parada com a adi¢do de 400 pl de Na,CO3 1 M, que também foi adicionado no branco. O
tempo decorrido foi anotado. Logo apos, os tubos foram centrifugados por 5 minutos a
14000 x g e 1 ml do sobrenadante foi transferido para cuvetas de espectrofotdometro. O
branco foi utilizado para calibrar o espectrofotbmetro em um comprimento de onda de
420 nm. A ODyyy de cada amostra foi medida e foi feito o calculo de unidades de B-
galactosidase, onde 1 unidade de B-gal é definida como a quantidade necesséria para
hidrolisar 1 nmol de ONPG em o-nitrofenol e D-galactose por minuto: Unidades de B-gal
= 1,000 X OD420/(t X V x ODgpp) (t = tempo (em minutos) de incubacdo, V = volume de
cultura utilizado (ml por tubo), OD4, = absorbancia do o-nitrofenol,ODgy = densidade de

células no inicio do ensaio).

3.11 Meio SD

Na confeccdo desse meio utilizou-se 6,7 g de base nitrogenada para leveduras sem
aminoacidos (Difco), 20 g de dextrose, H,SO, para ajustar o pH em 5,8 e quantidade
suficiente de agua deionizada para inteirar 900ml. Para a preparacdo de meio SD so6lido,
foi adicionado agar para concentracdo final de 2% (p/v). Ap6s a mistura, o meio foi
esterilizado em autoclave por 20 minutos sob 1 atm de pressdao e 120°C (autoclave

vertical - Fanem) e, s entdo, a solucdo Dropout estéril foi adicionada (descri¢ao abaixo).

3.12 Solucéo Dropout de aminoécidos 10X completo para meio SD

Para a preparacdo desta solucdo 10X foram utilizados: 300 mg de isoleucina, 1500
mg de L-valina, 200 mg de hemisulfato de L-Adenina, 200 mg de L-Arginina HCI, 200
mg de L-Histidina HCI monoidratada, 1000 mg de L-Leucina, 300 mg de L-Lisina HCI,
200 mg de L-Metionina, 500 mg de L-Fenilalanina, 2000 mg de L-Treonina, 200 mg de
L-Triptofano, 300 mg de L-Tirosina, 200 mg de L-Uracila e o suficiente de agua
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deionizada para completar 1 litro. A solucéo foi autoclavada por 20 minutos sob 1 atm de
pressdo e 120°C (autoclave vertical - Fanem). A solucdo foi adicionada para concentracdo
final 1X nos meios de cultura. Para meios seletivos SD-Leu-Trp (sem leucina e
triptofano) ou SD-Leu-Trp-His (sem leucina, triptofano e histidina) foram usadas

solugdes dropout feitas sem adicdo destes aminoacidos.

3.13 Meio LB (Luria-Bertani) para bacterias

Para a preparacdo do meio LB foram utilizados: 10 g de triptona, 5 g de extrato de
levedura, 10 g de NaCl e quantidade suficiente de agua deionizada para completar 1 litro.
Para a preparacdo de meio solido, foram adicionados 15 g de &gar bacterioldgico (Sigma-
Aldrich). Depois de preparado, o0 meio foi dividido em garrafas de vidro, nunca
ultrapassando dois tercos do volume total, e foi autoclavado por 20 minutos sob 1 atm de

pressdo e 120°C (autoclave vertical - Fanem).

3.14 Z buffer

Para 1 litro de solucdo Z buffer foram utilizados 16,1 g de Na2HPO4+7H20, 5.5 g
de NaH2PO4+H20, 0,75 g de KClI, 0,246 g de MgS0O4+7H20 e agua deionizada estéril
em quantidade para completar 1 litro. O pH foi ajustado para 7,0 e a solucdo foi

autoclavada por 20 minutos sob 1 atm de presséo e 120°C (autoclave vertical - Fanem).

3.15 Solucédo ONPG

Para 100 ml de solucdo ONPG foram utilizados 400 mg de O-nitrofenil-p-D-
galactopiranosideo e 100 ml de Z buffer. Essa solucdo foi dissolvida por agitacdo entre 1

e 2 horas.
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4. Resultados

4.1 Analise dos parceiros de interacdo de NtCDKG;2, identificados no screening de
duplo-hibrido

O screening inicial de duplo-hibrido em leveduras (Y2H), utilizando NtCDKG;2
como isca, foi realizado por Lubini (dados nédo publicados). Este screening produziu 225
colonias de leveduras positivas, as quais foram repicadas individualmente para a
identificacdo gradual dos plasmideos (clones) que estas continham e posterior
confirmagéo das interagdes.

O processo de identificacdo incluiu as analises dos fragmentos de DNA
provenientes de 6 col6nias diferentes de bactérias que tinham sido transformadas com o
DNA proveniente de uma mesma col6nia de S. cerevisiae. Nessa etapa identificaram-se
duas possibilidades (Figura 4.1.1): 1) todos os 6 clones apresentavam o mesmo padréo de
bandas (G2B3.1 a G2B3.6); e 2) os clones apresentavam padrdes diferentes de bandas
(G2A3.1 a G2A3.6). No primeiro caso, os resultados mostram que na coldnia de levedura
em estudo havia apenas um U(nico tipo de plasmideo, ou seja, apenas o plasmideo
codificando a proteina candidata & interagdo com NtCDKG;2. No segundo caso, na
colénia de levedura em estudo existem 2 ou mais plasmideos, sendo que provavelmente
apenas um deles deve codificar a proteina candidata a interacdo. Em ambos 0s casos

realizou-se o re-teste par-a-par, para confirmar a interacdo com NtCDKG;2.

G2A3.1
G2A3.2
G2A3.3
G2A3.4
G2A3.5
G2A3.6
G2B3.1
G2B3.2
G2B3.3
G2B3.4
G2B3.5
G2B3.6
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Figura 4.1.1: Exemplos das diferentes situacBes encontradas na andlise dos clones provenientes do
screening. As primeiras 6 amostras (G2A3.1-A3.6) correspondem as coldnias de bactérias transformadas
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com o DNA plasmidial proveniente da col6nia de levedura G2A3. Neste caso, existem 3 padrdes de bandas
diferentes sendo que, provavelmente, apenas um destes clones codifica a proteinas candidata a interacdo. Ja
os outros 6 clones (G2B3.1-B3.6), transformados com o DNA oriundo da colénia G2B3, apresentaram
apenas um tipo de padrdo de bandas, indicando a presenca de um Unico clone codificando a proteina
candidata a interacdo. Eletroforese em gel de agarose 1% (p/v), dos produtos de digestdo com BsrGl, dos
DNAs plasmidiais das colonias de E. coli transformadas com o DNA extraido de coldnias de levedura
positivas do screening de Y2H de NtCDKG;2. M: marcador 1 kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); *:
coldnias escolhidas para sequenciamento com base nas diferencas dos padrdes de digestdo observados.

Durante a execugdo deste projeto, foram analisadas 92 dessas colonias de
leveduras, as quais possuiam 185 clones de cDNAs independentes, que foram
sequenciados e identificados. Os resultados da identificacdo estdo na Tabela 1, do
APENDICE 1.

Uma grande quantidade dos cDNAs dos clones independentes identificados nesse
trabalho codificam proteinas ribossomais. Tal quantidade (14: G1H4.1, G2G3.2, G2B4.1,
G2D7.1, G2F7.1, G2H7.1, G2G9.1, G2H9.1, G2C10.2, G2H11.1, G2H11.2, G2B12.1,
C12.1, G2D12.1) era esperada, uma vez que interacdo com proteinas ribossomais é um

dos falsos positivo mais comuns do sistema de duplo-hibrido (Hengen, 1997).

4.2 Re-testes em Y2H utilizando HIS3 como gene repdrter

A identificacdo dos clones possibilitou a realizacdo de um levantamento
bibliografico, permitindo que nosso grupo de pesquisa selecionasse agueles com
potenciais funcdes em processos bioldgicos interessantes, como o ciclo e proliferacdo
celular, splicing e florescimento, para terem a interagio com NtCDKG;2
analisada/confirmada por Y2H. Destes, 10 clones foram re-testados neste trabalho, sendo

que 6 interacdes foram positivas e 4 negativas (Tabela 4.2.1).

Tabela 4.2.1: Clones re-testados com NtCDKG;2 por Y2H. *Por codificar a mesma proteina os clones
entre parénteses ndo foram utilizados no re-teste. Nomes das proteinas foram dados em relacdo aos seus

homdlogos em A. thaliana ou de acordo com a anotacao do banco de dados NCBI.

Re-testes por Y2H com NtCDKG;2

Clone Proteina Resultado

G2D12.2 (G1E5.4, G2C5.1)* NtAPX1 Negativo
G2G5.1 (G2D10.3)* NtTCP15 Positivo
G2E6.4 NtDNAJ3 Positivo
G2F6.6 NtTIR1 Positivo
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G2F6.2 NtRSZ21 Positivo

G2H4.6 NtIAAL7 Positivo
G2D6.3 NtMBD10 Positivo
G2G7.4 NtSDG2 Negativo
G2F9.2 NtH2A.1 Negativo

4.2.1 NtCDKG;2 interage com fatores de transcrigdo

O clone G2G5.1 codifica a proteina NtTCP15 e essa interacdo foi encontrada no
screening de Y2H utilizando NtCDKG;2 como isca e confirmada por Y2H par-a-par
neste trabalho (Figura 4.2.1.1). O clone G2D10.3 também codifica essa mesma proteina,
portanto, ndo foi utilizado nos re-testes. No screening, encontrar clones independentes,
codificando a mesma proteina, fortalece a hipdtese de interacdo entre as proteinas
codificadas pelos clones em estudo. Neste caso, € mais uma evidéncia da interacdo entre
NtCDKG;2 e NtTCP15.

