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Resumo

O silenciamento de RNA usa pequenas moléculas de RNA como mediadores de
sequéncias especificas responsaveis por regular a expressdo de genes a nivel
transcricional, pds-transcricional e/ou traducional. A interferéncia por RNA (RNAI) é
um dos mecanismos celulares responsaveis pelo silenciamento génico pos-
transcricional, que atua sobre 0 mMRNA. Dependendo do grau de complementaridade
com 0 mMRNA-alvo, podera ocorrer um silenciamento por degradacdo do mRNA ou por
inibicdo da traducdo. Uma das principais vias de silenciamento de RNA de plantas é
mediada por microRNAs (miRNAs). miRNAs sdo pequenas moléculas de RNA nao-
codificadoras de proteinas, de 21 a 25 nucleotideos que sdo parcialmente
complementares a uma ou mais moléculas de mRNA, tendo como principal fungéo
regular negativamente a expressdo génica. A biogénese dos miRNAs envolve diversas
enzimas e proteinas. Dentre essas proteinas importantes sdo a DICER-LIKE (DCL),
responsavel pelo tamanho do RNA de fita dupla gerado, ARGONAUTA (AGO),
responsavel pela selecdo da fita de miRNA que serd incorporada ao complexo de
silenciamento induzido por RNA (RISC) e as proteinas DRB, proteinas ligantes de RNA
de dupla fita, que participam da biogénese de miRNAs. O RISC controla a expressao
pos-transcricional de genes-alvo, através do pareamento entre a fita do miRNA,
incorporada nesse complexo, com a regido homdloga de seu mRNA-alvo. Em
Arabidopsis thaliana ja foram descritas 10 proteinas AGO, 4 proteinas DCL e 5
proteinas DRB. Diferentes combinacdes de proteinas que se ligam ao RNA resultam em
diferentes respostas celulares. Dessa forma, entender como ocorre a intera¢do entre
proteinas DRB, bem como a interacdo destas com outras proteinas envolvidas na
biogénese de miRNAs, pode auxiliar na compreensdo de como este processo ocorre.
Neste trabalho n6s utilizamos duplo hibrido de levedura para investigar a interacdo entre
as proteinas DRBs. Interessantemente, foram observadas interacfes entre as proteinas
DRB1/DRB4, DRB2/DRB3 e DRB4/DRB3, trazendo novas perspectivas no cenario de
processamento de miRNAs
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Abstract

The RNA silencing uses small RNA molecules such as mediators of specific sequences
responsible for regulating the gene expression at transcriptional, post-transcriptional and/or
translational level. The RNA interference (RNAI) is one of the cellular mechanisms responsible
for post-transcriptional gene silencing, which acts on the mRNA. Depending on the degree of
complementarity with the target mRNA, it will cause silencing either by degradation or by
inhibition of MRNA translation. One of the main pathways of plant RNA silencing is mediated
by microRNAs (miRNAs). miRNAs are small RNA molecules encoding non-protein, from 21
to 25 nucleotides that are partially complementary to one or more mMRNA molecules, whose
main function negatively regulate gene expression. The biogenesis of mMiRNAs involves several
enzymes and proteins. Among these important proteins are DICER-LIKE (DCL), responsible
for the double-stranded RNA size generated, ARGONAUTA (AGO), responsible for the
selection of the miRNA tape that will be incorporated into induced silencing complex RNA
(RISC) and Double stranded RNA binding protein (DRB) which is known to participate in the
miRNAs biogenesis. In Arabidopsis thaliana were identified 10 AGO proteins, 4 DCL proteins
and 5 DRB proteins. Different combinations of RNA binding proteins can participate in
different cellular responses. Thus, to discover the interactions between the DRBs proteins, as
well as their interaction with others proteins involved in the biogenesis of miRNAs, can help to
unveil how this process occurs. In this study, we employed two-hybrid system for DRBs
interaction investigation. Interesting, interactions between DRB1/DRB4, DRB2/DRB3 and

DRB4/DRB3 were observed, bringing new perspectives in the miRNAs processing scenario.



1. Revisdo Bibliogréafica

1.1 Interferéncia por RNA

A interferéncia por RNA (RNAI) é um mecanismo celular que utiliza pequenas
moléculas de RNA ndo codificadoras para regular negativamente a expressdo de
diversos genes a nivel transcricional, pos-transcricional e/ou traducional, de forma
especifica (Hammond et al., 2005). A ocorréncia de silenciamento génico associado a
moléculas de RNA foi evidenciada inicialmente em plantas em 1990, em um estudo de
Napoli e colaboradores, utilizando petinias. Para designar o fendbmeno citoplasmatico
constatado em petlnias e outras espécies vegetais, e diferencid-lo do silenciamento
transcricional de ocorréncia nuclear observado em outros organismos, foi criado o termo
PTGS (do inglés, post transcription gene silencing), também chamado de silenciamento
génico pos-transcricional.

Nesse mecanismo, uma molécula de dsRNA tem como alvo um mRNA, e
dependendo do grau de complementaridade entre as sequéncias de nucleotideos dessas
duas moléculas, ira ocasionar o silenciamento deste mMRNA tanto pela sua degradacéo,
quanto pela inibicdo da sua traducdo. Ha evidéncias de que dsRNAs estejam também
envolvidos com a manutencao da condensacao de regies da cromatina e supressao da
transcri¢cdo nas proximidades dessas regifes. Durante o silenciamento, as moléculas
indutoras de dsRNA alvo sdo processadas em moléculas menores ao mesmo tempo que
0 RNA alvo é clivado em intervalos de 21 a 23 nt. Dessa forma, foi proposto um modelo
em que as moléculas derivadas do processamento do dsRNA atuariam como moléculas
guias e seriam responsaveis por recrutar um complexo de silenciamento para junto do
RNA alvo a ser clivado, e que este, por sua vez, seria reconhecido pelo seu pareamento
com tais moléculas guias. Essas moléculas efetoras foram denominadas de small

interfering RNAs (siRNAs) ou pequenos RNAs de interferéncia.

1.2 Regulacéo génica mediada por microRNAs (miRNAS)

Plantas utilizam uma sofisticada maquinaria de silenciamento de RNA para
controlar a expressdo de genes relacionados com 0s mais diversos processos
moleculares que afetam diretamente o desenvolvimento e a fisiologia das mesmas. Uma
das principais vias de silenciamento que ocorre apds a transcricdo é mediada por

microRNAs (miRNAs). Cerca de dois tercos dos miRNAs de plantas conhecidos



controlam a expressdo de fatores de transcricdo que regulam etapas cruciais do seu
desenvolvimento (Rhoades et al., 2002; Jones-Rhoades e Bartel, 2004)

Os miRNAs constituem a principal classe de pequenos RNAs ndo-codificadores
de proteinas e atuam em uma série de processos biologicos, como desenvolvimento
(Lelandais-Briere et al., 2010; Yang et al., 2007), sinalizagdo hormonal (Liu e Chen,
2009), floracdo e determinacdo sexual (Chuck et al., 2009) e adaptacdo a estresses
diversos (Chen, 2005; Lu et al., 2008b; Mallory e Vaucheret, 2006; Shukla et al., 2008).
S&o processados a partir de transcritos enddgenos, com cerca de 21-25 nucleotideos de
comprimento e foram descritos pela primeira vez em 1993 em estudos realizados com
Caenorhabditis elegans (Lee et al., 1993). Os miRNAs em plantas foram identificados
e descritos pela primeira vez na planta modelo A. thaliana em 2002 (Reinhart e Bartel,
2002; Park et al., 2002). Atualmente, ja foram identificadas 325 sequéncias nessa
mesma espécie, de acordo com o miRBase, que € um banco de dados publico. (Griffiths-
Jones, 2004; Griffiths-Jones et al., 2006, 2008; Kozomara e Griffiths-Jones, 2010).

