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RESUMO

FONTENELLE, Mariana Rodrigues, M.S., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2006. Caracterizacao funcional de uma provavel nucleoporina que interage
com a proteina NSP de geminivirus. Orientadora: Elizabeth Pacheco Batista
Fontes. Conselheiros: Maria Cristina Baracat-Pereira e Marcelo Ehlers Loureiro.

A familia Geminiviridae € uma diversa familia de virus de planta. O Cabbage |eaf
curl virus (CaLCuV) do género Begomovirus possui dois componentes genémicos de
DNA fitasimples, DNA-A e DNA-B. O DNA-A é requerido para areplicacdo, ativacao
transcricional e encapsidacdo do virus. O DNA-B é requerido para movimento, sendo
que a proteina NSP, codificada pelo mesmo, transporta 0 DNA viral do nicleo para o
citoplasma. Ja foi demonstrado que NSP interage com proteinas do hospedeiro, como
uma proteina receptora Ser/Tre quinase, denominada NIK (“NSP-interacting kinase").
Nesse estudo foi realizado uma triagem de proteinas que interagem com NSP de
CalL CuV, através de um sistema duplo hibrido em leveduras, utilizando uma biblioteca
de cDNA de Arabidopsis, e foi isolada uma nucleoporina-like, referida como NAP
(“NSP-Associated Protein”). Além disso, foi comprovado gque a interacdo NAP-NSP
também ocorre in vitro. A proteina completa, codificada pelo gene At4g13350 possui
dois homologos em Arabidopsis com funcdes ainda desconhecidas, o At1g08680 e
At4g32630. Foi identificado um homdlogo em humanos, a proteina hRip, que interage
com a proteina Rev de HIV. Para se entender a importancia da interacdo de NAP-NSP,
foi identificado um mutante para o gene NAP e foram selecionadas linhagens mutantes

homozigotas de Arabidopsis por PCR. A inativagdo do gene NAP foi confirmada por
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um RT-PCR, comprovando ser um aelo nulo. Plantas de Arabidopsis selvagens da
linhagem Col-0 e mutantes nap foram inoculadas com CaLCuV DNA-A e DNA-B.
Ambas as linhagens Col-0 e nap desenvolveram os sintomas tipicos de CaLCuV com
intensidades semelhantes. A inativagdo do gene NAP parece n&o influenciar na infeccéo
do virus CaLCuV em Arabidopsis, talvez pela presenca de homdlogos que possam estar
desempenhando o papel de NAP ou talvez pelainteracdo NAP-NSP ndo ser essencia na
infeccdo viral. Estudos em plantas superexpressando o gene NAP foram realizados,
constatando que essas plantas apresentaram um discreto aumento na susceptibilidade ao
virus, mostrando sintomas mais severos e maior nimero de plantas infectadas,

comparadas as plantas selvagens.
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ABSTRACT

FONTENELLE, Mariana Rodrigues, M.S., Universidade Federal de Vigosa, February,
2006. Functional characterization of a putative nucleoporin-like protein
interacting with the geminivirus protein NSP. Adviser: Elizabeth Pacheco Batista
Fontes. Committee Members: Maria Cristina Baracat-Pereira and Marcelo Ehlers
Loureiro.

The family Geminiviridae is adiverse family of plant virus. The Cabbage |eaf curl
virus (CaLCuV) of Begomovirus genus possess two genomic components of single-
stranded DNA, DNA-A and DNA-B. The DNA-A is required for replication,
transactivaction and encapsidation of the viral genome. The DNA-B is required for the
virus movement, in which NSP is coded. NSP transports the viral DNA from the
nucleus to the cytoplasm and has been demonstrated to interact with a plasma
membrane receptor-like kinase, designated NIK (NSP-interacting kinase). In this study,
we performed a two-hybrid screening for CaLCuV NSP-interacting proteins, using a
cDNA library from Arabidopsis and we isolated a nucleoporin-like protein, designated
NAP (NSP-Associated Protein). Further more, it was proved in vitro assays that these
proteins interact with each other. The full-length protein, which is encoded by the
At4g13350 gene, possess two NAP homologues of unknown functions, At1g08680 and
At49g32630 (33% and 31% sequence identity, respectively), in the Arabidopsis genome.
Other homologue is human Rip protein that interacts with the HIV Rev protein. To
assess directly the significance of NAP-NSP interaction, we identified a mutant in the
NAP gene and selected for homozygous Arabidopsis mutant line by PCR. The
inactivation of this gene was confirmed by RT-PCR, confirming it is null allele. Wild
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type Col-0 plants and nap mutant lines were inoculated with CaLCuV DNA-A and
DNA-B. Both Col-0 and nap lines developed typical symptoms of Cal. CuV infection at
similar intensity. Inactivation of the NAP gene does not seem to affect CalLCuV
infection in Arabidopsis. These results indicate that either the NAP-NSP interaction is
not required for NSP function or the NAP homologs are functionally analogs that are
capable to replace the NAP role in the null allele mutant. Over expressing NAP plants
were also inoculated with the virus CaLCuV, and presented a discrete increase in plant
susceptibility, showing more severe symptoms and higher percentage of infected plants
compared with wild type.



1. INTRODUCAO

Os geminivirus sdo virus que infectam plantas, sendo um dos maiores e mais
importantes grupos de virus. Representantes da familia Geminiviridae apresentam
capsideos icosaédricos geminados constituidos de DNA circular fita simples, que se
replicam no ndcleo de células infectadas por meio do mecanismo do circulo rolante,
via um DNA fita dupla, também circular (Hanley-Bowdoin et al., 1999). O género
Begomovirus possui 0 maior nimero de espécies e sua organizacao gendmica pode ser
mono ou bissegmentada. Os componentes gendmicos dos begomovirus
bissegmentados sdo denominados DNA-A, responsavel pela replicacdo e transcricdo
do DNA viral e é contituido dos genes AC1, AC2, AC3 e AV1, e DNA-B, responsavel
pelo movimento do virus na planta (Lazarowitz, 1992), constituido dos genes BC1
(MP) e BV1 (NSP).