NtTCP15 é homdloga a TCP7 de Arabidopsis thaliana, sendo que apresentam
72% das sequéncias de nucleotideos idénticas e 81% similares. Elas pertencem a familia
dos fatores de transcricdo TCP, cuja nomenclatura é derivada dos trés primeiros genes em
que o dominio TCP foi encontrado: Teosinte branchedl (tbl) em Zea mays (milho),
CYCLOIDEA (CYC) em Antirrhinum majus (boca-de-ledo) e PROLIFERATING CELL
FACTORS 1 e 2 (PCF1l e PCF2) em Oryza sativa (arroz) (Li, 2015). As TCPs
encontradas em A. thaliana estdo envolvidas na regulacdo positiva e negativa da

proliferacdo celular (Li, 2015).

WT

NtCDKG:2 Ml

Vazio M2

_|ele

Figura 4.2.1.1: Resultado do re-teste por Y2H entre NtCDKG;2 e o clone G2G5.1-TCP15. Na linha

superior encontra-se o resultado da interacdo, e na linha inferior est o controle negativo. AD: Activation
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domain; DBD: Binding domain; Wt: controle de interacdo forte; M1: controle de interacdo médio; M2:

controle de interagdo negativa.

4.2.2 NtCDKG;2 apresenta interacdo positiva com proteina reguladora do
florescimento

A proteina NtDNAJ3 (DNAJ homologue 3), codificada pelo clone G2E6.4, foi
identificada no screening e teve sua interagdo com NtCDKG;2 confirmada no re-teste
par-a-par por Y2H (Figura 4.2.2.1). AtDNAJ3, cuja sequéncia de nucleotideos é 79%
idéntica e 87% similar a de NtDNAJ3, atua positivamente no desenvolvimento floral

atraves da repressdo de inibidores de vias florais (Shen et al., 2011).

Vazio

. b | u
NtCDKG:2 n u Ml

Figura 4.2.2.1: Resultado do re-teste por Y2H entre NtCDKG;2 e o clone G2E6.4-DNAJ3. Na linha
superior encontra-se o resultado da interacdo, e na linha inferior est4 o controle negativo. AD: Activation
domain; DBD: Binding domain; Wt: controle de interacdo forte; M1: controle de interacdo médio; M2:

controle de interacdo negativa.

4.2.3 NtCDKG;2 tem interacdo positiva com fator de splicing

O clone G2F6.2 foi identificado como o fator de splicing NtRSZ21 e a interacdo
com NtCDKG;2 foi confirmada por Y2H (Figura 4.2.3.1). A sequéncia de nucleotideos
de NtRSZ21 é 88% idéntica e 90% similar a sequéncia de AtRSZ21, sendo, assim,
considerados homologos. AtRSZ21 pertencente a sub-familia RSZ da familia de proteinas
SR e esté relacionado com a regulacdo do splicing (Golovkin & Reddy, 1998, Richardson
etal., 2011).
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NtCDKG:2

Figura 4.2.3.1: Resultado do re-teste por Y2H entre NtCDKG;2 e o clone G2F6.2-RSZ21. Na linha
superior encontra-se o resultado da interacdo, e na linha inferior estd o controle negativo. AD: Activation

domain; DBD: Binding domain; Wt: controle de interacdo forte; M2: controle de interago negativa.

4.2.4 NtCDKG;2 interage com proteinas que regulam respostas primarias a auxina

O clone G2F6.6 codifica NtTIR1, cuja sequéncia de nucleotideos é 58%
idéntica e 72% similar ao seu homologo TIR1 de Arabidopsis thaliana. TIR1 é uma F-
box que, juntamente com CUL1 e SKP1-like, formam o complexo ubiquitina-ligase
SCF™®! o qual atua como receptor celular de auxina (Gray et. al, 2001). A interacio
entre NtTIR1 e NtCDKG;2 foi confirmada por Y2H (Figura 4.2.4.1).

NtCDKG:2

e .

Figura 4.2.4.1: Resultado do re-teste por Y2H entre NtCDKG;2 e o clone G2F6.6-TIR1. Na linha superior
encontra-se o resultado da interagdo, e na linha inferior est4 o controle negativo. AD: Activation domain;
DBD: Binding domain; Wt: controle de interagdo forte; M1: controle de intera¢cdo médio; M2: controle de

interacéo negativa.

A interacdo entre NtCDKG;2 e NtIAA17(clone G2H4.6) foi confirmada por Y2H
(Figura 4.2.4.2). NtIAA17 foi identificada como homologa a AtIAA17, com sequéncias
de nucleotideos 60% idénticas e 77% similares. AtIAAL7 é um repressor transcricional

que atua na inibicao da transcri¢do de genes responsivos a auxina (Gray et. al, 2001).
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Vazio

NtCDKG;2 n

Figura 4.2.4.2: Resultado do re-teste por Y2H entre NtCDKG;2 e o clone G2H4.6-1AA17. Na linha
superior encontra-se o resultado da interagdo, e na linha inferior estad o controle negativo. AD: Activation
domain; DBD: Binding domain; Wt: controle de interacdo forte; M1: controle de interagdo médio; M2:

controle de interacdo negativa.

4.25 NtCDKG;2 apresenta interacdo positiva com proteina que se liga a sitios
metilados

O clone G2D6.3 foi identificado no screening de NtCDKG;2 como NtMBD10
(Methyl-CpG-binding domain 10), o qual apresenta sequéncia de nucleotideos 71%
idéntica e 84% similar a MBD10 de Arabidopsis thaliana. As proteinas da familia MBD
em A. thaliana atuam na inativacdo de genes através de ligacdo a sitios metilados
(Zemach & Grafi, 2007). A interacdo entre NtCDKG;2 e NtMBD10 foi positiva no re-
teste par-a-par em Y2H.

Figura 4.2.5.1: Resultado do re-teste por Y2H entre NtCDKG;2 e o clone G2D6.3-MBD10. Na linha
superior encontra-se o resultado da interagdo, e na linha inferior estd o controle negativo. AD: Activation
domain; DBD: Binding domain; Wt: controle de interacdo forte; M1: controle de interagdo médio; M2:

controle de interacdo negativa.
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4.2.6 CDKG:;2 interage com outra Quinase Dependente de Ciclina, a CDKF

Encontrada no screening, NtCDKF;1, homdéloga a AtCDKF;1, teve sua interacao
com NtCDKG;2 confirmada no re-teste par-a-par (Figura 4.2.6.1). Essa interacdo ja havia
sido demonstrada nos trabalhos de Ferreira (2013, 2016) e Lubini (dados ndo publicados).
Em A. thaliana, CDKF;1 regula a atividade de véarias CDKSs, através de fosforilacdes, e
também fosforila o CTD da RNAPII (Hajheidari et al., 2012).

Vazio

NtCDKG;2 n u M1

Figura 4.2.6.1: Resultado do re-teste por Y2H entre NtCDKG;2 e NtCDKF;1. Na linha superior encontra-
se o resultado da interacdo, e na linha inferior estd o controle negativo. AD: Activation domain; DBD:
Binding domain; Wt: controle de interagdo forte; M1: controle de interacdo médio; M2: controle de

interacdo negativa.

4.2.7 Critério utilizado para classificar uma coldnia como positiva

A interacdo foi considerada como positiva quando a colbnia teste de interacéo
apresentou um maior crescimento em relacdo aos controles, independente do tamanho das
coldnias de interacdo. Isto foi estabelecido porque o uso de 3-aminotriazol (3-AT), para
impedir a auto-ativacdo do sistema de Y2H, pode ter afetado o tamanho das colonias. O
3-AT exige maiores tempos de incubacéo (5-15 dias) e, ocasionalmente, reduz o tamanho
das coldnias para menos de 1 mm (Clontech, 2007). Além disso, um outro fator que pode
ter influenciado o tamanho das col6nias, é que, apesar de ser possivel detectar interacfes
fracas em ensaios de Y2H, como as de quinase e seu substrato, ocorre uma limitagdo no
tamanho das colonias (Rodriguez-Milla et al., 2006; Briickner et al., 2009).
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4.3 Confirmacéo das interacGes pelo ensaio quantitativo da p-galactosidase

As confirmagbes de interacdo apresentadas nos itens acima foram realizadas
utilizando o gene reporter HIS3, que avalia a capacidade de crescimento das leveduras na
auséncia de Histidina. Para avaliar quantitativamente as interacdes, utilizou-se o gene
reporter LacZ, produtor da enzima B-galactosidase, a qual converte lactose em glicose +
galactose. Os ensaios quantitativos envolvendo a B-galactosidase utilizam anélogos de
galactose conjugados com croméforos, permitindo quantificar a atividade da mesma. No
experimento realizado neste trabalho, utilizou-se o analogo O-Nitrofenil p-D-
Galactopyranosideo (ONPG).

Os resultados obtidos encontram-se na Figura 4.3.1. A interacdo entre NtCDKG;2 e
NtCDKF;1, encontrada no screening e confirmada por Lubini (dados ndo publicados),
Ferreira (2013, 2016) e neste trabalho, foi utilizada como controle positivo adicional, ja
que se trata de uma interacdo forte. Foram utilizados os controles do sistema de duplo-
hibrido (Wt, M1 e M2), controles de auto-ativacdo de NtCDKG;2 e controle de auto

ativacdo de cada um dos clones testados.
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Figura 4.3.1. Ensaio quantitativo da B-galactosidase utilizando ONPG como substrato. A interagéo
entre NtCDKG;2 e NtCDKF;1 ¢ clara, enquanto que as interagcGes com as outras proteina ndo séo evidentes.
Wt — controle positivo de interacdo forte; M1 — controle positivo de interagdo media; M2 — controle

negativo de interacéo.
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5. Discusséo
5.1 CDKG;2 pode estar participando de vias de transducdo de sinal de auxina

O crescimento e desenvolvimento na planta sdo coordenados principalmente pelo
fitormbnio auxina. Sua forma natural mais frequente, IAA (Indole-3-acetic-acid),
coordena muitos processos de crescimento e desenvolvimento através da modulagdo da
expressdo génica, que leva a mudancas na diviséo, elongacdo e diferenciacdo celular
(Guilfoyle & Hagen, 2007; Tan et al., 2007).