1.3 Biogénese de miRNAs em plantas

A biogénse dos miRNAs é iniciada pela transcricdo do gene do miRNA, na
maioria das vezes pela RNA polimerase Il (Jones-Rhoades et al., 2006; Lee et al., 2004),
gerando um longo transcrito de miRNA primério (pri-miRNA) contendo cap 5’ e cauda
poli A na regido 3’. O pri-miRNA apresenta uma estrutura em formato de
grampo (hairpin), que é clivada por uma RNAse |1l Dicer-like (DCL) (Kurihara et al.,
2006) e pela Hyponastic Leaves 1 (HYL 1), também nominada de Double Stranded
RNA Binding Protein 1 (DRB1). Assim, gera uma molécula precursora do miRNA
maduro denominada pré-miRNA, com cerca de 70 nucleotideos (Lee et al., 2004). O
pré-miRNA é novamente clivado pela DCL1 e origina uma dupla miRNA:miRNA*
(Kurihara et al., 2006; Song et al., 2007; Song et al., 2011), que vai possuir dois
nucleotideos ndo pareados na regido 3’ de cada fita, o que o torna propenso a
degradacdes por exonucleases. Para evitar essa degradacédo, o excesso de nucleotideos
de cada fita dupla é metilado pela metiltransferase especifica de SRNA, Hua Enhancer
1 (HEN1) (Yu et al., 2005), e exportado para o citoplasma, onde a fita guia do miRNA
é separada da fita passageira do miRNA (miRNA*) (Park et al., 2002) e introduzida a
um Complexo de Silenciamento Induzido por RNA, RISC (do inglés, RNA-induced

silence complex) (Figura 1). Esse complexo é responsavel por mediar o pareamento



entre a fita do miRNA, previamente incorporada neste, e a regido homologa de seu
mRNA-alvo através de uma alta complementaridade de bases (Rivas et al., 2005).
Normalmente, quando a complementaridade é total, ocorre degradacdo do mRNA e

quando é parcial, ocorre repressao da traducdo e posterior degradacdo do mRNA (Bartel,

2004, 2009).
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Figura 1. Biogénese de miRNAs em plantas. O gene de miRNA é transcrito pela RNA
polimerase Il. O pri-miRNA apresenta uma estrutura em forma de hairpin, que é processada
pelas proteinas DCL1 e HYL1, formando o pré-miRNA de aproximadamente 70 nucleotideos
de comprimento, o qual sera novamente processado por DCL1, gerando um miRNA fita dupla.
Esse miRNA ¢ metilado nas extremidades 3’0OH por uma metiltransferase HENI1, e
posteriormente exportado para o citoplasma. Ali, uma das fitas do miRNA se associa com 0

RISC, controlando a expressdo pds-transcricional de genes alvo. Fonte: VVoinnet, 2009.

1.4 Proteinas DCL e AGO
Outras proteinas envolvidas na biogénese de miRNAs sdo as proteinas Dicer-

Like (DCL) e Argonaturas (AGO). Proteinas DCL sao essenciais no processamento de



miRNAs e apresentam dominios de helicase e um dominio de ligacdo ao RNA, PAZ,
que € responsavel pelo tamanho do RNA fita dupla gerado. Um ano apds a elucidacao
do papel dos siRNAs, a enzima responsavel pela clivagem das moléculas de dsRNA foi
identificada bioquimicamente (Bernstein et al., 2001), com posterior confirmagédo
genética em diferentes organismos (Grishok et al., 2001; Ketting et al., 2001; Knight e
Bass, 2001). Essa enzima denomida Dicer € uma RNAse do tipo Il que produz,
dependendo da isoforma, dsRNAs de ~21 ou ~24 nucleotideos (nts), denominados
pequenos RNAs de interferéncia (siRNAs) (Hammond et al., 2000). A planta modelo
Arabidopsis thaliana tem um conjunto basico de quatro tipos de proteinas Dicers
(Bouche et al., 2006; Henderson et al., 2006; Mlotshwa et al., 2008; Liu et al., 2009) e
tem sido muito especulado que cada uma requer a associacdo com uma proteina DRB,
a fim de exercer sua funcdo (Hiraguri et al., 2005; Margis et al., 2006; Nakazawa et al.,
2007; Ding et al., 2007). Das quatro proteinas DCL codificadas pelo genoma de A.
thaliana, o acimulo de miRNA tem se mostrado quase que totalmente dependente da
acdo da DCL1. (Bouché et al., 2006; Park et al., 2002; Reinhart et al., 2002). A DCL1,
localizada no nucleo, reconhece moléculas de RNA que tém a capacidade de formar
estruturas em forma de grampo e cliva-las, liberando miRNAs de 21 nt que
posteriormente serdo usados no complexo RISC para silenciar a expressdo de mMRNAS
alvo. (Kurihara et al., 2006; Xie et al., 2003). Alguns estudos sugerem que a DCL2 pode
competir com a DCL1 pela ligacdo & DRB1, limitando assim, a producdo de alguns
miRNAs (Han et al., 2004). A principal atividade da DCL3 ¢ processar longos dsSRNAs
de regides da heterocromatina do genoma em siRNAs de 24 nt (Daxinger et al., 2009).
Ja a DCL4, de forma semelhante a DCL1, participa do processamento de pequenos
RNAs de 21 nt. Para processar seus respectivos dsSRNA em sRNA de forma eficiente e
precisa, DCL1 e DCL4 requerem a assisténcia de dois membros de uma segunda familia
de proteinas que interagem com dsRNA e fazem parte de um grande dominio de
proteinas, dsRBPs (do inglés, Double-Stranded RNA Binding Domain Proteins) (Curtin
et al., 2008). E a familia de proteinas DRB (do inglés, dsSRNA BINDING PROTEINS).

Argonautas sdo proteinas caracterizadas pela presenga de dominios funcionais
conservados denominados PAZ (em N-terminal) e PIWI (em C-terminal). Elas se ligam
aos SiRNA e miRNA e apresentam atividade de endonuclease dirigida contra a fita de
MRNA complementar ao miRNA. Sao elas as responsaveis pela selecdo da fita de
miRNA que sera incorporada ao RISC (Rand et al., 2005; Hock, J. e Meister, G., 2008).

Em Arabidopsis thaliana ja foram descritas 10 proteinas Argonautas, sendo que o que



determina sua atividade e especificade a cada miRNA ¢ a identidade do nucleotideo na
regido 5’-terminal de pequenos RNAs. Na planta modelo, as AGO1 e AGO10 se ligam
a sRNAs com 5’-uracil, enquanto que AGO2, AGO4, AGO6, AGO7 e AGO9 se ligam
com 5’-adenina e a AGOS5, 5’-citosina (Mi, S., 2008; Takeda et al., 2008). Além disso,
as AGOs estdo relacionadas a diferentes vias de regulagdo génica. Sabe-se que AGOL,
AGO2, AGO7 e AGO10 estdo envolvidas no silenciamento génico pds-transcricional
(PTGS) e as AGO4, AGO6 e AGQO9 fazem parte da via de metilacdo do DNA mediada
por RNA (RdDM). J4 as AGO3 e AGOS8 ainda nao foram caracterizadas.

1.5 Proteinas DRBs

DRBs foram isoladas de virus, procariotos e eucariotos e regulam os diversos
aspectos da biologia de RNA, incluindo sintese de RNA, transporte, processamento,
traducdo e degradacdo (Gale et al., 2000; Fierro-Monti, I. e Mathews, M.B., 2000;
Saunders, L.R. e Barber, G.N., 2003). Aléem disso, essa familia de proteinas tem um
papel muito importante no silenciamento de RNAs. Em A. thaliana, foi primeiramente
descoberto por Han e colaboradores em 2004, onde passou a ser denominada
HYPONASTIC LEAVESL (HYL1, também chamada DRB1). A partir desta, foram
identificadas outras 4 proteinas com alta homologia a DRB1 e passaram a ser designadas
de DRB2, DRB3, DRB4 e DRB5 (Tabela 1).