Os begomovirus sdo transmitidos para a planta através de um inseto vetor
denominado mosca-branca (Bemisa tabaci). A populagdo desse inseto tem aumentado,
se tornando uma ameaga para culturas de importancia econdmica no mundo inteiro.
No Brasil, os tomateiros tém sido muito afetados, em funcdo do aparecimento de um
bi6tipo de Bemisa com ata capacidade de colonizacdo em tomateiros (Ribeiro et al.,
1998). Os geminivirus em tomateiros tém apresentado uma grande diversidade,
provavelmente originados de populagdes nativas de geminivirus de plantas silvestres,
gue se adaptaram a cultura de tomate introduzida no local apos terem sido transmitidos
pelo inseto vetor (Ribeiro et al., 1998; Ambrozevicius et al., 2002; Ribeiro et al.,



2003). Além disso, a diversidade e o surgimento de novos patdgenos também séo
associados a ocorréncia de eventos de recombinacdo entre as espécies, surgindo
espécies mais patogénicas (Deng et al., 1997; Zhou et al., 1997; Fondong et al., 2000;
Galvéo et al., 2003). Ainda se conhece pouco sobre os mecanismos de infeccdo dos
geminivirus e o controle de doencas é basicamente com o controle do inseto vetor,
utilizando-se inseticidas. O uso de inseticidas, além de nocivo para 0 meio ambiente e
para a salide humana, € dispendioso. Por isso, ha um grande interesse de pesguisadores
em desenvolver plantas geneticamente modificadas e mais resistentes a diversos
geminivirus. Baseado nas caracteristicas moleculares dos geminivirus, agumas
estratégias de controle ja foram propostas, mas 0 maximo que se conseguiu foi a
atenuacdo dos sintomas ou retardamento da infeccéo.

Os geminivirus, assim como todos os virus, utilizam a maquinaria celular para
replicacdo de seu DNA, para a transcricdo dos genes virais e para 0 movimento
sistémico na planta durante o processo de infeccdo. Além disso, o virus interage com a
maquinaria de transporte intracelular, uma vez que o DNA do geminivirus tem que ser
transportado para o nucleo, onde ocorre a replicagdo, e depois transportado novamente
para o citoplasma (Lazarowitz & Beachy, 1999; Gafni et al., 2002). O ciclo de infeccédo
viral depende dessas interacbes para que haja uma compatibilidade bésica entre
hospedeiro e patdgeno e uma otimizacdo do processo de infeccdo viral viainativacdo de
respostas de defesa da planta (Ach et al., 1997; Kong et al., 2000; Settlage et al., 2001,
Kong & Hanley-Bowdoin, 2002; Luque et al., 2002; Castillo et al., 2003; Hao et al.,
2003; McGarry et al., 2003; Wang et al., 2003; Bagewadi et al., 2004; Carvalho &
Lazarowitz, 2004; Fontes et al., 2004; Mariano et al., 2004; Selth et al., 2005; Wang et
al., 2005). Uma estratégia de controle dos geminivirus que tem sido investigada se
refere aidentificacdo de fatores do hospedeiro que interagem com o virus auxiliando ou
impedindo o estabelecimento da infeccdo viral. A caracterizacdo molecular de proteinas
do hospedeiro que interagem durante o ciclo dainfeccéo, pode auxiliar na elucidacdo do
mecanismo de infecgdo viral e na compreensdo da interacdo planta-patdégeno. A
interacdo dos geminivirus com o hospedeiro em relacdo aos mecanismos de transporte
na planta ainda é pouco conhecida (Rojas et al., 2001; Zhang et al., 2001a), pois as
bases molecul ares ainda ndo foram bem determinadas.

Com o objetivo de identificar proteinas de Arabidopsis thaliana, que interagem
com a proteina NSP de geminivirus, responsavel pelo movimento do virus do nicleo

para o citoplasma, foi realizado um ensaio de sistema de duplo hibrido, utilizando NSP



como isca. Foi identificada uma proteina de Arabidopsis designada NAP (“NSP-
Associated Protein”), uma nucleoporina-like, que reconhece a proteinaviral NSP e pode
estar fortemente relacionada ao transporte do genoma viral do nicleo para o citoplasma.
Foi identificado um homdlogo em humanos que interage com a proteina Rev do virus
HIV, que facilita o transporte do virus do nlcleo para o citoplasma. Dada aimportancia
que proteina do hospedeiro pode ter no processo de infeccdo, 0s objetivos desse
trabalho foram caracterizar funcionamente a interacdo de NSP de geminivirus com a
proteina NAP do hospedeiro. Para isso propds-se, inicialmente, confirmar a formagao
do complexo NAP-NSP in vitro e avaliar aimportancia da proteina NAP no movimento

e nainfec¢do do virus na planta.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Caracteristicas gerais dos geminivirus.

Os geminivirus constituem um grupo de virus de plantas de grande importancia
econémica por infectar diversas culturas relevantes em todos os continentes. A familia
Geminiviridae é caracterizada por particulas icosaédricas geminadas incompletas (Rojas
et al., 2005), com tamanho de 18x30 nm, em que, cada qual envolve uma molécula de
DNA circular fita simples com 2.500 a 3.000 nucleotideos, encapsidado por uma Unica
proteina estrutural (CP). De 10 a 100 monémeros de CP sdo arranjados em 22
capsdmeros para gerar uma particula geminada, conferindo-lhe a aparéncia de dois
icosaedros incompletos (Figura 1) (Lazarowitz et al., 1992; Zhang et al., 2001b;
Bottcher et al., 2004).



Figura 1. Imagem de microscopia eletrénica das particulas icosaédricas de
geminivirus (Zhang et al., 2001b).

Os geminivirus se replicam no nucleo das células infectadas por circulo rolante
formando um intermediario de fita dupla circular, que também serve como molde paraa
transcricdo bidirecional (Gutierrez et al., 2000). A transmissdo do DNA circular fita
simples do virus se d& por insetos vetores especificos e é dependente do tipo de capa

protéica, que interage com os diferentes receptores de cada inseto (Hohnle et al., 2001).

2.2. Taxonomia.

A familia Geminiviridae possui quatro géneros. Mastrevirus, Curtovirus,
Topocuvirus e Begomovirus, que podem ser diferenciados baseado no tipo de inseto
vetor do virus, na gama de hospedeiros que €ele infecta (monocotileddéneas ou
dicotiledéneas), na organizagcdo gendmica, podendo apresentar um ou dois componentes
de DNA, e no relacionamento filogenético (Rybicki, 1994; Padidam et al., 1995;
Ryhbicki et al., 2000; Van Regenmortel et al., 2000).