Para que a acdo bioquimica ocorra, o fitormdnio deve se ligar aos seus receptores,
sendo que um dos principais € TIR1, o qual foi encontrado no screening de CDKG;2 e
confirmado pelo re-teste par-a-par (Figura 4.2.4.1). Além dos receptores TIR, outras
moléculas estdo envolvidas no inicio da via de sinalizagdo por auxina: as proteinas da
familia Aux/IAA, que atuam como repressores transcricionais, e 0s ARFs (auxin response
factors), fatores de transcricdo que regulam a expressdo de genes responsivos a auxina
(Guilfoyle & Hagen, 2007; Tan et al., 2007). Os ARFs se ligam especificamente aos
elementos de resposta a auxina TGTCTC (AuxREs - auxin response elements) nos
promotores desses genes e funcionam em combinagdo com os repressores Aux/IAA na
regulacao de sua expressao (Guilfoyle & Hagen, 2007; Tan et al., 2007).

Em baixos niveis de auxina, os repressores Aux/IAA se ligam aos ARFs,
formando heterodimeros e bloqueando a atividade desses fatores de transcri¢do (Guilfoyle
& Hagen, 2007; Tan et al., 2007; Arase et al., 2012). Quando a concentracdo de auxina
aumenta, ela se liga ao receptor TIR1 no complexo SCF'™R!

deste as proteinas Aux/IAA (Guilfoyle & Hagen, 2007; Tan et al., 2007; Arase et al.,
FTIRl

, aumentando a afinidade
2012). Isso permite que SC marque as proteinas AUX/IAA com ubiquitinas,
levando-as a degradacéo e, consequentemente, ativando os ARFs e desreprimindo as vias
de resposta a auxina (Gray et. al, 2001; Guilfoyle & Hagen, 2007; Tan et al., 2007; Arase
etal., 2012).

Entre as proteinas parceiras de interacdo de TIR1, j& descritas na literatura,
encontra-se IAAL17 (Arase et. al, 2012), a qual também foi identificada no screening
(clone G2H4.6-NtIAAL7) e confirmada no re-teste par-a-par com a NtCDKG;2 por Y2H
(Figura 4.2.4.2). Essa proteina se localiza no nucleo e, assim como o0s outros membros da
familia Aux/IAA, possuem 4 dominios conservados I, 11, 11l e IV, sendo que a interacdo
com o complexo SCF™™* ocorre através do dominio 1l e com os ARFs nos dominios III,
IV (Guilfoyle et al., 1998, Tan et al., 2007).
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Estudos sugerem que a ligac&o entre SCF™**

e proteinas AUX/IAA é regulada por
fosforilacdo, uma vez que em muitas leveduras e mamiferos, os substratos de SCF
precisam estar fosforilados para que as enzimas de ubiquitinagdo os reconhecam e se
liguem a eles (Worley et al., 2000; Gray et al., 2001). Entretanto, Gray et al. (2001) né&o
encontraram sitios de fosforilagdo no dominio Il da IAA17, que, como explicado acima, €
0 dominio reconhecido por TIRL1. Visto isso, 0s autores sugeriram que, em resposta a
auxina, uma proteina seria fosforilada para atuar como ponte entre TIR1 e IAA17. Como
NtCDKG;2 interage tanto com NtTIR1 como NtIAAL7, é possivel que esta quinase seja a
ponte entre elas em Nicotiana tabacum. Hipoteticamente, em resposta a auxina,
NtCDKG;2 seria fosforilada e se ligaria a IAA17, possibilitando seu reconhecimento pelo

TIRL
C

complexo SF . Isso levaria a degradacdo deste repressor e consequente ativacdo das

vias de resposta a auxina (Figura 5.1.1).

— [ EM BAIXAS CONCENTRAGOES DE AUXINA ]77[ EMALTAS CONCENTRAGOES DE AUXINA ]

=

TIAA17 ]

1

Genes responsivos
a auxina
envolvidos nas
respostas primdrias

AUXINA

Genes responsivos
a auxina
envolvidos nas
respostas primarias

Figura 5.1.1: Hip6tese de atuacdo de NtCDKG;2 em vias de transducdo de sinal de auxina. Em
baixos niveis de auxina, NtIAAL7 se liga aos ARFs, formando heterodimeros e bloqueando a atividade

desses fatores de transcri¢do. Por outro lado, em altas concentracGes de auxina, esse horménio se liga ao

TIR1
F

receptor TIR1 no complexo SC , aumentando sua afinidade por IAA17. Além disso, nessa hipdtese, a

auxina sinalizaria para que NtCDKG;2 fosse fosforilada. Isso permitiria que ela se ligasse a NtIAAL17

TIR1
F

possibilitando o reconhecimento desse inibidor pelo complexo SC , que a ubiquitinaria, conduzindo-a

46



para degradacdo. Uma vez perdida a repressdo dos ARFs pela NtIAA17, eles poderiam formam
homodimeros e atuar na ativacdo dos genes envolvidos com na resposta primaria a auxina. Baseado nos
trabalhos de Guilfoyle et al. (1998), Worley et al. (2000), Gray et al. (2001) e Tan et al. (2007). Barras
terminadas em seta indicam inducdo/ativacdo. Barras terminadas em barra perpendicular indicam represséo

U: ubiquitinacéo. . P: fosforilagdo.

5.2 CDKG;2 possivelmente atua na regulacdo do florescimento através da interacéo

com:

5.2.1 Fator de transcrigéo

A interacdo de NtCDKG;2 com NtTCP15, proteina homdloga a TCP7 de A.
thaliana, € interessante. Essa proteina foi encontrada seis vezes no screening, sendo duas
vezes neste trabalho (clones G2G5.1 e G2D10.3) e 4 vezes em trabalhos anteriores
(Ferreira, 2016). O fato desta TCP ter sido encontrada tantas vezes, sendo que existem
pelo menos outras 19 TCPs em plantas (Li, 2015), que ndo foram encontradas como
parceiros de NtCDKG;2 no screening, aumenta a confianga de que esta interagédo
realmente ocorre nas células e tem uma importancia bioldgica. Aqui, € importante
ressaltar que temos conhecimento que pelo menos 2 outras TCPs séo expressas no
estigma/estilete e estdo presentes entre os clones da biblioteca de Y2H usada no screening
(Roberto, 2015). Coerentemente, o re-teste confirmou a interacdo positiva (Figura 4.2.1.1)
entre NtCDKG;2 e NtTCP15.

As proteinas pertencentes a familia TCP s&o fatores de transcri¢do exclusivos de
plantas que compartilham um dominio bHLH (basic Helix-Loop-Helix), também
chamado de dominio TCP (Li et al., 2005; Li, 2015). As proteinas desse grupo estdo
envolvidas na regulacdo de muitos processos bioldgicos, como assimetria e arquitetura
floral, desenvolvimentos dos 6rgdos laterais e do gametofito, germinacdo de sementes,
senescéncia foliar, ritmo circadiano e respostas de defesa (Li, 2015).

A familia TCP ¢ dividida em classes | e Il, sendo que as proteinas da classe | foram
descritas como atuando na promocao da proliferacdo celular e as da classe Il com papel
na inibicdo da proliferacao celular (Li, 2015). Sendo que na regulagdo do crescimento e
desenvolvimento vegetal, as proteinas dessas familias atuariam de forma antagdnica nos

mesmos genes alvo (Li, 2015). AtTCP7 pertence a classe I, que inclui as TCPs que
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apresentam uma cisteina conservada na posicao 20, a qual ndo esta presente nas proteinas
daclasse Il (Li, 2015).

Anadlises de transgénicos de A. thaliana com superexpressdo de AtTCP7 indicam que
essa proteina esteja envolvida na regulacéo da expansdo e divisao celular, uma vez que as
primeiras folhas verdadeiras apresentaram uma maior quantidade de células, porém com
tamanho menor (Wang, 2015). Além disso, a arquitetura floral foi modificada, sendo que
as plantas mutantes apresentaram maiores distancias entre anteras e estigmas e
estatisticamente pistilos maiores e estames menores, do que as plantas selvagens (Wang,
2015). A diferenca entre a altura dessas estruturas dificultou a autopolinizacao,
culminando em baixa fertilidade nessas plantas (Wang, 2015). As plantas mutantes
também apresentaram atraso no florescimento (Wang, 2015). Os defeitos nos tecidos
causados pela superexpressdo de AtTCP7 foram maiores na transicdo do estagio
vegetativo para o reprodutivo, indicando a importancia dessa proteina nesse processo
(Wang, 2015).

Tais dados permitem sugerir uma relacdo entre NtCDKG;2 e NtTCP15 na regulagéo
do controle do florescimento, uma vez que seus homologos em A. thaliana afetam
negativamente esse processo (Ma et al., 2015). Nessa hipdtese, seria possivel que
NtCDKG;2 fosforilasse NtTCP15, ativando-a e viabilizando a ligacdo desta ao promotor
de genes de inibigdo floral, como, por exemplo, o FLC. Alternativamente, NtTCP15 e
NtCDKG;2 poderiam estar interagindo na regulacdo do controle da proliferacdo celular.
Possivelmente, NtCDKG;2 fosforilaria NtTCP15, ativando-a e permitindo que esta
promova a transcricdo de genes que controlam positivamente o ciclo celular, ou inibindo-

a, regulando negativamente esse processo.