Tabela 1. Proteinas DRB e seus tamanhos e pesos moleculares.

Proteina Tamanho * Peso Molecular **

DRB1 420 45547
DRB2 435 47441
DRB3 360 40074
DRB4 356 38416
DRB5 394 43636
* aminoacidos
k% Da

As DRBs possuem dois motivos de ligacdo a RNAs de fita dupla na sua porcao
amino-terminal, que consistem de, em média, 70 residuos de amino&cidos, nenhum
motivo de ligacdo a dSRNA na regido carboxi-terminal, possuem tamanho de 35-40 kDa
e formam dobras do tipo a-B-p-p-a, cujas duas a-hélices interagem com a molécula
dsRNA (St Johnston et al., 1992; Ryter, J.M. e Schultz, S.C.;1998; Curtin et al., 2008).



Além disso, andlises de cristalografia revelaram que estas proteinas interagem com o
RNA dupla fita, ligando-se preferencialmente a apenas um lado (e ndo em todo o redor)
do seu substrato (B. Tian et al, 2004).

A DRB mais estudada e a que mais se tem informacdo é a DRB1, também
chamada de HYLL1. Essa proteina tem 6 residuos repetidos de 28 aminoacidos na regido
C-terminal, cuja funcao ainda é desconhecida (Lu, C. e Fedoroff, N., 2000) e tem origem
nuclear, onde interage com a DCL1 auxiliando-a nas clivagens do miRNAS precursores,
liberando o duplex miRNA/MiRNA* (Qi et al, 2013). Dessa forma, processam 0S
transcritos primarios de miRNA e subsequentemente formam os miRNAs maduros (Han
etal., 2004), além de estar envolvida na selecao da fita guia para o complexo RISC (Han
et al., 2004; Hiraguri et al., 2005; Eamens et al., 2009). Outra DRB bem descrita em A.
thaliana é a DRB4, que assim como a DRB1, também se encontra no ndcleo. De forma
semelhante, a DRB4 interage funcionalmente (Nakazawa et al., 2007; Qu et al. 2008) e
exclusivamente com a DCL4, sendo esta a primeira DCL envolvida no processamento
de dsRNA virais (Hiraguri et al., 2005; Deleris et al., 2006).

A DRB2 apresenta localizag&o nuclear e auxilia no processamento especifico de
miRNAs no meristema apical. Como a DRB1, esta também é capaz de se ligar a DCL1
in vitro, mas diferente da DRB1, ela ndo interage preferencialmente com esta DCL
quando comparada com as DCL2, 3 ou 4 (Hiraguri et al., 2005). Ela é considerada
antagonista & DRB4 na producéo de siRNAs dependente da RNA Polimerase IV e
sinérgica a DRB4 na biogénese de miRNAs dependentes de DRB4 (Pe’lissier T, 2011).
Além disso, a DRB2 é considerada antagonista e sinérgica a DRB1 na biogenese de
miRNA especificos (Eamens et al., 2012).

Em relacdo as DRB3 e DRB5 poucas informacdes existem até o0 momento sobre
suas funcbes. Em contraste as DRB1, DRB2 e DRB4, as DRB3 e DRB5 sédo expressas
no citoplasma, e embora as DRB3 e DRB5 sejam dispensaveis para o processamento de
miRNA, por ndo estarem envolvidas nos estagios de processamento de dsRNA,
acredita-se que contribuem para silenciar transcritos alvo de miRNAs associados a
DRB2 (Eamens et al., 2012). Além disso, estas trés proteinas DRBs sdo muito
semelhantes. A nivel de aminoacidos, as DRB2, DRB3 e DRB5 formam um Unico
cluster filogenético e esse cluster € mais proximo a DRB4 do que a DRBL. Essa relagdo
também ocorre a nivel de estrutura gendmica, onde todos os cinco genes de DRB
apresentam trés éxons, separados por dois introns e flanqueados por uma regiao 5’ e 3’

ndo traduzidas (Figura 2). Entretanto, o primeiro éxon da DRB1 néo codifica 0 motivo



ligante a RNA dupla-fita como ocorre nos genes das DRB2, DRB3, DRB4 e DRB5.
Nestes quatro membros da familia DRB, os primeiros éxons codificam dois motivos N-
terminais ligantes a RNA de fita dupla, sugerindo que DRB2, DRB3 e DRB5 possam
ter evoluido a partir da DRB4 (Eamens et al., 2012). Sendo assim, esses trés membros
da familia podem ser funcionalmente redundantes (Curtin et al., 2008).
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Figura 2. Familia de proteinas DRB de A. thaliana. Esquema da estrutura

génica dos membros da familia DRB. As regides 5’ ¢ 3° UTR estao representadas por
linhas verdes, os éxons por setas laranjas e 0s dsSRBMs por linhas azuis. Como se pode
ver também em a), as DRB2, 3 e 5 estdo mais proximas e parecidas com a DRB4 do
que com a DRB1 (Fonte: Adapatado de "The Arabidopsis thaliana Double-Stranded
RNA Binding (DRB) Domain Protein Family”. Eamens, A.L., 2011).

1.6 Analise da interacdo de proteinas por Y2H

O sistema de duplo-hibrido em levedura (Yeast Two Hybrid — Y2H) é uma
técnica que possibilita o estudo de possiveis interagdes entre proteinas (Young, K. 1998)
e/ou proteina/DNA (Joung, J. et al., 2000) in vivo. Este sistema foi inicialmente descrito
por Fields e Song (1989) e desenvolvido com base no principio de que varias proteinas,
incluindo fatores de transcricdo de organismos eucariéticos (Keegan et al., 1986), séo
constituidas de multiplos dominios com fungdes independentes. Quando expressos

isoladamente e aproximados por meio de interagdes ndo covalentes, dominios



individuais podem funcionar conjuntamente para reconstituir a atividade da proteina
intacta. O principal fator de transcricéo utilizado é o0 GAL4, da levedura Saccharomyces
cerevisae. Este fator de transcrigdo possui dois dominios: (i) dominio de ligacdo ao DNA
(DNA Binding Domain — DBD) e também chamado de “isca”, localizado na por¢ao N-
terminal e (ii) dominio de ativacdo transcricional (Activation Domain — AD) e também
chamado de “presa”, localizado na por¢ao C-terminal da proteina. Com isso, ocorre a

formacédo de duas proteinas quiméricas (Figura 3).
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Figura 3. Esquema ilustrativo do sistema duplo hibrido. A) No caso de células de
levedura expressando duas proteinas hibridas (DBD-X e AD-YY) que n&o interagem,
AD-Y ndo estara fisicamente localizada no promotor e ndo ativara a transcri¢cdo dos
genes reporteres do sistema. B) Caso as proteinas hibridas sejam parceiras de interacéo,
DBD-X e AD-Y estardo localizadas na regido promotora de genes repoérteres e a
transcricdo é ativada. Fonte: Manual do Kit ProQuest™ Two-Hybrid System with

Gateway Technology, Invitrogen.

O principal fator que possibilita a utilizacdo o sistema de duplo hibrido em

levedura para estudar interacdes entre proteinas € a capacidade dos dominios N e C



terminais da proteina GAL4 ativarem a transcricdo génica quando estdo proximos,
sem necessariamente precisarem estar ligados. Dessa forma, é possivel testar a
interacdo entre duas proteinas clonando cada uma em cada um dos dominios
mencionados acima. Essas duas construgdes recombinantes sdo inseridas na
levedura, devidamente modificada para isso, e caso exista a interacdo entre as duas
proteinas, a transcri¢cdo de um gene repdrter presente na propria levedura ¢ ativado
(Figura 4).