O género Mastrevirus, como exemplo, os virus Chloris striate mosaic virus
(CSMV), Maize streak virus (MSV) e Wheat dwarf virus (WDV), compreende espécies
de virus de genoma monossegmentado que infectam principal mente monocotiledéneas e
possuem como vetores diferentes espécies de cigarrinhas  (Hemiptera
Auchenorrhyncha) (Rybick et al., 2000). O genoma de Mastrevirus codifica quatro
proteinas. a proteina RepA, exclusiva do género; a proteina Rep, na fita complementar;

a proteina de movimento (MP) e a proteina do capsideo (CP), nafitaviral.



Os virus pertencentes ao género Curtovirus, como exemplo, o Beet curly top virus
(BCTV), possui espécies com genoma monopartido e sdo transmitidos por cigarrinhas
que infectam dicotiledéneas. A fita viral codifica as proteinas V2, MP e CP, e a fita
complementar possui quatro ORFs (“open reading frames’) que codificam Rep, C2,
Ren (“Replication enhancer”) e C4.

O género Topocuvirus possui uma unica espécie como representante, o Tomato
pseudo curly top virus (TPCTV), com genoma monopartido que infecta dicotileddneas e
é transmitido pelo inseto vetor Micrutalis malleifera (Membracidae), uma cigarrinha. A
organizacdo gendmica € similar ado Curtovirus (Gutierrez, 2002).

O género Begomovirus, como por exemplo, o virus African cassava mosaic virus
(ACMV) e Bean golden mosaic virus (BGMV), possui espécies que infectam
dicotiledoneas e sdo transmitidos pela mosca branca Bemisia tabaci (Homoptera:

Aleyrodidae).

2.3. Género Begomovirus.

Dentre os géneros de geminivirus, 0 Begomovirus possui 0 maior nimero de
representantes e sua organizagéo gendmica pode ser mono ou bissegmentada. A maioria
dos begomovirus encontrados no Brasil sdo bissegmentados (Faria et al., 2000; Ribeiro
et al., 2003). Seus componentes gendémicos sdo o DNA-A, que é responsavel pela
replicagdo e transcricdo do DNA vira e encapsidacdo da progénie viral, e o DNA-B,
que é o responsavel pelo movimento do virus célulaacélula, do nicleo para o
citoplasma e pelo movimento sistémico do virus na planta (Lazarowitz et al., 1992).
Ambos 0s componentes s80 necessarios para ainfecg¢do sistémica de plantas.

Diversas espécies de geminivirus tém sido detectadas nos estados de Minas Gerais
e do Rio de Janeiro. A nomenclatura dos virus recém-descobertos é dada de acordo com
0 hospedeiro original e o tipo de sintomas causados. Um deles foi o Tomato crinkle |eaf
yellow virus (TCLYV), descoberto em Campos de Goytacases-RJ (Ribeiro et al., 1998).
Outro virus, o Tomato chlorotic mottle virus (ToCMV), foi identificado na regido de
Betim—MG (Galvéo et al., 2003).



2.4. Caracterizacao génica de begomovirus.

Os componentes A e B de begomovirus possuem o mesmo tamanho e ndo
possuem homologia de sequiéncia, exceto por uma estrutura em forma de grampo e uma
sequéncia denominada regido comum (CR), que contém a origem de replicacdo dos
geminivirus (Fontes et al., 1994 a, 1994 b, Figura 2). Uma excecdo € o Cabbage |eaf
curl virus (CaLCuV), que apresenta 80% de homologia entre as sequéncias das regioes
comum do DNA-A e DNA-B (Hill et al., 1998). A regido comum possui uma seqiiéncia
invaridvel de 9 nucleotideos (TAATATT AC), que é clivada pela proteina vira de
iniciacdo da replicacéo, Rep, também chamada de AC1 ou AL 1 (Raghavan et al., 2004).

Figura 2. Componentes genémicos de Begomovirus. CR é a regido comum entre o
componente A e o componente B. No componente A, AC1 e AC3 sdo associadas a
replicagdo, AC2 codifica uma proteina transativadora, AC4 € de funcdo desconhecida e
AV1 codifica a proteina do capsideo. No componente B, BC1 ou MP codifica a proteina
de movimento célula-célula e BV1 ou NSP codifica a proteina de transporte do nticleo
para o citoplasma.

Na fita de sentido viral, o DNA-A contém o gene AV1 ou CP (“coat protein”), que
codifica a proteina da capa, responsavel pela formacdo de particulas virais. Na fita de
sentido complementar, encontrase 0 gene AC1 ou Rep (“Replication associated
protein”). A proteina Rep se liga a0 DNA-A e DNA-B de uma maneira sequéncia
especifica, sendo essencial para a replicacdo. (Elmer et al., 1988; Fontes et al., 1992;
199434, 1994b). Também no sentido complementar estdo os genes AC2 ou TrAP (“Trans
activating protein”), AC3 ou REn (“Replication enhancer protein”) (Settlage et al.,



2001) e ACA4. A proteina TrAP é necessaria para a expressao dos genes AV1 e NSP
(Sunter & Bisaro, 1992). A proteina REn parece estar envolvida na replicacdo viral
auxiliando nainiciagdo da replicacdo. Na replicacdo de Tomato leaf curl virus (TLCV)
REN promove acimulo de DNA vira fita ssimples quando interage com a proteina de
tomate SINAC (Selth et al., 2005).

No DNA-B, estéo localizados os genes BV1 ou NSP (“nuclear shuttle protein”) na
fitavira e o gene BC1 ou MP (“Movement protein”) na fita complementar (Palmer et
al., 1998). As proteinas codificadas pelo componente B estdo envolvidas com o
movimento do virus durante a infeccdo. Em geminivirus, as proteinas NSP e MP sdo as
Unicas consideradas proteinas de movimento, que atuam de maneira cooperativa no
transporte intra e intercelular do DNA vira (Lazarowitz & Beachy, 1999; Gafni & Epel,
2002). Entretanto, NSP e MP possuem funcgdes distintas e independentes, e diferem
guanto a sua compartimentalizacéo e a afinidade de ligacdo a DNA fita ssimples (Pascal
et al., 1993; 1994). A proteina NSP se liga a DNA fita simples com alta afinidade,
enquanto a proteina MP, parece ter baixa afinidade por acidos nucléicos (Pascal et al.,
1994).