5.2.2 Proteina inibidora de repressor de vias florais

A confirmacdo da interacdo entre NtCDKG;2 e NtDNAJ3 em Y2H (Figura
4.2.2.1), uma Heat-shock protein (HSP) que atua como um regulador transcricional no
controle do florescimento, contribui para a hipotese de que essa quinase também atue na
regulacao desse processo. As HSP sdo chaperonas que atuam no dobramento, montagem,
translocacéo e degradacédo de proteinas em muitos processos celulares, aléem de estabilizar
proteinas e membranas, e auxiliar no redobramento de proteinas sob condi¢fes de estresse
(Wang et al., 2004; Salas-Mufioz et al., 2016). Dessa forma, muitos estudos em plantas

foram destinados a entender o papel dessas proteinas nas vias de sinalizagdo de estresse.
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Entretanto, Shen et al. (2011), interessados na possivel atuacdo dessas proteinas também
no desenvolvimento da planta, fizeram um estudo investigando o envolvimento da
proteina DNAJ3 no florescimento de A. thaliana. Em plantas na quais houve perda de
funcdo dessa proteina (pela baixa expressdo de seu gene ou em mutantes knockout), o
florescimento foi atrasado, decorrente em parte da menor expressdao dos genes
FLOWERING LOCUS T (FT) e SUPPRESSOR OF OVEREXPRESSION OF
CONSTANS1 (SOC1) (Shen et al., 2011). No desenvolvimento vegetativo, 0 repressor
SHORT VEGETATIVE PHASE (SVP) se liga as sequéncias regulatérias de FT e SOC1,
impedindo a transcricdo desses genes (Shen et al., 2011). Durante a transicdo do
desenvolvimento vegetativo para o reprodutivo, DNAJ3 recebe sinais de vias de
florescimento e se liga a SVP, comprometendo a capacidade desse repressor se ligar as
regides regulatérias de FT e SOCL1 (Shen et al., 2011). Sem estes repressores em suas
sequéncias regulatorias, os genes FT e SOC1 seriam expressos e o desenvolvimento floral
continuaria. A expressdo de DNAJ3 ¢ regulada pelas vias de fotoperiodo, giberelina e
vernalizagéo, indicando que este afeta o florescimento em resposta a sinais ambientais e
de desenvolvimento (Shen et al., 2011).

Uma vez que AtCDKG;2 parece ter efeito negativo no florescimento (Ma et al.,
2015), é possivel sugerir que NtCDKG;2, na fase vegetativa da planta atuaria inibindo,
através de fosforilagbes, NtDNAJ3, que deixaria de inibir SVP, permitindo que este
reprima a transcricdo de genes de promocéo floral.

5.2.3 Proteinas de ligacdo a metil-citosina

A proteina MBD10 pertence a uma familia conservada, inicialmente descrita em
animais, chamada methyl-CpG-binding domain (MBD) (Grafi et al., 2007). Esta proteina
teve sua interagdo com NtCDKG;2 confirmada por re-teste par-a-par em Y2H (Figura
4.2.5.1). Em Arabidopsis thaliana, ha treze genes que codificam proteinas MBDs, sendo
que a maioria delas se encontra dispersa no nucleo e poucas apresentam preferéncias a
certas regides como no caso da AtMBD5 e AtMBDG6, que se ligam preferencialmente a
heterocromatina (Grafi et al., 2007; Zemach & Grafi, 2007). A proteina AtMBD10 ainda
é pouco descrita na literatura, mas Preuss et al. (2008) encontraram que esta proteina atua
de maneira mais geral no ndcleo e esta associada com o silenciamento de rRNA.

Estudos com outras proteinas da familia MBD em A. thaliana mostraram

evidéncias do envolvimento de membros dessa familia no florescimento. O primeiro
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indicio da importancia das MBDs no crescimento e desenvolvimento das plantas foi o
fenotipo de plantas com baixa expressdao de AtMBD11, as quais apresentavam efeitos
pleiotropicos similares ao de plantas com niveis de expressdo reduzidos de Histona
desacetilase (AtHD1), incluindo a formacdo de rosetas aéreas e reducdo na fertilidade
(Tian & Chen, 2001; Berg et al.,, 2003; Stangeland et al., 2009). Posteriormente,
AtMBD9 foi relacionada com a ativacéo do repressor de florescimento FLC, uma vez que
em plantas mutantes com baixa expressdo de AtMBD9 apresentaram uma reducdo nos
niveis de acetilagdo nas caudas das histonas H3 e H4 nas regides do gene FLC
(Stangeland et al., 2009). Estes resultados evidenciaram que as proteinas MBDs de
plantas também podem atuar como reguladores positivos da expressdo geénica,
diferentemente das MBDs encontradas nos animais, que sé atuam como repressoras (Peng
et al. 2006; Stangeland et al., 2009). De maneira semelhante, AtMBD8 pode estar
regulando positivamente e diretamente a expressdo de FT e indiretamente a expressao de
SOC1 (Stangeland et al., 2009).

A revisdo da literatura feita nesta secdo sobre a atuacdo de MBDs no crescimento
e desenvolvimento revelou o envolvimento de membros dessa familia na regulacdo do
florescimento. Além disso, tem-se que o fendtipo dos mutantes de CDKG;2 em A.
thaliana indica sua regulacéo negativa no florescimento (Ma et al., 2015). Sendo assim,
possivelmente tanto NtCDKG;2 como NtMBD10 atua na regulagéo do desenvolvimento
floral, possibilitando inferir que NtCDKG;2 fosforile MBD10 controlando sua atividade

Nesse processo.

5.3 Modelo de atuacédo de NtCDKG;2 no florescimento

A confirmacdo da interacdo entre NtCDKG;2 e parceiras com possiveis papéis na
regulacdo do florescimento, possibilitou a formulacdo de uma hipGtese na qual
NtCDKG;2, juntamente com estas, atuaria na regulacdo do desenvolvimento floral de
Nicotiana tabacum (Figura 5.3.1). As intera¢fes confirmadas por Ferreira (2016) de
NtCDKG;2 com as proteinas homdlogas a FRIGIDA-like; WRKY32 e BRG3 (BOI-
RELATED GENE 3) de A. thaliana, as quais possuem putativas fun¢des no controle do
florescimento, reforcam a hipdtese de que esta quinase esteja atuando de fato nesse

processo.
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— [ INIBICAO DO DESENVOLVIMENTO FLORAL ]7

— | DESENVOLVIMENTO FLORAL |-

6‘0 Fosforilagdo - Repressores do florescimento O Promotores do florescimento

Figura 5.3.1: Hipdtese da atuagdo da proteina quinase NtCDKG;2 na regulagdo do desenvolvimento floral.
De maneira geral, NtCDKG;2, através de fosforilagdes, regularia negativamente a atividade de proteinas
promotoras do florescimento e positivamente a agdo dos repressores. Dessa forma, durante o

desenvolvimento vegetativo, NtCDKG;?2 estaria ativa e fosforilaria 1) NtTCP15, o que a tornaria funcional

e permitiria suas acBes em vias de inibi¢do do florescimento; 2) o repressor NtFLC, que se ligaria as regiGes
regulatérias de FT e SOC1, inibindo a transcricdo destes genes, que atuam na integracdo das vias de
inducdo do florescimento; 3) DNAJ3, impedindo que esta se ligue ao repressor SVP, permitindo que este

iniba FT e SOC1. Durante o desenvolvimento reprodutivo NtCDKG;2 estaria inativa, provavelmente por

acdo de SCI1, o que levaria a uma diminuicdo na ativacdo dos repressores das vias florais (NtTCP15 e
NtFLC) e também permitiria a acdo dos promotor floral DNAJ3. MBD10 ainda ndo possui fungdo bem
estabelecida na literatura, ndo sendo possivel estabelecer se sua possivel funcdo no florescimento seria
indutéria ou inibitéria. Hipdtese baseada nos trabalhos de Tan & Irish (2006), Stangeland et al. (2009),
Shen et al. (2011), Wang (2015), Stangeland et al.(2009). Barras terminadas em seta indicam
inducdo/ativacio. Barras terminadas em barra perpendicular indicam repressdo. Barras terminadas em
circulo indicam inducdo ou repressdo, sem direcdo definida. P: fosforilagdo. Os balGes em cinza escuro

foram usados para os repressores de florescimento e cinza claro para os promotores.
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5.4 CDKG;2 pode estar participando no processo de splicing através da interacao
com:

5.4.1 Outra Quinase Dependente de Ciclina, a NtCDKF;1

A proteina NtCDKF;1 foi encontrada no screening e sua interacdo com
NtCDKG;2 foi confirmada por Y2H e BIiFC em trabalhos anteriores (Ferreira, 2013;
2016; Lubini, dados ndo publicados) . No presente estudo, além de novos resultados
positivos em Y2H (Figura 4.2.6.1), a interacdo entre essas proteinas também foi
confirmada/quantificada utilizando o ONPG (Figura 4.3.1).

O dominio C-terminal da subunidade maior (RPB1) da RNA polimerase Il
apresenta repeticdes da sequéncia consenso Y1S,P3T;SsPsS;, nas quais ocorrem
fosforilacdes que acarretam modificagdes na atividade dessa enzima (Ferreira, 2016).
Fosforilagdes nos residuos S; do CTD da RNAPII pela CDKF;1, modificam a quantidade
de mRNAs totais, especialmente de pequenos RNAs, além de controlar o processamento
e o controle de qualidade dos transcritos de pre-miRNA contendo stem-loop (Hajheidari
et al., 2012). Em plantas, CDKF;1 é Unica quinase especifica dos residuos S; das
repeticdes do CTD (Hajheidari et al., 2012).

Além disso, estudos com CDKF;1 também demonstraram que essa quinase pode
apresentar atividade de CAK ou CAKAK, através de fosforilacdo em varias CDKs, sendo
um dos principais mecanismos regulatérios no ciclo celular da célula eucariotica
(Nietzsche et al., 2015). A importancia dessa proteina é evidenciada pelo fendtipo de seus
mutantes knockout, os quais apresentam severos defeitos na divisdo e elongacéo celular,
bem como na endorreduplicacdo (Takatsuka et al., 2009; Nietzsche et al., 2015). Tais
defeitos ndo foram observadas durante a embriogénese, sugerindo que CDKF;1 €
necessaria principalmente para o desenvolvimento pds-embrionério (Takatsuka et al.,
2009).