Upstream Activating Sequence
(UAS) I W W
@l‘\\\ AR \}t“m UADIADIADAIY Reporter Gene @
GALS DNA Loz
binding sites HIS3
LIRA3

Figura 4. Esquema ilustrando a ativacdo de genes reporter apoés a ligacdo dos
dois dominios funcionais do fator de transcricdo GAL4. Fonte: Manual do Kit

ProQuest™ Two-Hybrid System with Gateway Technology, Invitrogen.

Os genes repdrter mais comumente utilizados em ensaio de Y2H sdo genes
auxotroficos, como Leu2, Ade2, Ura3, Lys2 e His3, que permitem o crescimento em
meio minimo. Atualmente, mais de um gene repérter sdo utilizados em paralelo, a fim
de aumentar o rigor dos ensaios. Isso porque um dos problemas comuns de Y2H é a
geracdo de falsos positivos devido a interacbes ndo especificas. A selecdo com dois
genes reporter ativos requer uma ativacdo da transcricdo mais concreta e, portanto,
aumenta o rigor do ensaio, mas concomitantemente dificulta a deteccdo de interacfes
fracas e transientes. Outra possibilidade para ajustar o rigor do ensaio é a inibi¢do parcial
da atividade enzimatica codificada pelo gene repoérter. Por exemplo, o produto do
repdrter HIS3, imidazol glicerol fosfato desidratase, é inibido competitivamente por
concentragdes crescentes de 3-aminotriazole. Nos ensaios de Y2H, a alta afinidade entre
as proteinas ird permitir que a célula sobreviva em meio contendo altas concentragdes
de 3AT. Dessa forma, € feita a selecdo em meio de cultura especifico para a

complementacdo de cada um dos mutantes auxotréficos.
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2. Justificativa

As interagOes entre distintos componentes da via de biogénese e acdo de
miRNAs resultam em uma ampla gama de respostas celulares. Desta forma, identificar
as possiveis interacdes entre diferentes proteinas presentes neste cenario é de extrema
importancia para o esclarecimento destas vias de regulagéo génica.

Na literatura, algumas interacdes entre proteinas envolvidas na biogénese de
miRNAs ja foram bem elucidadas, como a interacdo entre a DRB1 e a DCL1, na etapa
de processamento do pri- e pre-miRNA. Além disso, estudos recentes tém proposto
localizagBes divergentes para as proteinas DRBs, sugerindo possiveis novos
mecanismos de atuacéo.

Assim, entender quais proteinas DRBs interagem entre si, bem como, com outras
proteinas envolvidas na biogénese de miRNAs, e como ocorre essa interacdo, podera
auxiliar-nos no entendimento do processamento e funcionamento destes pequenos
RNA:s.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo Geral:
Analisar a interacdo entre proteinas DRBs, e destas com outras proteinas

envolvidas na via de biogénese e acdo de miRNAs.

3.2 Objetivos Especificos:

3.2.1 Amplificar e clonar em vetor de entrada pCR/8GW/TOPO-TA as
sequéncias codificadoras de proteinas DRBs, proteinas AGO 1 e 2 e DCL1 e 3;

3.2.2 Analisar interacdo das proteinas DRBs entre si por meio de ensaio de duplo
hibrido;

3.2.3 Analisar interacdo entre proteinas DRBs e proteinas do tipo DLC por meio
de ensaio de duplo hibrido;

3.2.4 Analisar interacdo entre proteinas DRBs e proteinas do tipo AGO por meio

de ensaio de duplo hibrido;
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4. Materiais e métodos
4.1 Material vegetal

Para a obtencdo das sequéncias codificadoras das proteinas DRBs, foram
crescidas sementes de Arabidopsis thaliana, ecétipo Columbia, acesso 0 (Col-0), em
solo turfado sob temperatura de 23°C, com fotoperiodo de dia longo (16h de luz/ 8h

de escuro) em salas de crescimento com 65% de umidade relativa do ar.

4.2 Extragdo de RNA total

A extracdo de RNA total foi feita utilizando o reagente TRIZOL, de acordo
com o protocolo do fabricante. O RNA para a sintese de cDNA para amplificacdo das
DRBs 3 e 5 foi extraido de inflorescéncias de A. thaliana, enquanto que o RNA para a
sintese de cDNA para amplificacdo das DRBs 1, 2 e 4, AGO1 e 2 e DCL1 e 3 foi
extraido de folhas. Para cada 100 mg de tecido macerado foi adicionado 1 mL de
TRIZOL. A solucdo foi incubada por 5 minutos a temperatura ambiente e em seguida
foram adicionados 100 pL de cloroférmio. Depois de misturar bem por 15 segundos e
incubar por 3 minutos a temperatura ambiente, a solugdo foi centrifugada por 15
minutos, a 12.000 rpm, a 4°C. A fase aquosa foi transferida, com cuidado, para outro
tubo de 1,5 mL e entdo foram adicionados 500 pL de alcool isopropilico gelado. Apos
incubar por 10 minutos a temperatura ambiente, foi feita a centrifugacdo por 15
minutos, a 12.000 rpm, a 4°C e o sobrenadante foi removido. Foram feitas trés lavagens
com etanol 75% gelado e depois de evaporado o excesso, o pellet foi solubilizado em
50 pL de agua destilada. Por fim, a solucédo foi exposta a temperatura de 60°C por 10
minutos e armazenada no freezer. Apés a extracdo, a analise da integridade do RNA
foi realizada através de eletroforese em gel de agarose 1% e visualizada sob luz UV e
imagem digital gerada por meio do sistema Gel-Doc (Bio-Rad).

4.3 Sintese de cDNA

Apos a verificagédo da qualidade e da quantidade do RNA extraido, foi realizada
a sintese do cDNA. Para isso, 9 pL do RNA total extraido juntamente com 1pL de
oligodT (100 pM) foram incubados por 5 minutos & 70°C. A essa solucdo foram
adicionado 6 pL de Tampdo 5X, 2 uL de dNTP (5 uM), 1 uL da Enzima Transcriptase
Reversa M-MLV e 11uL de agua destilada. Apds a incubagéo por 60 minutos a 40°C,
0 produto foi diluido 10X e utilizado nas reagdes em cadeia da polimerase (PCR).

4.4 Amplificacéo das regides codificadoras das proteinas DRBs, DCLs e AGOs
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Para amplificar as sequéncias codificadoras (CDS) dos genes das 5 proteinas
DRBs, 2 proteinas AGOs e 2 proteinas DCLs, nove pares de primers foram projetados
utilizando o software Primer3plus v2.3.5, baseado nas sequéncias depositadas no banco
de dados Phytozome v.10. Os pares de primers utilizados para amplificar cada
sequéncia, bem como os tamanhos dos fragmentos amplificados estdo descritos na
Tabela 2. Para a amplificacdo das regides codificadoras das cinco proteinas DRBs,
foram realizadas reacdes de PCR partindo de um input inicial de 5 pL de cDNA 1:10.
As reacdes foram realizadas em um volume total de 20 pL, constituidas de 4 uL de
tampédo 5X, 0,8 uL de 5mM dNTP, 1 pL do primer direto (10 uM) e 1 pL do primer
reverso (10 uM), 0,2 pL da enzima Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase (NEB).
A enzima DNA polimerase de alta fidelidade Phusion possui uma taxa de erro 50 vezes
menor que a Taq DNA polimerase sendo indicada para clonagem génica. A temperatura
de anelamento para os primers das DRBs, AGOs e DCLs permaneceu 0 mesmo, Visto
que as proteinas tém a mesma temperatura de anelamento. O que variou para cada
amostra foi o tempo de reacdo para a extensdo dos primers. Para cada reacdo foi
utilizado o seguinte programa de PCR: 94°C por 2 minutos para a etapa da primeira
desnaturacédo, 94°C por 30 segundos para demais desnaturacdes do ciclo, 60°C / 72°C
por 30 segundos para a etapa do anelamento dos primers, 72°C, com tempo variante de
acordo com o tamanho do fragmento, para a etapa de extensdo dos primers. Estas etapas
passaram por 35 ciclos. Ap6s os produtos de amplificacdo foram verificados por
eletroforese em gel de agarose 1% e visualizados sob luz UV e imagem digital gerada
por meio do sistema Gel-Doc (Bio-Rad). As bandas corretas foram extraidas do gel e

purificadas via Wizard SV gel and PCR clean-up System (Promega).