As propriedades bioquimicas e localizacdo subcelular dessas proteinas sugerem
que, enquanto NSP participa do movimento do genoma vira do nlcleo para o
citoplasma, MP age na membrana plasmética e parede celular como uma proteina de
movimento classica, promovendo a trandocacdo do genoma viral para as células
adjacentes através de tubulos derivados do reticulo endoplasmético induzidos pela
infeccdo viral (Sanderfoot & Lazarowitz, 1996; Gafni & Epel, 2002). No caso do virus
Sguash leaf curl virus (SgLCV), o transporte celular do DNA viral do nucleo para o
citoplasma, mediado por NSP, é facilitado por MP. A proteina MP ainda promove o
movimento do DNA viral associado a NSP para células adjacentes (Hehnle et al.,
2004). Foi proposto que a proteina MP funciona como uma ancora na membrana
plasmatica, facilitando o transporte de complexos ao longo dessa membrana (Zhang et
al., 2002). Mutacdes que inativam estes genes bloqueiam a capacidade do virus mutante
de infectar as plantas, mas ndo alteram a eficiéncia de replicacdo do genoma vira
(Lazarowitz, 1992).



2.5. Interacao da proteina NSP com proteinas do hospedeir o.

De acordo com a importante funcdo de NSP no transporte do virus na planta,
acredita-se que essa proteina intergja com proteinas do hospedeiro nos diversos
compartimentos celulares. Foi isolado, um receptor transmembrana serina/treonina
guinase, designado LeNIK (“Lycopersicum esculetum NSP-Interacting Kinase’), capaz
de interagir com NSP (Mariano et al., 2004). Também foi comprovado que os
homdlogos de NIK em soja (GmNIK) e em Arabidopsis thaliana (AtNIK) interagem
com NSP (Fontes et al., 2004). Em Arabidopsis, NIK atua como receptor de
sinalizacdo. A interacdo de NSP com NIK1, NIK2 ou NIK3, através de seus dominios
de quinase localizados no citosol, inibe a atividade de quinase dos receptores, sugerindo
envolvimento na resposta de defesa antiviral (Fontes et al., 2004). A proteina NIK
possui dominios caracteristicos de proteinas receptoras de membranas, envolvidas no
desenvolvimento da planta ou em resisténcia a patdgenos. Os trés homologos de
Arabidopsis thaliana desses receptores quinases contém 3-5 repeticdes ricas em leucina
(LRR—"leucine-rich repeat”). A interacdo de NIK é especifica, ndo interagindo com
nenhuma outra proteina viral, nem com outras proteinas controles. Foi também
demonstrado que a proteina NIK € autofosforilada, e que esta fosforilagdo antecede sua
oligomerizagdo. Porém experimentos adicionais descartaram a proteina viral NSP como
seu substrato, pelo contrario, demonstraram que a proteina vira inibe a autofosforilacéo
deste receptor (Fontes et al., 2004).

Outra proteina caracterizada por interagir com NSP de geminivirus é uma
acetiltransferase nuclear, pertencente a uma familia de acetiltransferase de histonas
nucleares, designada AtNSI (“Nuclear shuttle protein interactor”), altamente conservada
entre as plantas (McGarry et al., 2003). NSP também ndo é substrato para a enzima
acetiltransferase. A proteina AtNSI acetila a proteina da capa, auxiliando ainteracdo do
DNA fita simples com a proteina NSP durante a replicacdo por circulo rolante
(McGarry et al., 2003). Em experimentos de superexpressao de AtNSI foi demonstrado
gue ainfeccdo do CaL.CuV é potencializada. Em virus mutantes, cuja NSP é incapaz de
interagir com AtNSI, ocorre umainfeccdo deficiente (McGarry et al., 2003; Carvalho &
Lazarowitz, 2004).



2.6. Transporte nuclear de moléculas.

Para obter uma infeccdo viral com sucesso, 0 virus necessita de proteinas da
maquinaria de replicagdo, transcricdo e transporte do hospedeiro. O transporte de
particulas virais do nucleo para o citoplasma e vice-versa € fundamental para o
estabelecimento e desenvolvimento do virus em células do hospedeiro. O transporte
nuclear se da através de poros formados pela dupla membrana do envelope nuclear.
Esse poro é composto por um complexo de vérias proteinas, sendo denominado de
complexo do poro nuclear (NPC) (Figura 3). O NPC é uma estrutura em forma de anel
gue circunda um poro central, facilitando o transporte bidirecional de RNAS, proteinas,
ribonucleoproteinas e complexos maiores (Fahrenkrog et al., 2004). Ha em torno de
3000 poros em uma célula animal, e esse nimero varia de acordo com a funcéo de cada
célula. O NPC é um poro aquoso, por onde passam livremente, por difusdo, moléculas
peguenas como agua, ions, metabdlitos e pequenas moléculas com menos de 40 kDa.
No entanto, moléculas maiores, de RNASs e de proteinas, so transportadas ativamente e
necessitam sinais especificos de importacdo e exportacdo, que permitem seu acesso a
maguinaria de transporte nucleoplasmético da célula (Mattg] et al., 1998).

A estrutura tridimensional do poro nuclear parece ser conservada desde leveduras
até mamiferos. Ela é composta de um centro cilindrico simétrico, com massa molecular
de aproximadamente 125 MDa, e com numerosos filamentos se estendendo em direcéo
a0 nucleo e ao citoplasma (Allen et al., 2000). O NPC é congtituido de oito
multidominios (raios), que sdo flanqueados por dois anéis, um nuclear e um
citoplasmético que rodeiam um canal central. Do anel citoplasmético saem oito longas
fibrilas de 35 a 50 nm. Do anel nuclear, se estendem oito filamentos finos de 50 a 100
nm que se unem em uma estrutura em forma de cesta. Em torno de 50-100 proteinas
diferentes denominadas nucleoporinas estdo presentes no NPC (Stoffler et al., 1999;
Rout et al., 2000; Figura 3). Acreditase que a maioria das nucleoporinas possui

distribuico simétrica nos lados citoplasmatico e nuclear do NPC (Zhang & Lia, 2005).
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Figura 3. Estrutura do Complexo do Poro Nuclear (NPC) (Rout et al., 2000).