Os dados apresentados contribuem para a formulacdo da hipdtese sobre a
interacdo entre NtCDKG;2 e NtCDKF;1, na qual sugere-se que nos processos de
transcricdo e splicing, NtCDKF;1 fosforilaria NtCDKG;2 tornando-a funcional e
permitindo que esta fosforile outras proteinas chave nesses processos, como a RNAPII.
Essa hipotese é corroborada pelos resultados de Y2H obtidos por Ferreira (2016), os quais
confirmam a interagdo entre NtCDKG;2 e 0 CTD da RNAPII.
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5.4.2 O putativo fator de splicing RSZ21

A interacdo direta entre NtCDKG;2 e NtRSZ21 foi confirmada no re-teste em
Y2H (Figura 4.2.3.1). Essa proteina é um putativo fator de splicing pertencente a sub-
familia RSZ da familia de proteinas SR (Richardson et al., 2011). A proteina RSZ21 de
A. thaliana possui um motivo de reconhecimento de RNA (RRM), um dominio zinc-
finger do tipo CCHC, chamado Zinc Knuckle, e um dominio RS C-terminal, o qual € rico
em arginina e serina (Golovkin & Reddy, 1998). Golovkin & Reddy (1998)
demonstraram que AtRSZ21 interage com U1-70K, uma das trés proteinas especificas da
snRNP U1, indicando seu papel na regulacéo do processamento de RNAs. Porém, desde
entdo, pouco foi esclarecido sobre essa proteina. Estudos realizados por Huang et al.
(2013), com RSZ33 e RSZ22, indicam envolvimento destes no splicing, fortalecendo as
conclusdes obtidas por Golovkin & Reddy (1998).

Visto que a) o dominio RS estd envolvido com interacdo com outras proteinas e
com a maquinaria de splicing (Kumar & Kirti, 2012); b) a fosforilagdo em residuos de
serina parece afetar a fungéo de proteinas SR (Kumar & Kirti, 2012); e ¢) no splicing as
proteinas RS se ligam ao dominio CTD da RNAPII (Kornblihtt, 2015), pode-se sugerir
que a interacdo entre NtCDKG;2 e NtRSZ21 se daria através de fosforilacdes por essa
quinase. Esta modificagdo sinalizaria para NtRSZ21 se ligar ao CTD da RNAPII e &
snRNP U1 do spliceossomo. Nesse contexto, o direcionamento dos fatores de splicing ao
sitio ativo de transcricdo também seria feito através de fosforilacdes no CTD feitas por
NtCDKG;2, juntamente com CDKC, CDKD, CDKE e CDKF, ja que a interacdo entre
elas e o CTD foi confirmada em A. thaliana (, Hajheidari et al., 2012, Ferreira, 2016).

5.4.3 ACiclinaL

A determinacdo das vias nas quais uma CDK atua depende da identificacdo e
compreensdo da atividade de suas ciclinas parceiras de interacdo. Dessa forma, foram
feitas investigagdes sobre ciclinas relacionadas com NtCDKG;2, as quais levaram a
identificacdo da Ciclina L (Strini, 2014). A interacdo entre elas foi entdo confirmada no
trabalho de Ferreira (2016), através de ensaios de Y2H e experimentos de BiFC em folhas
de N. benthamiana. Além disso, foi verificado que localiza¢do dessa interacdo no nucleo
e em um speckle nuclear ¢ a mesma de NtCDKG;2-GFP (Lubini, 2012; Ferreira, 2013;
2016).
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A ciclina L apresenta dois dominios de ciclina na regido N-terminal e um dominio
rico em SR na regido C-terminal, tipico de fatores de splicing pertencentes a familia SR
(Xu et al.,, 2012). Uma vez que as quinases SRPKs (Serine/Arginine-Rich Protein
Kinases) fosforilam especificamente proteinas SR e também apresentam motivos RS,
Ferreira (2016) propds que a interacdo entre Ciclina L e CDKG;2 ocorre tanto na forma
de quinase-substrato como a de Ciclina-CDK. Desta forma, a fosforilacdo realizada por
NtCDKG;2 direcionaria a NtCiclina L ao speckle e, quando associadas em um complexo
Ciclina-CDK, NtCiclina L interagiria com fatores de splicing e, assim, ambas se

encontrariam no speckle (Ferreira, 2016).

5.5 Os parceiros de interacdo de SCI1 fortalecem a hipdtese de NtCDKG;2

participar em processos de splicing

Em trabalhos anteriores de nosso laboratério, foi determinado que a proteina SCI1
esta envolvida no controle da proliferacdo celular (DePaoli et al., 2011; DePaoli et al.,
2014). Entretanto, ainda ndo se sabia por quais vias essa regulacdo ocorria e, assim, foram
feitos experimentos para identificar seus parceiros de interacdo. Em experimentos de pull
down, utilizando SCI1 como isca, Strini (2014) identificou a interacdo entre NtCDKG;2 e
SCI1. Experimentos de Y2H e BiFC demonstraram a interagdo de SCI1 com NtDEAD-
box e NtCiclina-L, duas proteinas com funcdes preditas em splicing. Adicionalmente, foi
demonstrado que SCI1 se localizada em splicing speckles, em algumas fases do ciclo
celular (Strini, 2014). Assim, foi sugerido que SCI1 esteja envolvido no splicing.

Posteriormente, Pinoti (2016) mostrou que NtDEAD-box e NtCiclina-L também
apresentam localizacdo em splicing speckles. Além de que, estas e NtSCI1, interagem
com a proteina central do spliceossomo, a NtU2a’, ¢ com os fatores de splicing
NtRS2Z33 e NtSR45, corroborando a hipoOtese de que NtSCI1 estaria atuando na
regulacdo do splicing. De forma complementar, Ferreira (2016) demonstrou que
NtCDKG;2, também interage com NtDEAD-box, NtCiclina-L1 e NtU2a’.

Sendo assim, a identificagdo de proteinas parceiras em comum entre NtSCI1 e
NtCDKG;2 fortalecem a hipotese de atuagdo dessa quinase no splicing. Possivelmente,
NtSCI1 recrutaria NtCDKG;2 para que esta fosforilasse proteinas, ativando-as ou as

inibindo, para que o splicing ocorresse de maneira correta.
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5.6 Modelo de atuacéo de NtCDKG;2 na transcrigéo e splicing

Na figura 5.7.1 se encontra o putativo mecanismo de acdo de NtCDKG;2 e suas

parceiras de interacdo na regulacdo da transcricéo e do splicing.

3@ e_’k TCP15

@

™=Tr 'ﬂ"""'

RNAPII Ciclina

Transcrigdo i Splicing

é“o Fosforilagdo

DNA RNA

Figura 5.7.1: Hipotese sobre as funcbes de NtCDKG;2 na transcricdo e splicing. Na transcricao,

NtCDKF;1 regularia positivamente a atividade de NtCDKG;2 através de fosforilagBes. Uma vez ativa

NtCDKG:;2 controlaria fatores de transcricdo através de fosforilagdes. No caso de NtTCP15, uma proteina

parceira de interagdo confirmada por Y2H, a fosforilagdo poderia estar ativando-a, o que viabilizaria a
ligacdo desta a regido reguladora de genes de controle da proliferacdo celular e/ou inibi¢do floral. Além

disso, NtCDKG;2 fosforilaria 0 CTD da RNAPII, regulando a atividade dessa enzima. No splicing.

NtCDKG:;2, poderia fosforilar o putativo fator de splicing NtRSZ21, sinalizando para este se ligar a Ul e ao
CTD da RNAPII. Hip6tese baseada nos trabalhos de Golovkin & Reddy (1998), Takatsuka et al. (2009),
Kumar & Kirti (2012), Huang et al. (2013), Kornblihtt (2015), Nietzsche et al. (2015) e Ferreira, (2016).

Barras terminadas em seta indicam inducdo/ativacdo. P: fosforilagao.

5.7 Anélise do re-teste quantitativo entre NtCDKG;2 e seus putativos parceiros de

interacdo

Durante a realiza¢do do ensaio quantitativo da [3-galactosidase utilizando ONPG como
substrato (Figura 4.3.1), foi possivel perceber que a partir de determinado tempo, todas as
reacbes que ainda ndo haviam ocorrido comecaram a exibir mudanca de cor
indiscriminadamente. Isso pode ter ocorrido pelo fato de que o gene LacZ esta sob
controle de um promotor de expressdo vazada na cepa utilizada (promotor met2::GAL7 na
cepa PJ69-4A), levando a uma expressédo basal do LacZ mesmo sem haver ligacdo ativa

do fator de transcricdo no promotor. Pretende-se repetir o experimento utilizando uma
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cepa diferente, que apresente o gene LacZ sob controle de um promotor de ativacdo mais
restrita, como no caso da cepa Y187 (URA3::GAL1yas—Gallrata—Lacz).

Outro ponto importante a ser considerado é que o substrato ONPG € utilizado para
interagdes medias e fortes, como no caso de NtCDKG;2 X NtCDKF;1. Uma vez que as
interacdes entre quinases e substratos sdo transientes e/ou fracas, possivelmente esse ndo
seja o substrato ideal para avaliar interacGes mais fracas. O substrato CPRG (Vermelho de
Clorofenol B-D-Galactopiranosideo) é 10 vezes mais sensivel que o ONPG (Simon & Lis,

1987), e talvez seja uma melhor alternativa para avaliar as interagdes em questéo.