Tabela 2. Sequéncias dos primers projetados para amplificagdo das CDS de cada DRB,

AGO e DCL, temperaturas de anelamento e tamanho dos amplicons.

Primer . . , , T Amplicon
D Sequéncia 5'> 3 (°C) (pb)
DRB1 F TATCTCgAgAAAAgAATgACCTCCACTgATgTTTCC 60 1257

DRB1 R AATAggATCCTCAATggTgATggTgATggTgTgCgTggCTTgCTTCTgTCTC 60



DRB2
DRB2
DRB3
DRB3
DRB4
DRB4
DRB5
DRB5
AGO1
AGO1
AGO2
AGO2
DCL1
DCL1
DCL3
DCL3
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F TATCTCgAgAAAAGAATGTATAAGAACCAGCTACAAGAGT 60
R AATAggATCCTCAATggTgATggTgATggTggATCTTTAggTTCTCCAgTCgCTC 60
F TATCTCgAAAAGAATGTATAAAGAATCAGTTGCAAGAGC 60
R AATAggATCCTCAATGgTgATggTgATGgTgATTTggTAATGACTTCTTCTCTTY 60
F TATCTCgAgGAAAAGAATGgATCATGTATACAAAGGTCAAC 60
R AATAggATCCTCAATggTgATggTgATggTgTggCTTCACAAgACgATAggC 60
F TATCTCgAgAAAAGAATGTATAAGAATCAGCTTCAAGAGC 60
R AATAggATCCTCAATggTgATggTgATggTgACTATCATgggTTTgATCCAAAAT 60
F ATggTgAgAAAgAgAAgAACggA 56
R TCAgCAgTAgAACATgACACg 57
F ATggAgAgAggTggTTATCgAg 56
R TCAgACgAAgAACATAACATTCTCA 54
F  ATggTAATggAggATgAgCC 54
R TCAAgAAAAAgTTTTATTTAAAAgCTC 50
F ATgCATTCgTCgTTggAgC 56
R CTACTTTTgTATTATGACGATCTTGCgG 54

1302

1077

1065

1190

3153

3045

5730

4743

4.5 Ligacdo dos amplicons em vetor de entrada pCR/8GW/TOPO-TA

Apos as sequéncias codificadoras das DRBs terem sido amplificadas, a cada
uma destas foi adicionada uma adenina na regido 3’ terminal, com a enzima Taq DNA
polimerase. Para isso, foram misturados 7,8 pL de PCR purificado, 1,0 pL de tampé&o
da Taq DNA polimerase, 1,0 uL de dATP (2 mM) e 0,2 pL da Taq DNA polimerase.
A solucéo foi incubada por 20 minutos a 72°C. Esse passo foi realizado porque o vetor
de entrada pCR/8GW/TOPO-TA possui uma timina em excesso em ambas
terminagdes 3’. Dessa forma, possibilita a ligacdo do fragmento no vetor de entrada.
Para isso, 2,3 uL do produto de PCR, 0,2 pL do vetor de interesse (pCR/8GW/TOPO-
TA) e com 0,5 pL de solucdo salina foram misturados e incubados a temperatura
overnight. Esse vetor proporciona a recombinagdo através do sistema Gateway, o qual
sera recombinado com um vetor binério através dos sitios de recombinacédo attL/attR
(Figura 5). Bacteérias Escherichia coli termocompetentes, linhagem Omnimax, foram
transformadas com os produtos de ligacdo através de choque térmico. Depois de
descongeladas em gelo, em cada tubo contendo bactérias E. Coli foi adicionado 1 pL
do vetor de interesse. Depois de incubadas por 30 minutos em gelo, as bactérias foram
submetidas a uma tempareatura de 42°C por 1,5 minuto. Imediatamente, foram

transferidas para o gelo por 5 minutos e entdo adicionado 1mL de meio Luria-Bertani
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(LB) liquido. O tubo ficou sob agitacdo por 1 hora, a 180 rpm a 37°C. A cultura foi
centrifugada por 3 minutos a 3.000 g para formar um concentrado das bactérias no
fundo do tubo. Apos retirar aproximadamente 600 UL do sobrenadante, as células
foram ressuspendidas no meio restante e plaqueadas em meio LB-&gar com os
repectivos antibioticos de interesse. Como modo de sele¢do de células transformadas
foi utilizado o antibidtico espectinomicina (100 pg/mL). Por fim, a placa foi mantida

na estufa a 37°C entre 16 e 20 horas.

Figura 5. Mapa do vetor de entrada pCR/8GW/TOPO-TA. Vetor utilizado na
insercdo dos produtos de PCR e utilizado para posterior recombinacgdo. Possui 2817
pb e apresenta gene que confere resisténcia a espectinomicina. Os sitios attL sdo
reconhecidos por recombinases. Fonte: Manual pCR™8/GW/TOPO® TA Cloning®
Kit.

4.6 Confirmagao das c6lonias transformadas

A fim de comprovar a transformacéo das bactérias com o vetor de interesse, foi
realizado um PCR de colbnia. As reacdes foram realizadas em um volume total de 20
uL, sendo 2 pL de tampéo 10X, 0,6 puL de 1,2 mM MgCly, 0,4 uL de 5 mM dNTP, 0,4
ML do primer Direto (10 uM) e 0,4 pL do primer Reverso (10 uM), 0,2 pL da enzima
Tag DNA polimerase, agua destilada em quantidade suficiente para o volume final e
uma colénia de interesse. A seqguir, foi realizada eletroforese em gel de agarose a 1%.
A corrida foi realizada em tampdo TAE 1X (Tampdo Tris-Acetate — Tris 40 mM,
Acido Acético 20mM, EDTA 0,5 M pH 8.0), a 100 V por 40 minutos. ApGs o término,

0 gel foi visualizado sob radiagéo ultravioleta.
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As colbnias positivas foram entdo incubadas overnight a 37°C em 5 mL de
meio LB, contendo espectinomicina, para posterior extracdo do DNA plasmidial
Destes 5 mL da cultura bacteriana, 1 mL foi transferido para um microtubo e
centrifugado por 3 minutos a 12.000 g. O sobrenadante foi descartado e o processo
repetido, a fim de obter maior volume de cultura. O precipitado foi ressuspendido em
100 pL de tampdo TE 1X (10 mM Tris-HCI pH:8, 1 mM EDTA) e misturado em
agitador. Em seguida, foram adicionados 100 pL do tampéo de lise (0,2 M NaOH,
SDS1%). O tubo foi agitado 10 vezes por inversdo e depois de aguardar 5 minutos,
foram adicionados 300 pL da solugéo de neutralizagdo (3 M acetato de potasio/sodio
pH:4-8,5-3). Apds a solucdo ser novamente misturada por inversdo até formar um
precipitado branco, foi centrifugada por 10 minutos a 12.000g e o sobrenadante
transferido, por inversdo, para outro tubo. Foram adicionados 2 volumes de etanol 95%
e apos centrifugar por 15 minutos a 12.000 g, o sobrenadante foi descartado e o Gltimo
passo repetido. Apos seco a temperatura ambiente, o precipitado foi solubilizado em
100 pL de agua. Para confirmar a correta insercdo do cDNA de cada DRB no vetor de
entrada foi realizado o sequenciamento por Sanger, e as sequéncias obtidas foram
alinhadas via Clustal W, programa Mega 6.0, com a sequéncia esperada predita pela

correta insercdo do amplicon no vetor pCR/8GW/TOPO-TA.