2.7. Caracteristicas das nucleoporinas.

O processo de transporte nuclear envolve ligacdo sequencial de complexos de
transporte a diferentes nucleoporinas (Ben-Efram et al., 2001). Em leveduras, a
remocdo de nucleoporinas componentes do centro diminui a seletividade de
macromol éculas no NPC (Shulga et al., 2000). Isso sugere gue as nucleoporinas estejam
envolvidas no controle do transporte pelo NPC, fazendo parte diretamente do
transportador ou ancorando proteinas que sdo transportadas. As nucleoporinas
apresentam caracteristicas tipicas dependendo de sua localizacdo no poro nuclear. A
maioria delas possui repeticbes de fenilalanina e glicina (FG). As nucleoporinas
voltadas para 0 nucleo possuem basicamente repeticdes de FG, como a Nup98 (Radu et
al., 1995), a Nup93 (Grandi et al., 1997) e a Nup153 (Sukegawa & Blobel, 1993; Panté
et al., 1994). Elas compdem filamentos que se unem naregido terminal por um pequeno
anel, formando a estrutura em forma de cesta no nuicleo. As nucleoporinas voltadas para
o citoplasma possuem, além de repeticdes de FG, repeticbes de Prolina e Serina (PS),
como a Nup42p e Nup159p. As nucleoporinas Nup62/58/54/45 encontram-se na regido
central do complexo do poro e possuem repeticdes de Glicina e Lisina (GL), além das
repeticbes FG (Guan et al., 1995). As interaches do receptor de importagdo com
nucleoporinas voltadas para o citoplasma geramente sdo mediadas por nucleoporinas
com regifes repetidas de residuos de aminoécidos FG.

A Nupl53, uma nucleoporina voltada para o nucleo, que atua no transporte de

MRNA, interage com receptores de exportacdo em uma regido da nucleoporina
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desprovida de repeticbes FG, sendo esse transporte independente do referido dominio.
Além disso, foi identificado em Nup153 um dominio de ligac&o a pequena GTPase Ran,
que contém motivo dedo-de-zinco e se liga a Ran-GDP (Nakielny et al., 1999). Foram
descritas outras pequenas GTPases que interagem com seus efetores através do motivo
dedo-de-zinco. O motivo dedo-de-zinco de Nup153 também interage com DNA in vitro
(Sukegawa & Blobel, 1993).

2.8. Requerimentos para o transporte nuclear.

Existem quatro fatores essenciais para que ocorra o transporte de macromol éculas
através do poro nuclear:

1. As macromoléculas necessitam de uma sequiéncia sinalizadora de localizacdo

nuclear (NLS) ou de um sinal de exportacéo nuclear (NES).

2. As seqiiéncias especificas tém que ser reconhecidas por receptores de

transporte.

3. Nucleoporinas devem reconhecer os receptores de transporte.

4. Deve haver um fornecimento de energia para que ocorra o transporte ativo

através de um sistema Ran-GTP/Ran-GDP.

2.9. Seqliéncias-sinal e receptores detransporte nuclear.

As proteinas e outras macromoléculas que sdo transportadas através do poro
nuclear devem possuir uma sequiéncia de sinal nuclear, direcionando a molécula para a
importac&o nuclear ou para a exportacdo nuclear. As proteinas com essas sequéncias s
reconhecidas por uma familia de receptores de transporte sollveis denominados
carioferinas (também conhecidos como importinas, exportinas e transportinas) (Mattg
et al.,, 1998, Wozniak et al., 1998). As sequéncias-sinal também podem ser
reconhecidas e ligadas a proteinas adaptadoras que interagem com 0s receptores, e,
combinados entre si, reconhecem uma gama grande de diferentes sinais de transporte
nuclear. Moléculas diferentes sdo reconhecidas por receptores diferentes (Ryan et al.,
2000), que ancoram no poro nuclear e interagem com as nucleoporinas, facilitando o

movimento do receptor de transporte com sua carga através do NPC.
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O sina de localizacdo nuclear (NLS) direciona a proteina para o nicleo. NLS é
uma seqliéncia ndo conservada, constituida de 3-5 residuos de aminoéacidos basicos,
geralmente Lys e Arg, sendo alguns sinais bisegmentados, separados por uma regido
hidrofébica (Kalderon et al., 1984; Robbins et al., 1991). Eles sdo reconhecidos por
receptores de importacdo ou proteinas adaptadoras, que se ligam tanto ao NLS quanto
ao receptor de importacdo em si (Alberts et al., 2004). O heterodimero importina-a/b é
um receptor de importacdo, no qual a importina-a fornece o sitio de ligagdo ao NLS,
enquanto a importina-b permite a interacdo subseqiiente com o NPC, direcionando a
translocacdo. O complexo NLS importina-a/b é translocado através do NPC, seguido
de muitos passos que envolvem a ligacdo sequencial do receptor de transporte as
nucleoporinas em regides diferentes do NPC. Logo apds a terminacéo da trans ocacdo, o
complexo se desmonta e as duas subunidades de importadores retornam ao citoplasma,
separados (lzaurralde et al., 1997; Ben-Efraim et al., 2001). Os sinais de exportacédo
presentes nas proteinas ou nos RNAs também sdo reconhecidos diretamente por
receptores de transporte (exportinas) ou indiretamente por proteinas adaptadoras que se
ligam areceptores.

A interacdo das sequéncias-sinal com receptores de importacdo ou de exportacéo
requer energia e € controlada por pequenas RanGTPases (Cole et al., 1998; Moore,
1998). A RanGTPase parece desempenhar pelo menos duas funcdes distintas no
processo de transporte: fornecer a energia requerida para o processo de translocacdo
(Melchior et al., 1993; Moore & Blobel, 1993; Weis et al., 1996), que envolve troca do
nucleotideo guanosina e hidrélise de GTP, e regular a interagdo entre importina-a e
importina-b. A ligacdo direta de Ran-GTP a importina-b dissocia 0 heterodimero de
importina (Rexach & Blobel, 1995; Chi et al., 1996; Gorlich et al., 1996). A
trandocacdo em s ndo requer hidrdlise de GTP, mas sim a direcionaidade da
importacdo nuclear de uma proteina. No nucleo, Ran-GTP interage com importadores,
fazendo com que a carga sga liberada, enquanto exportadores se ligam a Ran-GTP
promovendo a ligacdo a sua carga. No citoplasma, com a hidrélise de GTP, os
importadores se ligam a sua carga, mas 0s exportadores a liberam.