56



6. Conclusao

A identificagdo de proteinas parceiras de interacdo de NtCDKG;2, resultante deste
trabalho, sugere o envolvimento desta CDK no metabolismo de RNA e em vias de

sinalizacdo de auxina e de regulacao do florescimento.
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Apéndice 1

Nessa tabela, os Top hits correspondem aos resultados que demonstraram maior
cobertura da sequéncia, maior identidade de nucleotideos entre as sequéncias e menor e-
value. Os clones que ndo apresentaram similaridades ou aqueles com similaridades
extremamente baixas foram classificados como “no match”, indicando que nao foi
encontrada sequéncia correspondente no banco de dados referente.

Col6nia Colbnia Top hits Top hits
S. cerevisiae E. coli TAIR NCBI
G1H4 G1H4.1 AT3G04770.2 | Symbols: PREDICTED: Nicotiana
RPSAb | 40s ribosomal protein tabacum  40S  ribosomal
SAB | protein SA-like
(LOC107816512), mMRNA
G1B5 G1B5.1 No match No match
G1C5 G1C5.1 AT4G27450.1 | Symbols: | PREDICTED: Nicotiana
Aluminium induced protein tabacum stem-specific protein
with YGL and LRDR motifs | TSJT1-like (LOC107777728),
mRNA
G1D5 G1D5.1 AT1G04340.1 | Symbols: | HR- PREDICTED: Nicotiana
like lesion-inducing protein- tabacum uncharacterized
related | LOC107773755
(LOC107773755), mRNA
G1E5.1 AT4G01100.2 | Symbols: PREDICTED: Nicotiana
ADNT1 | adenine nucleotide tabacum mitochondrial
transporter 1 | adenine nucleotide transporter
ADNT1-like
(LOC107767971), mMRNA
G1E5.2 AT5G02380.1 | Symbols:
MT2B | metallothionein 2B | PREDICTED: Nicotiana
tabacum metallothionein-like
G1E5 protein type 2
(LOC107809985), mMRNA
G1E5.3 AT5G59320.1 | Symbols: LTP3
| lipid transfer protein 3 | Nicotiana tabacum NtLTP1
gene for lipid transfer protein,
complete cds
G1E5.4 AT1G07890.8 | Symbols:
APX1, MEEG6, CS1, ATAPX1, Nicotiana tabacum L-
ATAPX01 | ascorbate ascorbate  peroxidase = 2,
peroxidase cytosolic-like
1] (LOC107759703), mMRNA
G1F5.5 No match No match
G1F5
G1F5.6 AT5G59320.1 | Symbols: LTP3 Nicotiana tabacum NtLTP1
| lipid transfer protein 3 | gene for lipid transfer protein,
complete cds
G1G5 G1G5.1 No match No match
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G2A3

G2B3

G2C3
G2D3

G2E3

G2F3

G2G3

G2H3

G2A3.1

G2A3.2

G2A3.4

G2B3.1

G2C3.1
G2D3.3

G2E3.3

G2E3.4

G2E3.6

G2F3.3

G2F3.4

G2G3.2

G2H3.2

G2H3.3

G2H3.4

AT1G31330.1 | Symbols: PSAF
| photosystem | subunit F |

AT5G64510.1 | Symbols: TIN1
| unknown protein

AT1G35720.1 | Symbols:
ANNAT1, OXY5, ATOXY5 |
annexin 1 |

AT5G12250.1 | Symbols: TUB6
| beta-6 tubulin |

No match

AT4G16520.2 | Symbols:
ATGS8F | Ubiquitin-like
superfamily protein |
AT5G13490.1 | Symbols:

AAC2 | ADP/ATP carrier 2 |

AT1G31330.1 | Symbols: PSAF
| photosystem I subunit F |

AT3G48560.1 | Symbols:
CSR1, ALS, AHAS, TZP5,
IMR1 |
chlorsulfuron/imidazolinone
Resistant 1 |

AT3G08940.2 | Symbols:
LHCB4.2 | light harvesting
complex photosystem 11 |

AT4G16520.2 | Symbols:
ATGS8F | Ubiquitin-like
superfamily protein |

AT3G04770.2 |  Symbols:

RPSAD | 40s ribosomal protein
SAB|

No match

AT4G09160.1 | Symbols: |
SEC14 cytosolic factor family
protein /phosphoglyceride
transfer family protein |

ATA4G24660.1 | Symbols:
ATHB22, MEE68, HB22,
ZHD2 | homeobox protein 22 |

Nicotiana tabacum
photosystem | reaction center
subunit 11, chloroplastic-like

(LOC107789388), mMRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum uncharacterized
LOC107804685
(LOC107804685), mMRNA

Nicotiana tabacum annexin
D2-like (LOC107815719),
MmRNA

Nicotiana  tabacum  beta
tubulin-like mRNA, partial

sequence
No match

PREDICTED: Nicotiana
tabacum  autophagy-related
protein 8f-like
(LOC107815935), mRNA
PREDICTED: Nicotiana
tabacum ADP,ATP carrier
protein, mitochondrial

(LOC107811966), mRNA

Nicotiana tabacum
photosystem | reaction center
subunit 111, chloroplastic-like

(LOC107789388), MRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum acetolactate synthase
1, chloroplastic-like
(LOC107814192), mRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum  chlorophyll  a-b
binding  protein  CP29.2,
chloroplastic
(LOC107798677), mMRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum  autophagy-related
protein 8f-like
(LOC107815935), mRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum  40S  ribosomal
protein SA-like

(LOC107816512), mRNA
No match

PREDICTED: Nicotiana
tabacum patellin-3-like
(LOC107806665), MRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum zinc-finger
homeodomain protein 2-like
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G2A4

G2B4

G2C4

G2D4

G2D4

G2E4

G2F4

G2G4

G2A4.1

G2A4.2

G2B4.1

G2C4.1

G2DA4.1

G2D4.2

G2E4.1

G2F4.1

G2G4.1

G2G4.2

G2G4.5

AT4G27080.1 | Symbols:
ATPDIL5-4, ATPDI7, PDI7,
PDIL5-4 | PDI-like 5-4 |

AT2G06025.1 | Symbols: |
Acyl-CoA  N-acyltransferases
(NAT) superfamily protein |

AT3G04770.2 | Symbols:
RPSAb | 40s ribosomal protein
SAB |

AT4G08320.1 Tetratricopeptide
repeat (TPR)-like superfamily
protein

AT4G35760.1 NAD(P)H
dehydrogenase (quinone)s

ATAG34588.1 | Symbols:
CPuORF2 | conserved peptide
upstream open reading frame 2 |

AT1G67310.1 Calmodulin-
binding transcription activator
protein with CG-1 and Ankyrin
domains

AT5G06860.1
polygalacturonase
protein 1

inhibiting

AT3G62580.1 | Symbols: | Late
embryogenesis abundant protein
(LEA) family protein |

AT1G07080.1 | Symbols: |

Thioredoxin superfamily
protein |
AT4G36810.1 |  Symbols:

GGPS1 | geranylgeranyl

(LOC107790230), MRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum protein disulfide-
isomerase 5-3-like

(LOC107784201), MRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum uncharacterized
LOC107792131
(LOC107792131), transcript
variant X2, ncRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum  40S  ribosomal
protein SA-like
(LOC107813555), mRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum small glutamine-rich
tetratricopeptide repeat-
containing protein-like

(LOC107796996), transcript
variant X1, mRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum thiol-disulfide
oxidoreductase LTO1

(LOC107794467), MRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum uncharacterized
LOC107766297
(LOC107766297), mRNA
PREDICTED: Nicotiana
tabacum calmodulin-binding
transcription activator 4-like
(LOC107825443), transcript
variant X1, mRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum  polygalacturonase
inhibitor-like
(LOC107824201), mRNA
PREDICTED: Nicotiana
tabacum transmembrane
protein 205-like

(LOC107788056), mMRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum  gamma-interferon-
inducible  lysosomal thiol
reductase-like
(LOC107793859), mRNA

Nicotiana tabacum
geranylgeranyl pyrophosphate
synthase,  chloroplastic-like
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G2H4

G2A5

G2B5

G2H4.2

G2H4.5

G2H4.6

G2A5.2

G2A5.3

G2A5.4

G2A5.5

G2A5.6

G2B5.1

pyrophosphate synthase 1 |

AT3G14920.1Peptide-N4-(N-
acetyl-beta-
glucosaminyl)asparagine
amidase A protein

No match

AT4G14550.1 indole-3-acetic
acid inducible 14

AT3G14920.1 | Symbols: |
Peptide-N4-(N-acetyl-beta-
glucosaminyl)asparagine

AT1G07080.1 | Symbols: |
Thioredoxin superfamily
protein |

AT3G62580.1 | Symbols: | Late
embryogenesis abundant protein
(LEA) family protein |

AT3G44510.1 | Symbols: |
alpha/beta-Hydrolases
superfamily protein |

AT4G36810.1 |  Symbols:
GGPS1 | geranylgeranyl
pyrophosphate synthase 1 |

AT5G07740.1 | Symbols: |
actin binding | chr5:2458577-
2466813 REVERSE
LENGTH=5682

(LOC107774226), MRNA

PREDICTED:
tabacum
acetyl-beta-
glucosaminyl)asparagine
amidase A-like
(LOC107760917), mRNA

Nicotiana
peptide-N4-(N-

No match

PREDICTED: Nicotiana
tabacum auxin-responsive
protein IAAL7-like
(LOC107823026), mRNA
PREDICTED: Nicotiana
tabacum peptide-N4-(N-
acetyl-beta-
glucosaminyl)asparagine
amidase A-like

(LOC107760917), MRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum  gamma-interferon-
inducible  lysosomal thiol
reductase-like
(LOC107793859), mRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum transmembrane
protein 205-like
(LOC107788056), mRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum uncharacterized
LOC107811373
(LOC107811373), transcript
variant X1, mRNA