4.7 Recombinagdo com o vetores para o teste de Y2H

Os vetores que foram confirmados as corretas inser¢ées dos amplicons, foram
entdo recombinados com os vetores binarios pDEST para os teste de Y2H. Foram
utilizados os dois vetores pDEST32 (contendo o dominio de ligacdo de Gal4) e
pDEST22 (contendo o dominio de ativacdo de Gal4) (Figuras 6 e 7). Como o vetor de
entrada pCR/8GW/TOPO-TA possui o sitio attL, foi utilizada a enzima clonase para a
recombinacdo LR. A reacdo foi incubada a temperatura ambiente overnight 1 puL do
plasmideo linearizado, 2 uL de TE 1X, 1 pL do vetor de destino e 1 pL da enzima
clonase LR. Na sequéncia, o volume total da reagéo foi utilizado na transformacéo de
bactérias E. Coli Omnimax por choque térmico, conforme descrito no item 4.5. Como
modo de selecdo das colbnias positivas para os produtos de recombinagdo, foram
utilizados os antibidticos ampicilina (100 pg/mL) para o vetor de destino pDEST22 e

gentamicina (10 pg/mL) para o vetor de destino pDEST32.
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pDEST 32
12266 bp

Figura 6. Mapa do vetor de destino pDEST32. Esse vetor possui 12266 pb e genes
que conferem resisténcia a gentamicina e cloranfenicol, além de genes importantes
(LEU2) para a biossintese de leucina. E utilizado para produzir proteinas de interesse
com o dominio BD de Gal4 fusionado em sua extremidade N-terminal. Os sitio attR1

e attR2 sdo reconhecidos por recombinases. Fonte: Manual Gateway® Technology.

pDEST™22
8930 bp

Figura 7. Mapa do vetor de destino pDEST22. Esse vetor possui 8930 pb e genes
que conferem resistancia a ampicilina e cloranfenicol, além de genes importantes
(TRP1) para a biossintese de triptofano. E utilizado para produzir proteinas de
interesse com o dominio AD fusionado em sua extremidade N-terminal. Os sitio attR1

e attR2 sdo reconhecidos por recombinases. Fonte: Manual Gateway® Technology.

4.8 Co-transformacdo de levedura

Para posterior screening em meios seletivos, células competentes de
Saccharomyces cerevisae, linhagem Mav203, foram co-transformadas com as
construgdes recombinadas. Uma colonia fresca da levedura Saccharomyces cerevisae,

da linhagem Mav203, foi inoculada em 10 mL de meio YPD (yeast peptone dextrose)
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e mantida sob agitacdo a 30°C até o dia seguinte. Depois de determinar a densidade
Optica— OD (600 nm) e diluir a cultura para uma OD de 0,4 em 50 mL de meio YPD,
a cultura permaneceu crescendo entre 2 e 4 horas. As células foram centrifugadas a
2.500 rpm por 4 minutos e o pellet foi ressuspendido em 40 mL de TE 1X. Novamente,
as células passaram por esses processos e o pellet foi ressuspendido em 2 mL de LiAc
1X com TE 0,5X. As células foram incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente.
Para cada transformacao, foram misturados 1 pg do DNA plasmidial e 100 pug de DNA
de esperma de salmdo denaturado, com 100 pL da suspenséo de levedura do passo
anterior. A essa solugao foram acrescentados 700 pL de LiAc 1X/40% PEG3350/TE
1X. Apds misturar bem, a solucdo foi incubada por 30 minutos a 30°C sob agitacédo de
200 rpm. Foram adicionados 88 L de DMSO, para permeabilizar a parede celular, e
a solucdo foi homogeneizada cuidadosamente. O passo seguinte foi dar choque térmico
a 42°C por 7 minutos, seguido de centrifugagdo por 10segundos/10.000rpm. O
sobrenadante foi removido e o pellet ressuspendido em 1 mL de TE 1X. Novamente,
foi realizada a centrifugacéo e dessa vez o pellet foi ressuspendido em 100 puL de TE
1X. Cada célula recebeu dois vetores diferentes, cada um contendo a sequéncia
codificadora de alguma DRB fusionada a um dominio, ora de ligac&o ao promotor, ora
de ativacdo da RNA polimerase. Dessa forma, as células foram plaqueadas em meio
de selecdo YNB (yeast nitrogen base) sem os aminoacidos leucina (L) e triptofano
(W). Apos a co-transformacéo as células foram mantidas na estufa a 30°C por 3 dias.
A confirmagdo de cada co-transformagéo foi realizada via PCR de colonia, de acordo
com o item 4.6. O PCR foi realizado com primers anelando no vetor e o outro que

anela no fragmento de interesse.

4.9 Ensaio de Y2H

A interacdo entre as proteinas DRBs através do ensaio de duplo hibrido foi
realizada de acordo com o protocolo disponivel no manual do Kit ProQuest™ Two-
Hybrid System with Gateway Technology, Invitrogen. A partir de uma placa fresca da
levedura co-transformada, uma coldnia foi inoculada em 2 mL de meio liquido YNB
sem aminoacidos. Depois de homogeneizar por agitacdo, 100 pL foram reservados. A
densidade éptica (OD), em comprimento de onda de 600 nm, foi medida com os 1,9
mL restantes. Os valores das OD foram aproximados através de diluicdes com o meio
YNB sem aminoacidos. Em uma placa de 96 pogos foram feitas dilui¢ces seriadas de

5 pontos. Partindo de 100 pL das leveduras com OD’s aproximadas, a cada 10 pL de
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diluicdo foram acrescentados 90 pL de meio YNB sem aminoacidos. Com a pipeta
multi-canal, 7 puL de cada poco da placa de 96 foram aplicados nas respectivas placas
seletivas (Figura 8). Cada levedura co-transformada foi submetida a diferentes meios
seletivos, como mostra a Tabela 3, e entdo as placas foram incubadas na estufa a 30°C

por 4 dias.

1x 2x 3x 4x 5x

Figura 8. Mapa de distribuicdo das diluicdes nas placas seletivas. Utilizada para
analise de interacdo entre proteinas via sistema de duplo hibrido. Nas linhas estdo as
diluicbes seriadas de cinco pontos (1:10) e nas colunas sdo as diferentes co-

transformacdes testadas quanto a interacdo das proteinas.

Tabela 3. Meios de cultura utilizados no teste de Y2H, com suas descricdes.

Meio de Cultura Caracteristicas
YNB -L -W Meio sem aminoacidos Leucina e Triptofano
YNB -L -W -H Meio sem aminodacidos Leucina, Triptofano e Histidina

YNB -L -W -H 1 mM 3AT Meio sem aminodacidos Leucina, Triptofano e Histidina, com 1 mM de 3AT
YNB -L -W -H 5 mM 3AT Meio sem aminodacidos Leucina, Triptofano e Histidina, com 5 mM de 3AT
YNB -L -W -H 10 mM 3AT Meio sem aminoacidos Leucina, Triptofano e Histidina, com 10 mM de 3AT
YNB -L -W -H 50 mM 3AT Meio sem amino&cidos Leucina, Triptofano e Histidina, com 50 mM de 3AT
YNB -L -W -H 100 mM 3AT  Meio sem aminoacidos Leucina, Triptofano e Histidina, com 100 mM de 3AT
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5. Resultados
5.1 Confirmacdo da amplificacdo das CDSs de DRBs, AGOs e DCLs.

Os fragmentos de cada uma das cinco DRBs, amplificados por PCR, foram
examinados em gel de agarose a 1%. Em relagdo as AGOs e DCLs, varios parametros,
como diferentes temperaturas de anelamento dos primers (testando um gradiente), bem
como diferentes polimerases (testadas as enzimas Taq e Phusion), foram modificados
a fim de obter a amplificacdo. Entretanto, ndo foi possivel amplificar os fragmentos e,
dessa forma, o trabalho deu continuidade somente com as DRBs. As bandas que
corresponderam ao tamanho esperado da regido codificadora (CDS) de cada gene de

DRB foram extraidas e purificadas do gel (Figura 9).