Durante a exportacdo, a ligacdo de receptores a Ran-GTP € requerida para a
interacdo do receptor com sua carga no nucleo (Fornerod et al., 1997; Kutay et al.,
1997; Stade et al., 1997), aumentando a afinidade por sua carga especifica. Ran-GTP
também regula a interacdo da nucleoporina Nupl53 com receptores impedindo a
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interacd0 de receptores de importacdo e promovendo a interacdo de fatores de
exportacdo (Nakielny et al., 1999). A proteina carga se liga ao receptor de exportacéo e
esse complexo se liga as nucleoporinas na superficie nuclear do NPC e ao longo do poro
por meio de interagdes hidrofdbicas (Ribbeck & Gorlich, 2001). Como as interagdes sao
fracas, o transporte pode ser rdpido. Moléculas que possuem maior afinidade de
interacdo e moléculas com tamanhos maiores passam pelo poro com maior dificuldade.
Moléculas maiores que o tamanho limite sdo excluidas. No citoplasma, a proteina
ativadora de GTPase promove a hidrélise de GTP e liberacdo de Ran-GDP, diminuindo
a afinidade entre a exportina e a carga, que € liberada no citoplasma. A exportina e Ran-

GDP retornam ao nticleo.

2.10. Processo de translocacgao através do NPC e regulacéo.

A proteina Ran é soltvel no nucleo e no citoplasma, mas é retida no NPC devido a
dois dominios diferentes caracteristicos de nucleoporinas. O primeiro dominio é
homaologo a RanBPL1 citoplasmatica (“Ran binding protein”), que se liga tanto a Ran-
GTP quanto a Ran-GDP e é encontrado principamente em nucleoporinas FG
citoplasméticas (com motivos repetidos do dipeptideo Phe-Gly) (Wu et al., 1995). O
outro dominio de ligac8o a Ran é caracterizado por motivo dedo-de-zinco, que seligaa
Ran-GTP e estimula a atividade de GTPases. Esse dominio esta presente em uma das
nucleoporinas voltadas para o nicleo (Nakielny et al., 1999). Outras pequenas GTPases
também interagem com seus efetores através do dominio dedo-de-zinco (Nakielny et
al., 1999). As nucleoporinas voltadas para o nicleo se ligam a Ran-GTP em um sitio de
ligacdo que ndo interfere na hidrdlise e nem natroca de nucleotideo guanosina em Ran.
O dominio RanBP1 (Coutavas et al., 1993; Beddow et al., 1995; Bischoff et al., 1995b)
possui aproximadamente 150 residuos de aminoécidos e é encontrado em diversas
nucleoporinas, por exemplo, RanBP2/Nup358 (em vertebrados) (Wu et al., 1995;
Yokoyama et al., 1995) e Nup2p (em leveduras) (Dingwall et al., 1995; Hartmann &
Gorlich, 1995). Esse dominio inibe a troca de nucleotideos guanosina, mas ndo a
hidrélise de GTP (Lounsbury et al., 1994; Bischoff et al., 1995b). A ligac8o de Ran aos
componentes do NPC nucleares e citoplasmaticos pode garantir a alta concentracéo de
Ran nas proximidades do poro nuclear, aumentando a eficiéncia da terminacéo do

transporte. Em células de leveduras, a Unica proteina que se liga a Ran e que esta no

14



NPC, a Nup2p, ndo é essencial, sugerindo que a presenca de dominios RanBP no NPC
ndo € um requerimento para o transporte (Dingwall et al.,1995).

A direcionaidade do transporte é ditada pelo fornecimento de energia, pela
atuacdo das nucleoporinas, pela assimetria estrutural do poro nuclear em s, e,
principalmente, pela compartimentalizacdo de duas proteinas regulatdrias que modulam
o estado de ligacéo ao nucleotideo (Ben-Efraim et al., 2001).

A proteina ativadora de RanGTPase (RanGAPL), presente no citoplasma, estimula
aatividade intrinseca de GTPase de Ran, convertendo Ran-GTP em Ran-GDP (Bischoff
et al.,, 1994; 19953). Uma nucleoporina voltada para as duas faces (nuclear e
citoplasmatica), Nup358p, interage com RanGAP, estimulando a atividade de GTPase
no NPC (Delphin et al.,1997; Matunis et al.,1998). A atividade de RanGAP é
estimulada por RanBP1 (*Ran binding protein”) no fator de 10 vezes (Coutavas et al.,
1993; Bischoff et al., 1995b). No nucleo, o fator de troca de nucleotideo guanina
(RanGEF) promove a troca de GDP por GTP (Ohtsubo et al., 1989; Bischoff &
Ponstingl, 1991). Ran nuclear encontra-se ligada a GTP em maior quantidade do que
ligada a GDP, ao contrério do que ocorre no citoplasma. Um ensaio de medicdo direta
de fluorescéncia de Ran indicou a razéo de 500:1 de Ran-GTP no nicleo em relacdo ao
citoplasma. A separacdo fisica de RanGEF e RanGAP, a primeira no nlcleo e a segunda
no citoplasma (Hopper et al., 1990; Melchior et al., 1993; Bischoff et al., 1995&;
Richards et al., 1996), permite uma concentragcdo relativamente alta de Ran-GTP no
nicleo e de Ran-GDP no citoplasma. Esse desequilibrio de concentracdo permite a
difusdo continua de Ran-GDP para o nlcleo e de Ran-GTP para o citoplasma (Smith et
al., 2002).

2.11. Transporteintracelular viral.

A maioria dos virus necessitam de fatores nucleares do hospedeiro para sua
replicacdo e transcrigdo, assim, em algum momento, 0 genoma vira deve entrar no
nucleo (Whittaker & Helenius, 1998). Os virus desenvolveram estratégias que permitem
o transporte ativo do seu genoma através do poro nuclear. Uma vez que o tamanho da
maioria dos capsideos virais excedem o didmetro limite funcional do poro, o genoma
viral deve ser liberado do capsideo antes de ser importado para o nicleo (Izaurralde &

Adam, 1998). Para transportar seu genoma através do poro nuclear, eles utilizam toda
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maguinaria de transporte da célula, explicado anteriormente, além de algumas proteinas
virais responsaveis por interagir com essa maguinaria.