Nicotiana tabacum
geranylgeranyl pyrophosphate
synthase,  chloroplastic-like
(LOC107774226), mRNA
Nicotiana tabacum
polyphenol oxidase E,
chloroplastic-like
(LOC107805360), mRNA
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G2C5

G2F5

G2G5

G2H5

G2A6
G2B6

G2B6

G2C6

G2D6

G2C5.1

G2C5.3

G2C5.6

G2F5.1

G2G5.1

G2G5.3

G2H5.1

G2H5.2

G2H5.4

G2A6.1
G2B6.1

G2B6.2

G2C6.1

G2D6.3

AT1G07890.6 | Symbols:
APX1, MEES6, CS1, ATAPX1,
ATAPX01 | ascorbate
peroxidase

AT5G59320.1 | Symbols: LTP3
| lipid transfer protein 3 |

AT5G28840.1 | Symbols: GME
| GDP-D-mannose 3'5-
epimerase |

AT4G01900.1 | Symbols: PII,
GLB1 | GLNB1 homolog |

AT5G23280.1 | Symbols: |
TCP family transcription factor

AT4G06692.1
transposable_element_gene
AT1G01950.2 | Symbols:
ARK?2 | armadillo repeat kinesin
2|

AT2G26540.1 | Symbols:
HEMD, UROS, ATUROS,
ATDUF3, DUF3 |
uroporphyrinogen-11l1  synthase
family protein |

AT5G07600.1] Symbols: |
Oleosin family protein |

No match

AT3G12500.1 | Symbols:
ATHCHIB, PR3, PR-3, CHI-B,
B-CHI, HCHIB | basic chitinase

AT3G12500.1 | Symbols:
ATHCHIB, PR3, PR-3, CHI-B,
B-CHI, HCHIB | basic chitinase
|

AT4G34588.1 |  Symbols:
CPUuORF2 | conserved peptide
upstream open reading frame

AT1G15340.2 | Symbols:
MBD10 | methyl-CPG-binding

PREDICTED: Nicotiana
tabacum L-ascorbate
peroxidase 1, cytosolic-like
(LOC107776943), transcript
variant X2, misc_ RNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum non-specific lipid-
transfer protein 2-like
(LOC107760448), mRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum GDP-mannose 3,5-
epimerase 1-like

(LOC107797479), transcript
variant X1, mRNA
PREDICTED: Nicotiana
tabacum nitrogen regulatory
protein P-11 homolog
(LOC107773744), mRNA
PREDICTED: Nicotiana
tabacum transcription factor
TCP7-like (LOC107830175),
mRNA

Nicotiana tabacum trypsin
proteinase inhibitor precursor
(PI) mRNA, complete cds
PREDICTED: Nicotiana
tabacum uncharacterized
LOC107771959
(LOC107771959), transcript
variant X1, mRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum uroporphyrinogen-Ili
synthase,  chloroplastic-like
(LOC107763502), transcript
variant X1, mRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum induced stolen tip
protein TUB8-like

(LOC107805948), mRNA

No match

PREDICTED: Nicotiana
tabacum acidic endochitinase
P (LOC107771200), mMRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum acidic endochitinase
P (LOC107771200), mMRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum uncharacterized
LOC107766297
(LOC107766297), mMRNA
PREDICTED: Nicotiana
tabacum methyl-CpG-binding
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G2E6

G2F6

G2G6

G2H6

G2A7

G2B7

G2C7

G2D7

G2E6.4

G2F6.2

G2F6.6

G2G6.1

G2H6.1

G2H6.2

G2A7.1

G2A7.3

G2A7.5

G2B7.1

G2B7.4

G2C7.3

G2D7.1

domain 10 |

AT3G44110.1 | Symbols: ATJ3,
ATJ | DNAJ homologue 3 |

AT1G23860.2 | Symbols: SRZ-
21, SRZ21, RSZ21, At-RSZ21 |
RS-containing ~ zinc  finger
protein 21

AT3G62980.1 | Symbols: TIR1
| F-box/RNI-like superfamily
protein |

AT2G14680.3 | Symbols:
MEE13 | myosin heavy chain-
related | chr2:6277802-6283940

AT1G53910.1 | Symbols:
RAP2.12 | related to AP2 12 |

AT3G58630.1 | Symbols: |
sequence-specific DNA binding
transcription factors |

AT3G02470.1 | Symbols:
SAMDC | S-
adenosylmethionine
decarboxylase |

AT2G20690.1 | Symbols: |
lumazine-binding family protein

AT4G17670.1 | Symbols: |
Protein of unknown function

(DUF581) |
AT1G12090.1 | Symbols: ELP |
extensin-like protein |

chr1:4089847-4090725

AT4G14360.2 | Symbols: | S-
adenosyl-L-methionine-
dependent  methyltransferases
superfamily protein |

AT4G09320.1 | Symbols:
NDPK1 | Nucleoside
diphosphate  kinase  family
protein |

AT3G04770.2 | Symbols:

domain-containing protein 11-
like (LOC107811030),
transcript variant X2, mMRNA
PREDICTED: Nicotiana
tabacum dnal protein
homolog  (LOC107825388),
transcript variant X2, mRNA
PREDICTED: Nicotiana
tabacum  serine/arginine-rich
splicing factor RSZ21A-like
(LOC107809120), transcript
variant X1, mRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum protein
TRANSPORT INHIBITOR
RESPONSE 1-like

(LOC107821218), transcript
variant X2, mRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum pistil-specific
extensin-like protein
(LOC107768631), mMRNA

PREDICTED: Nicotiana

tabacum ethylene-responsive
transcription factor RAP2-12-
like (LOC107788512), mMRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum trihelix transcription
factor ASIL2-like
(LOC107806575), mRNA
PREDICTED: Nicotiana
tabacum uncharacterized
LOC107801520
(LOC107801520), mRNA

PREDICTED: Nicotiana
sylvestris riboflavin synthase
(LOC104221024), mRNA

PREDICTED: Nicotiana
sylvestris uncharacterized
LOC104246078
(LOC104246078), mMRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum 14 kDa proline-rich
protein DC2.15-like
(LOC107817575), mRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum probable
methyltransferase PMT3
(LOC107759039), mRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum nucleoside
diphosphate  kinase  1-like
(LOC107771678), mMRNA

PREDICTED: Nicotiana
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G2E7

G2F7

G2G7

G2H7

G2A8

G2B8

G2Cs8

G2ES8

G2E7.1

G2E7.3

G2F7.1

G2G7.2

G2G7.4

G2G7.6

G2H7.1

G2A8.1

G2B8.3

G2C8.1

G2E8.4

G2ES8.6

RPSAb | 40s ribosomal protein
SAB |

AT2G20690.1 | Symbols: |
lumazine-binding family protein

AT5G38410.1 | Symbols: |
Ribulose bisphosphate
carboxylase (small chain)

AT3G49010.3 | Symbols:
ATBBC1, BBC1, RSU2 | breast
basic conserved 1 |

No match

AT4G15180.1 | Symbols:
SDG2, ATXR3 | SET domain
protein 2 |

AT1G60420.1 | Symbols: |
DC1 domain-containing protein

|

AT3G04770.2 | Symbols:
RPSAb | 40s ribosomal protein
SAB |

AT3G09740.1 | Symbols:
SYP71, ATSYP71 | syntaxin of
plants 71 |

AT2G44300.1 | Symbols: |
Bifunctional inhibitor/lipid-
transfer protein/seed
AT3G44160.1 | Symbols: |
Outer membrane OMP85 family
protein |

AT4G09320.1 | Symbols:
NDPK1 | Nucleoside
diphosphate  kinase  family
protein |

AT3G25800.2 | Symbols:
PDF1, PR 65, PP2AA2 | protein
phosphatase 2A subunit A2

tabacum  40S  ribosomal
protein SA-like
(LOC107816512), mRNA

PREDICTED: Nicotiana

tabacum riboflavin synthase-
like (LOC107825203), mRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum ribulose
bisphosphate carboxylase

small chain, chloroplastic
(LOC107766567), mMRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum 60S  ribosomal
protein L13-1

(LOC107766512), mRNA
No match

PREDICTED: Nicotiana
tabacum histone-lysine  N-
methyltransferase ~ ATXR3-
like (LOC107829313),
transcript variant X1, mRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum probable
nucleoredoxin 2
(LOC107812784), mRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum  40S  ribosomal
protein SA-like
(LOC107816512), mRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum syntaxin-71-like

(LOC107799493), mRNA
PREDICTED: Nicotiana
tabacum protein YLS3-like
(LOC107781098), mRNA
PREDICTED: Nicotiana
tabacum polyphenol oxidase
E, chloroplastic-like
(LOC107789348), transcript
variant X3, mMRNA
PREDICTED: Nicotiana
tabacum nucleoside
diphosphate  kinase  1-like
(LOC107771678), mRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum serine/threonine-
protein phosphatase 2A 65
kDa regulatory subunit A beta
isoform-like
(LOC107787439), transcript
variant X1, mMRNA
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G2F8

G2G8

G2H8

G2A9

G2B9

G2B9

G2C9

G2D9

G2F8.1

G2F8.4

G2G8.1

G2G8.5

G2H8.1

G2A9.3

G2A9.5

G2B9.1

G2B9.3

G2C9.1

G2C9.2

G2C9.6

G2D9.1

AT3G53980.2 | Symbols: |
Bifunctional inhibitor/lipid-
transfer protein/seed storage 2S
albumin superfamily protein |

AT3G53980.2 | Symbols: |
Bifunctional inhibitor/lipid-
transfer protein/seed storage 2S
albumin superfamily protein |
AT4G09320.1 | Symbols:
NDPK1 | Nucleoside
diphosphate  kinase  family
protein |

No match

AT2G44300.1 | Symbols: |
Bifunctional inhibitor/lipid-
transfer protein/seed storage 2S
albumin superfamily protein |
AT4G09320.1 | Symbols:
NDPK1 | Nucleoside
diphosphate  kinase  family
protein |