M M
DRB3 DRB5 100pb DRB1 DRB2 DRB4 1Kb

S e oma

I

1500bp

- 1000bp

1257 1302
1065

Figura 9. Confirmacgdo da amplificacdo das CDSs das DRBs de A. thaliana via
eletroforese em gel de agarose a 1%. O tamanho dos fragmentos esperados em pares
de bases (pb) estéo indicados abaixo de cada banda. M representa 0 marcador de peso
molecular de 100 pb e 1 kb.

5.2 Ligacéo dos amplicons em vetor de entrada pCR/8GW/TOPO-TA

As sequéncias codificadoras das DRBs foram clonadas no vetor de entrada
pCR/B8GW/TOPO-TA e os plasmideos nos quais foram confirmadas as clonagens
corretas receberam cadigos (Tabela 4). Estes novos plasmideos foram utilizados para

a recombinacdo com vetores binarios.



Tabela 4. Codigos dos plasmideos dos quais tiveram sua ligacédo confirmada.

Vetor Descricdo
pFRKO030 pCR8GW TOPO CDS_DRB4
pFRKO031 pCR8GW TOPO CDS_DRB5
pFRK032 pCR8GW TOPO CDS_DRB1
pFRKO033 pCR8GW TOPO CDS_DRB2
pFRKO034 pCR8GW TOPO CDS _DRB3

5.3 Reacdes de recombinacgéo
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As coldnias que cresceram na placa contendo meio LB e espectinomicina como

marca de resisténcia foram verificadas quanto a presen¢a do inserto por PCR de

colénia e analise em eletroforese em gel de agarose 1%. Posteriormente, foi feita a

extracdo do DNA plasmidial (miniprep), seguido de sequenciamento a fim de

confirmar a insercédo correta (Figura 10). Os plasmideos nos quais foram confirmadas

as recombinagfes corretas receberam codigos (Tabela 5) e foram utilizados para as

analises de interacdo via duplo hibrido de levedura.

Tabela 5. Cdodigos dos plasmideos recombinados com vetores de destino pDEST 32

e pDEST22.

Proteina Vetor Resisténcia Descricdo Novo plasmideo
DRB4 pDEST22 Ampicilina CDS_DRB4 + GAL4AD pFRK042
DRB4 pDEST32 Gentamicina CDS_DRB4 + GAL4BD pFRKO043
DRB1 pDEST22 Ampicilina CDS_DRB1 + GAL4AD pFRK044
DRB3 pDEST32 Gentamicina CDS_DRB3 + GAL4BD pFRKO045
DRB2 pDEST32 Gentamicina CDS_DRB2 + GAL4BD pFRK046
DRB3 pDEST22 Ampicilina CDS_DRB3 + GAL4AD pFRK047
DRB2 pDEST22 Ampicilina CDS_DRB2 + GAL4AD pFRK048
DRB5 pDEST32 Gentamicina CDS_DBR5 + GAL4BD pFRKO049
DRB5 pDEST22 Ampicilina CDS_DRB5 + GAL4AD pFRKO050
DRB1 pDEST32 Gentamicina CDS_DRB1 + GAL4BD pFRKO051
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Figura 10. Confirmacao das insercdes em vetores de destino via sequenciamento.
Os novos plasmideos foram sequenciados e confirmados quanto a correta insercao do
amplicon. Apds o sequenciamento, o alinhamento foi realizadono programa Mega 6.0,
via Clustal W.

5.4 Co-transformacao de levedura

Apos feitas todas as combinacdes possiveis entre as sequéncias codificadoras
das 5 DRBs e os vetores de expressdo do sistema duplo hibrido (pDEST32 e
pDEST?22), foram obtidas 23 leveduras co-transformadas (Figura 11). Cada nova
construcdo recebeu um cddigo. Como houve interacdo entre DRB2/pDEST32 +
DRB2/pDEST22 e DRB4/pDEST32 + DRB4/pDEST22, foram construidos dois
controles negativos, onde o dominio de ativacdo da RNA polimerase ndo possuia

nenhuma DRB fusionada a si (Tabela 6).



Tabela 6. Cddigos das leveduras co-transformadas com os vetores de destino.
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Proteina Vetor Proteina Vetor Nova construgdo
DRB 3 pDEST32 + DRB 3 pDEST 22 yFRK 050
DRB 4 pDEST32 + DRB 4 pDEST 22 YFRK 051
DRB 3 pDEST32 + DRB 4 pDEST 22 YFRK 052
DRB 2 pDEST32 + DRB 2 pDEST 22 yFRK 053
DRB 5 pDEST32 + DRB 1 pDEST 22 yFRK 054
DRB 2 pDEST32 + DRB 1 pDEST 22 yFRK 055
DRB 4 pDEST32 + DRB 1 pDEST 22 yFRK 056
DRB 1 pDEST32 + DRB 1 pDEST 22 YFRK 057
DRB 3 pDEST32 + DRB 1 pDEST 22 yFRK 058
DRB 4 pDEST32 + DRB 2 pDEST 22 yFRK 059
DRB 3 pDEST32 + DRB 2 pDEST 22 yFRK 060
DRB 5 pDEST32 + DRB 4 pDEST 22 YFRK 061
DRB 5 pDEST32 + DRB 2 pDEST 22 yFRK 062
DRB 4 pDEST32 + DRB 3 pDEST 22 yFRK 063
DRB 5 pDEST32 + DRB 5 pDEST 22 yFRK 064
DRB 5 pDEST32 + DRB 3 pDEST 22 yFRK 065
DRB 1 pDEST32 + DRB 3 pDEST 22 yFRK 066
DRB 2 pDEST32 + DRB 3 pDEST 22 YFRK 067
DRB 1 pDEST32 + DRB 4 pDEST 22 yFRK 068
DRB 2 pDEST32 + DRB 4 pDEST 22 yFRK 069
DRB 3 pDEST32 + DRB 4 pDEST 22 yFRK 070
DRB 4 pDEST32 + DRB 5 pDEST 22 YFRK 071
DRB 3 pDEST32 + DRB 5 pDEST 22 yFRK 072
DRB 4 pDEST32 + - pDEST 22 yFRK 073
DRB 2 pDEST32 + - pDEST 22 yFRK 074

Figura 11. Co-transformacéo confirmada via PCR de colonia e eletroforese em

gel de agarose 1%. Para o PCR de coldnia, foi utilizado um primer para anelar no

fragmento de interesse (em a. DRB3 e em b. DRB5) e 0 outro primer para anelar no

vetor. Tamanho da banda esperada em a.~1.200 pb e da banda em b.~1500 pb. M=

marcador de peso molecular de 100 pb.
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5.5 Confirmacdo de interacdo pela técnica de Y2H em levedura

O metodo utilizado nesse trabalho para analisar as interac@es entre as proteinas
DRBs foi 0 de duplo hibrido em levedura. Nessa técnica, quando ha interacéo proteina-
proteina o fator de transcricdo GAL4 é ativado e possibilita a transcricdo do
aminodcido histidina. Dessa forma, as leveduras co-transformadas foram crescidas em
placas com meios seletivos sem os aminoacidos leucina (L), triptofano (W) e histidina
(H). Além disso, foram submetidas em placas com diferentes concentracdes de 3-
amino-triazole (3AT): 1 mM, 5 mM, 10 mM, 50 mM, 100 mM. Num primeiro
momento foi analisado um grupo de interagdes. Das 23 novas construcoes de leveduras
geradas, foram escolhidas 16 para se testar a interacdo. Como cada uma das 5 DRBs
foi fusionada ora no dominio de ligacdo ao DNA (BD) ora no dominio de ativacdo da
RNA polimerase (AD), com apenas 16 construcbes foi possivel testar todas as
possiveis combinagdes entre as diferentes duplas dominio/proteina, de forma que nao
houvesse repeticdes entre os dominios com as proteinas fusionadas. O TESTE 1 foi
feito em triplicata, em dias diferentes, e as leveduras que cresceram indicando
interagOes entre as DRBs testadas, foram selecionadas para o TESTE 2, onde as
sequéncias das DRBs foram fusionadas a dominios contrarios ao teste 1, a fim de
observar se a ordem afetaria as interacdes. Desta vez o teste foi feito em apenas uma
replicata. (Tabela 7). Os pares de proteinas que, independente da ordem de fuséo, se
desenvolveram nos meios seletivos (Figura 12), foram considerados como interagéo
proteina-proteina positiva. A Figura 13 é uma ilustracdo simbdlica para ilustrar as

interacdes descobertas no presente trabalho.