O virus Cauliflower mosaic virus (CaMV) desmonta seu capsideo antes de ser
transportado e se ancora no poro nuclear (Leclerc et al., 1999) através do NLS
composto de residuos de aminoacidos basicos na superficie do capsideo. O NLS
também é reconhecido pela importina-a e importinab. Da mesma forma, o virus
Tomato yellow leaf curl virus (TYLCV) apresenta uma sequéncia NLS bipartida
proxima a porcdo N-terminal da proteina da capa (Kunik et al., 1998). Experimentos
realizados sugerem que outros virus ancoram seus capsideos no NPC, podendo interagir
através de alguma proteina viral, como o virus da hepatitis B (HBV) e o virus da herpes
simplex (HSV). Anaisando células infectadas pelo virus HSV por microscopia
eletrbnica, foram detectados capsideos vazios no poro nuclear, concluindo que o DNA
viral é transportado através do poro sem o capsideo (Sodeik et al., 1997).

Uma vez que o virus tenha entrado no nicleo da célula hospedeira e realizado sua
replicacdo e transcricdo, ele precisa retornar ao citoplasma para ser montado em
capsideos ou ser transportado para outras células hospedeiras. A exportacdo nuclear de
genomas virais ocorre de diferentes maneiras de acordo com o virus. Por exemplo, o
virus influenza é exportado do nucleo com auxilio de duas proteinas virais que possuem
sequéncia de exportacdo nuclear (NES). Essas proteinas interagem com uma exportina
designada Crm1 que, por sua vez, interage com uma nucleoporina hRip (lzaurralde et
al., 1999). Um mecanismo de exportacdo viral muito bem caracterizado é o do virus
HIV. A proteina Rev promove a exportacdo do RNA viral se ligando ao elemento cis,
RRE (“Rev Response Element”) e a exportinal (hCrml) através de um sinal de
exportacdo nuclear (Cullen & Malim, 1991). O complexo formado por Crm1 e o virus
conjugado a Rev é formado na presenca de GTP que, assim, interage com a
nucleoporina com repeticdes FG, Riplp. A nucleoporina Rip ndo é essencial sob
temperaturas normais, mas sob choque térmico sim, pois esta envolvida na exportacéo
de RNAs de choque térmico (Saavedra et al., 1997). Esse complexo € transportado pelo
NPC e, a0 chegar ao citoplasma, RanGAP e RanBP1 promovem a hidrélise de GTP,
liberando o virus.

A proteina Rev atua da mesma forma que NSP de geminivirus transportando o
genoma viral do nucleo para o citoplasma. Um ensaio de duplo hibrido usando Rev
como isca e, como presa, uma biblioteca de cDNA de humanos ou leveduras, levou ao
isolamento da proteina hRip/Rab, yRip (Bogerd et al., 1995; Fritz et al., 1995; Stutz et
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al., 1995). A proteina Rip humana ou de leveduras contém motivos repetidos presentes
em muitas nucleoporinas e ambas estdo localizadas no poro nuclear, embora também
sgja observada a localizag&o citoplasmética da proteina humana. Rip ndo € uma proteina
essencia e linhagens de leveduras possuindo uma mutacdo nesse gene apresentaram
uma reducédo parcia da exportacgdo mediado pela proteina Rev (Stutz et al., 1995).

O sina de exportacdo nuclear (NES) de Rev é composto de uma peguena regio
C-terminal, rica em residuos de aminoécidos Leu com a seqliéncia consenso: Leu-X2-3-
Y-X2-3-Leu-X-Leu/lle, onde X representa qualquer amino&cido e Y representa
Leu/lle/Phe/Val ou Met (Bogerd et al., 1996). O NES rico em Leu esta presente em
vérias proteinas como o fator de transcricdo TFIIIA (Fischer et al., 1995; Fridell et al.,
1996), envolvido no transporte do rRNA 5S e na associacdo com duas proteinas do poro
nuclear de leveduras (Murphy & Wente, 1996; Segref et al., 1997). Outro NES rico em
L eu esta presente na proteina NSP de geminivirus. A proteina NSP interage com o DNA
vira fita simples com alta afinidade, facilitando o seu transporte do ndcleo para o
citoplasma. Ela apresenta dois sinais de localizacdo nuclear entre os 100 primeiros
residuos de aminoacidos N-terminais (Pascal et al., 1994; Sanderfoot et al., 1996;
Sanderfoot & Lazarowitz, 1996) e um sinal de exportacdo nuclear (Ward & Lazarowitz,
1999). A proteina NSP tem gue ser reconhecida no poro nuclear, através da sequéncia
NES presente entre os residuos de aminoécidos 177 a 199. Essa sequiéncia € essencia
para a exportacdo, como descrito em experimentos de protoplastos de tabaco, e também
€ essencial nainfectividade de Squash leaf curl virus (SQLCV).

Dada a importancia da proteina NSP para o transporte do DNA viral do nucleo
para o citoplasma, essencial para uma infeccdo viral com sucesso, foram identificadas
pela nossa equipe proteinas do hospedeiro que interagem com a proteina viral. Essas
proteinas possivelmente possuem acdo na resposta de defesa do hospedeiro ou atuam
auxiliando o virus no processo de infeccdo. Dentre essas proteinas, foi detectada uma
nucleoporina-like de Arabidopsis, que apresenta homologia com uma nucleoporina-like
de humanos (hRip), citada anteriormente, que interage com a proteina Rev,
funcionalmente semelhante a proteina NSP. Devido a importancia de se entender como
ocorre o transporte do virus dentro das células vegetais, tornou-se de grande interesse
determinar o papel dessa nucleoporinalike e sua importancia na infeccdo por

geminivirus.
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3. MATERIAISE METODOS

3.1- Material vegetal.

Plantas de Arabidopsis da linhagem Col-0 (Columbia) foram cultivadas em
camara de crescimento a 22° C, com fotoperiodo de 16 horas. As sementes de
Arabidopsis foram semeadas em terra/substrato na proporcéo de 1:1. O mutante nap foi
originado por mutagénese insercional por T-DNA no “Sak Institute for Biological
Studies” e as sementes foram obtidas do ABRC (“Arabidopsis Biological Resource

Center”).

3.2. Identificacdo de proteinas do hospedeiro que interagem com a proteina

NSP de geminivirus.