AT4G09320.1 | Symbols:
NDPK1 | Nucleoside
diphosphate  kinase  family
protein |

AT3G51590.1 | Symbols:

LTP12 | lipid transfer protein 12
I

AT5G44890.1 | Symbols: |
transposable element gene |

AT3G01280.1 | Symbols:
VDAC1, ATVDACL1 | voltage
dependent anion channel 1 |

AT1G32210.1 | Symbols:
ATDAD1 | Defender against
death (DAD family) protein |

AT4G38510.2 | Symbols: |
ATPase, V1 complex, subunit B
protein |

AT4G09480.1 | Symbols: |
transposable element gene |

PREDICTED: Nicotiana
tabacum uncharacterized
LOC107765337
(LOC107765337), mMRNA
PREDICTED: Nicotiana
tabacum uncharacterized
LOC107765337
(LOC107765337), mMRNA
PREDICTED: Nicotiana
tabacum nucleoside

diphosphate  kinase  1-like
(LOC107771678), mMRNA

No match

PREDICTED: Nicotiana
tabacum protein YLS3-like
(LOC107781098), mRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum nucleoside
diphosphate  kinase  1-like
(LOC107771678), mRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum nucleoside
diphosphate  kinase  1-like
(LOC107771678), mRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum non-specific lipid-
transfer protein 2

(LOC107814800), mRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum uncharacterized
LOC107802204
(LOC107802204), ncRNA
PREDICTED: Nicotiana
tabacum mitochondrial outer
membrane protein porin of 34
kDa-like  (LOC107789843),
mMRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum dolichyl-
diphosphooligosaccharide--
protein  glycosyltransferase
subunit DAD1
(LOC107768807), mRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum V-type proton
ATPase  subunit  B2-like
(LOC107805728), mRNA
PREDICTED: Nicotiana
tabacum uncharacterized
LOC107794225
(LOC107794225), partial
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G2E9

G2F9

G2G9

G2H9

G2A10

G2B10

G2C10

G2D10

G2F10

G2ES.1

G2F9.2

G2F9.4

G2G9.1

G2H9.1

G2A10.1

G2A10.2

G2B10.1

G2C10.2

G2D10.3

G2F10.1

AT1G26355.1 | Symbols:
SP1L1 | SPIRAL1-likel |

AT5G59870.1 |  Symbols:
HTAG | histone H2A 6 |

AT3G07090.1 | Symbols: |
PPPDE putative thiol peptidase
family protein |

AT3G04770.2 | Symbols:
RPSAb | 40s ribosomal protein
SAB |

AT3G04770.2 |  Symbols:
RPSAD | 40s ribosomal protein
SAB|

AT3G29360.2 | Symbols: |
UDP-glucose 6-dehydrogenase
family protein |

AT3G56130.1 | Symbols: |
biotin/lipoyl attachment
domain-containing protein |

AT1G29910.1 |  Symbols:
CAB3, AB180, LHCBl.2 |
chlorophyll A/B binding protein
3

AT5G23280.1 | Symbols: |
TCP family transcription factor

AT2G20690.1 | Symbols: |
lumazine-binding family protein

AT3G58010.1 | Symbols:
PGL34 | plastoglobulin 34kD |
chr3:21475805-21477569

MRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum protein SPIRAL1-
like 1 (LOC107820715),
mRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum histone H2A.1
(LOC107761301), mRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum desumoylating
isopeptidase 1-like
(LOC107822016), mRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum  40S  ribosomal
protein SA-like
(LOC107816512), mRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum  40S  ribosomal
protein SA-like
(LOC107816512), mRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum  UDP-glucose 6-
dehydrogenase 3-like
(LOC107764147), mMRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum  biotin  carboxyl

carrier protein of acetyl-CoA
carboxylase-like
(LOC107795053), transcript
variant X2, mMRNA
PREDICTED: Nicotiana
tabacum  chlorophyll  a-b
binding protein 40,
chloroplastic-like
(LOC107773465), partial
mRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum  40S  ribosomal
protein SA-like
(LOC107816512), mRNA

PREDICTED: Nicotiana

tabacum transcription factor
TCP7-like (LOC107830175),
mMRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum riboflavin synthase-
like (LOC107825203), mRNA
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G2G10

G2H10

G2B11

G2C11

G2G10.1

G2G10.2

G2G10.5

G2G10.6

G2H10.1

G2H10.3

G2B11.1

G2B11.4

G2C11.1

AT3G27180.1 | Symbols: | S-
adenosyl-L-methionine-
dependent  methyltransferases
superfamily protein

AT3G27180.1 | Symbols: | S-
adenosyl-L-methionine-
dependent  methyltransferases
superfamily protein |

AT3G27180.1 | Symbols: | S-
adenosyl-L-methionine-
dependent  methyltransferases
superfamily protein |

AT1G58250.2 | Symbhols: SAB |
Golgi-body localisation protein
domain ;RNA pol Il promoter
Fmp27 protein domain |

AT1G29930.1 |  Symbols:
CAB1, ABI140, CABI140,
LHCBL1.3 |

AT2G33520.1 | Symbols: |
unknown protein;

AT1G58250.2 | Symbols: SAB |
Golgi-body localisation protein
domain ;RNA pol Il promoter
Fmp27 protein domain |

AT1G29930.1 | Symbols:
CAB1, AB140, CAB140,
LHCB1.3 | chlorophyll A/B
binding protein 1 |

AT2G33520.1 | Symbols: |
unknown protein;

PREDICTED: Nicotiana
tabacum probable plastid-
lipid-associated protein 13,
chloroplastic
(LOC107760813), mRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum RNA polymerase 1l
subunit 5-mediating protein
homolog (LOC107810662),
transcript variant X2, mMRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum RNA polymerase Il
subunit 5-mediating protein
homolog (LOC107810662),
transcript variant X2, mMRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum protein SABRE-like
(LOC107822498), mRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum  chlorophyll  a-b
binding protein 21,
chloroplastic-like
(LOC107807889), mRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum cysteine-rich and
transmembrane domain-
containing  protein  A-like
(LOC107823676), mMRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum transmembrane
protein 205-like
(LOC107788056), mRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum protein
ACCUMULATION AND
REPLICATION OF
CHLOROPLASTS 6,

chloroplastic-like
(LOC107788198), transcript
variant X1, mMRNA
PREDICTED: Nicotiana
tabacum ABC transporter |
family member 1
(LOC107776986), transcript
variant X1, mRNA
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G2D11

G2H11

G2A12

G2B12

G2C12

G2D12

G2E12

G2G12

G2D11.2

G2D11.3

G2D11.4

G2H11.1

G2H11.2

G2A12.1

G2B12.1

Cl21

G2D12.1

G2D12.2

G2E12.1

G2E12.2

G12.3

AT2G34700.1 | Symbols: |
Pollen Ole e 1 allergen and
extensin family protein |

AT3G62580.1 | Symbols: | Late
embryogenesis abundant protein
(LEA) family protein |

AT1G27530.1 | Symbols: |
CONTAINS InterPro
DOMAIN/s: Ubiquitin-
conjugating enzyme/RWD-like
(InterPro:IPR016135),

Ubiquitin-fold modifier-
conjugating enzyme 1
(InterPro:1IPR014806)

AT1G72370.1 | Symbols: P40,
AP40, RP40, RPSAA | 40s
ribosomal protein SA |

AT3G04770.2 | Symbols:
RPSAb | 40s ribosomal protein
SAB |

AT3G62580.1 | Symbols: | Late
embryogenesis abundant protein
(LEA) family protein |

AT3G04770.1 | Symbols:
RPSAb | 40s ribosomal protein
SAB |

AT3G04770.1 |  Symbols:
RPSAD | 40s ribosomal protein
SAB|

AT3G11940.1 | Symbols:
ATRPS5A, AML1, RPS5A |
ribosomal protein 5A |

AT1G07890.8 | Symbols:
APX1, MEE6, CS1, ATAPX1,
ATAPXO01 |

AT3G46450.2 | Symbols: |
SEC14 cytosolic factor family
protein /  phosphoglyceride
transfer family protein |

AT1G31970.1 | Symbols:
STRS1 | DEA(D/H)-box RNA
helicase family protein |

AT5G56780.1 |  Symbols:

PREDICTED: Nicotiana
tabacum non-classical
arabinogalactan protein 31-
like (LOC107813352), mRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum transmembrane
protein 205-like
(LOC107788056), mMRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum ubiquitin-fold

modifier-conjugating enzyme
1 (LOC107805705), mMRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum  40S  ribosomal
protein SA-like
(LOC107816512), mRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum 40S ribosomal
protein SA-like
(LOC107813555), mRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum transmembrane
protein 205-like
(LOC107788056), mMRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum  40S  ribosomal
protein SA-like
(LOC107816512), mMRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum 40S ribosomal
protein SA-like
(LOC107816512), mRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum  40S  ribosomal

protein S5 (LOC107790011),
mMRNA

tabacum L-
peroxidase 2,

Nicotiana
ascorbate
cytosolic-like
(LOC107759703), mRNA
PREDICTED: Nicotiana
tabacum serine
hydroxymethyltransferase 3,
chloroplastic-like
(LOC107759094), transcript
variant X2, mRNA

PREDICTED: Nicotiana
tabacum DEAD-box ATP-
dependent RNA helicase 5-
like (LOC107789804), mRNA
PREDICTED: Nicotiana
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G2H12

G2H12.1

ATET2, ET2 | effector of
transcription2 |

AT1G58100.1 | Symbols: |
TCP family transcription factor

tabacum uncharacterized
LOC107792131
(LOC107792131), transcript
variant X2, ncRNA
PREDICTED: Nicotiana
tabacum transcription factor
TCP8-like (LOC107788021),
mMRNA
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