BD/DRB3 + AD/DRB3

BD/DRB2 + AD

Figura 12. Analise da interacdo entre proteinas por meio de Y2H em levedura.
Cada linha representa diferentes co-transformagfes. Cada coluna representa o
crescimento dessa levedura, em diferentes meios e concentracdes de 3AT, na dilui¢éo
de 1X.



Tabela 7. Grupo de leveduras selecionado para testar as interacdes.
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TESTE 1 TESTE 2
Binding  Activation Binding Activation
D?é”;‘)'” DE’AmS)'” yFRK.. 1@ 22 3 D?é"[?)'” DE’Am[;J‘)'” yFRK... 12
pDEST 32 pDEST 22 pDEST 32  pDEST 22
DRB1 DRB1 yFRK 057
DRB2 DRB1 yFRK 055
DRB2 DRB2 yFRK 053 vV v
DRB3 DRB1 yFRK 058 v v DRB1 DRB3 yFRKO066
DRB3 DRB2 yFRK 060 v DRB2 DRB3 yFRK067 v
DRB3 DRB3 yFRK 050
DRB3 DRB4 yFRK 052
DRB4 DRB1 yFRK 056 v v DRB1 DRB4 yFRK068 v
DRB4 DRB2 yFRK 059 v DRB2 DRB4 yFRLO69
DRB4 DRB3 yFRK 063 v v DRB3 DRB4 yFRKO70 v
DRB4 DRB4 yFRK 051 v v
DRB5 DRB1 yFRK 054
DRB5 DRB2 yFRk 062
DRB5 DRB3 yFRK 065
DRB5 DRB4 yFRK 061
DRB5 DRB5 yFRKO064

Figura 13. Network das interacfes entre proteinas DRBs. Interacdes detectadas via

Y2H entre a cinco DRBs (elipses) e localizagBes sub-celulares previamente preditas

para estas proteinas (N: nucleo; C: citoplasma).



26

6. Discussao

Um dos mecanismos celulares responsaveis pelo silenciamento génico € a
interferéncia por RNA (RNAI), que tem como alvo uma molécula de mRNA e pode
ocasionar o silenciamento génico pela degradacéao deste, ou pela inibi¢éo da traducao.
Em plantas, uma das principais vias de silenciamento de RNA é mediada por miRNAs,
que sdo pequenas moléculas de RNA (21~25 nt) ndo codificadoras de proteinas. A
biogénese dos miRNAs envolve diversas proteinas e enzimas, dentre elas, DCL e
AGO. Na planta modelo, A. thaliana j& foram descritas 10 proteinas AGO, 4 proteinas
DCL e 5 proteinas DRBs. Ja que diferentes combinagdes de proteinas que se ligam ao
RNA podem resultar em diferentes respostas celulares, é importante compreender
como € a interagao entre estas proteinas e como isto ira afetar a regulacdo da expressédo
génica. Neste trabalho, as sequéncias codificadoras somente das proteinas DRB foram
inseridas em vetor de entrada. N&o foi possivel amplificar as sequéncias codificadoras
das AGO nem das DCL, mesmo quando testadas sob diferentes condicbes de
temperatura e com duas enzimas diferentes (Taqg e Phusion). Um dos possiveis fatores
a dificultar esta amplificacdo pode ser devido o grande tamanho (bp) das sequéncias
CDS de DCL e AGO. Com as sequéncias das DRBs contidas no vetor de entrada
pPCR/BGW/TOPO-TA, este foi recombinado com os vetores de destino pDEST32 e
pDEST?22, através da recombinacdo LR. Das 23 novas construcfes das leveduras,
testamos pelo Y2H 16 combinacdes, para que ndo houvesse repeticao entre elas. Estas
leveduras foram submetidas a diferentes meios, tanto com o aminodcido histidina,
quanto sem a presenca deste, como forma de controle de crescimento das coldnias.
Além disso, foram testadas em diferentes concentra¢fes (1 mM, 5 mM, 10 mM, 50
mM e 100 mM) de 3AT, que é um inibidor que compete pelo produto do gene HIS3,
cujo produto € a histidina. Das possiveis interacdes positivas provenientes dessas 16,
fizemos 0 mesmo teste, porém com as CDSs das DRBs fusionadas ao outro dominio.
Isso foi feito como uma prova real da interacdo, para confirmar que, independente do
dominio nos quais estdo fusionadas, elas interagem. Trés pares de proteinas
interagiram, independentes dos dominios fusionados, e mesmo em altas concentragdes
de 3AT. Foram eles: DRB1 com DRB4 (ambas encontradas no ndcleo), DRB2 com
DRB3 (encontradas no ndcleo e no citoplasma, respectivamente) e DRB4 com DRB3
(encontradas no nucleo e no citoplasma, respectivamente). O mais interessante foi no
que se trata @ DRB3, visto que na literatura pouco se sabe sobre ela e sobre suas

interacBes com outras proteinas. Em 2012, Eamens e colaboradores sugeriram que as
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DRB3 e DRB5 séo necessarias para a regulacdo da expressdo de genes alvo de
miRNAs associados a DRB2. Além disso, propuseram uma via “ndo-classica” para o
silenciamento de RNA, no qual a proteina DRB que interage com a DCL1 no nucleo,
no lugar da DRB1, que leva a clivagem do mRNA, seria a DRB2. Esse modelo ainda
propds que a fita guia de miRNA poderia se associar a outra AGO e/ou com outras
proteinas DRBs, entre elas DRB3 e DRB5, que até entdo sdo ditas proteinas
citoplasmaticas. De acordo com o presente trabalho, p6de-se comprovar que realmente
ha interacdo entre a proteina DRB3 e DRB2, e talvez a localizagdo sub-celular
previamente descrita para a proteina DRB3 seja passiva de correcdo. Dessa forma, é
possivel que DRB2 e DRB4 recrutem a DRB3 para auxiliar na via de biogénese de
miRNAs, ou que a DRB3 “atraia” as DRBs nucleares para o citoplasma. Entretanto
nédo se pode afirmar isso para a relagdo DRB3-DRB1, visto que ndo houve interagéo
entre estas. Assim, a DRB3 possui uma atuacdo estatica, quando no citoplasma, e
dindmica, quando se desloca para o nucleo. Dessa forma, como préximos passos tém-
se de comprovar a localizacdo exata da interacdo dessas proteinas e saber quais 0s
impactos e as consequéncias que a falta dessa interacéo proteina-proteina podera trazer

para a planta.
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7. Perspectivas

1. Amplificacdo e clonagem das proteinas AGO1, AGO2, DCL1 e DCL3;

2. Testar se ha interacdo dessas proteinas entre si e com as DRBs, por meio da
técnica de duplo hibrido.

3. Analisar as interacdes entre as DRBs por ensaio de complementacdo de
fluorescéncia bimolecular (BiFC).

4. Localizar sub-celularmente estas proteinas.
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