Foi construida uma biblioteca de cDNA de Arabidopsis thaliana, preparada de
MRNA total isolado de tecidos aéreos. O mRNA foi fusionado ao dominio de ativagdo
GAL4 do vetor Leu” pEXAD502 (Invitrogen Life Technologies, Inc.). O clone pBD-
NSPCLCV, que contém o dominio de ligacdo ao DNA de GAL4 fusionado a sequéncia
de NSP, foi descrito por Fontes et al., 2004. A levedura repérter Mav203 (MAT [,
leu2-3,112, trpl-901, his3200, ade2-101, gal4, gal80, SPAL10::URA3, GAL1::lacZ,
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HISBUAS GAL1::HIS3LYS2, canlR, cyh2R) é deficiente na producdo de triptofano,
leucina e uracila (Trp, Leu, Ura). Linhagens competentes de levedura MaV 203 foram
co-transformadas sequiencialmente com pBD-NSPCLCV e 25 ng de uma biblioteca de
cDNA em pEXAD502 juntamente com 3 mg de DNA carreador de esperma de salméo,
usando o método de acetato de litio/polietilenoglicol. Para verificar a interacdo das
proteinas quiméricas, os transformantes foram plagueados no meio SD (Synthetic
Dropout), isento de Trp, Leu, Ura e His, mas suplementado com 25 mM de 3-
aminotriazol e incubado por 3-4 diasa30° C. A interacéo foi posteriormente confirmada
medindo a atividade de 5-bromo-4-cloro-3-indolil b-D-galactosidase de extratos de
levedura com o-nitrophenyl b-D-galactopiranosideo (Uhrig et al., 1999).
Aproximadamente 5 x 10° transformantes foram obtidos, conforme estimativa baseada
no numero de transformantes que cresceram em placa com meio seletivo SD-Trp'Leu
Ura His. O DNA plasmidial foi recuperado de levedura e transformado em Escherichia
coli daestirpe XL-1-Blue (Stratagene) por eletroporacéo.

Os plasmideos recombinantes pBD-NSPTGMV, pBD-NSPTCrYLV e pBD-
NSPCLCV, contendo o dominio de ligagdo ao DNA de GAL4 foram construidos
fusionando as sequéncias de NSP de TGMV (Fontes et al., 1994b), de TCrYLV
(Galvéo et al., 2003) e de CaLCuV (Hill et al., 1998), respectivamente, descritos em
Fontes et al., 2004.

Células transformadas com o vetor vazio pBD foram usadas como controle
negativo e leveduras transformadas com pGAL4, que expressa o transativador completo

de GAL4, foram usadas como controle positivo.

3.3- Clonagem do gene NAP em vetores de expressao em bactérias e em
plantas.

O esguema abaixo resume as clonagens realizadas para superexpressao do gene

NAP em bactérias e para superexpressdo em plantas. A metodologia de obtencéo de

cada um dos clones sera descrita posteriormente.
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pDONR201- vetor de entrada
Clones: pDON-NAP

pDON-PRNAP
Expressdo em bactérias Expressdo em plantas
[ | | |
Vetor pDEST 15- Vetor pDEST17- Vetor pK7WG2- Vetor pK7FWG2-
fusionaa GST fusiona a cauda de His super expressdo do gene super expressdo do gene
Clone: pGST-NAP Clones: pHIS-NAP NAP NAP fusionado a GFP
pHIS-PRNAP Clone: pK7-NAP Clone: pK7F-NAP

3.4. Verificagdo dainteragdo NAP-NSP in vitro.

3.4.1. Obtencdo dos clones pHIS-NAP, pHIS-PRNAP e pGST-PRNAP e pGST-
NSP.

O cDNA completo que codifica a proteina NAP foi obtido do ABRC
(“Arabidopsis Biological Resource Center”). Foram desenhados oligonucleotideos para
amplificar o0 gene e inserir sitios especificos de recombinacéo para clonagem via sistema
Gateway (Invitrogen Life Technologies, Inc.). O produto amplificado foi analisado em
gel de agarose 1% e inserido por recombinacdo no vetor de entrada pDONR201,
utilizando a BP clonase. Foi realizada também a amplificacdo da porcdo C-terminal rica
em prolina do gene NAP (PRNAP) (aminoacidos 460 a 602) e clonagem no vetor de
entrada. Os clones resultantes pDON-NAP e pDON-PRNAP foram usados para
transferir seu respectivo fragmento em vetores de expressdo. O gene NAP e o fragmento
do gene, PRNAP foram transferidos para o vetor de expressao bacteriana pDEST 17 por
meio da LR clonase, que por recombinacdo homdloga transfere o gene do vetor de
entrada para o vetor pDEST17. A expressdo nesse vetor permite a sintese da proteina
NAP e do fragmento PRNAP fusionados a uma cauda de histidina As construgdes
resultantes foram pHIS-NAP e pHIS-PRNAP. O fragmento PRNAP também foi
inserido por recombinacd homéloga com o0 uso da enzima LR clonase no vetor
pDEST15, que promove a fusdo da proteina sintetizada a enzima GST (Glutathiona S-
transferase). O clone obtido foi pGST-PRNAP. Todos os clones foram utilizados na

transformacdo de células competentes de Escherichia coli da estirpe DH5a pelo método
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do choque térmico (Sambrook et al., 1989). Os transformantes foram confirmados por
PCR com oligonucleotideos especificos para a sequiéncia do gene de interesse.

O clone pGST-NSP, foi obtido e descrito anteriormente em Fontes et al. (2004),
nele a proteina NSP esté4 fusionada a proteina GST.

3.4.2. Preparo de células competentes e transformacdo de Escherichia coli
BL21:DE3eBL21:DE3 (pLY Ss).

As colénias individuais da estirpe de Escherichia coli, DH5a, transformada com
0s clones descritos acima, foram incubadas em 2 mL de meio LB seletivo com
ampicilina 100 mg.L™, a 37° C, a 180 rpm, por 16 horas, e delas foi feita extracdo de
DNA plasmidia (miniprep) utilizando o “Plasmid Midi Kit” (Qiagen), seguindo as
recomendacfes do fabricante. O DNA extraido foi utilizado para transformar células
competentes de Escherichia coli da estirpe BL21:DE3 e da estirpe BL21:DE3 (pLY Ss).
As células competentes foram preparadas em CaCl, 0,1 M de acordo com Sambrook et
al. (1989). Cerca de 75 nL de células competentes foram transformadas por choque
térmico com o plasmideo de interesse e selecionadas em meio suplementado com o
antibiético apropriado. Os transformantes foram confirmados via PCR com
oligonucleotideos especificos para a seqiéncia do gene de interesse e 0 produto
amplificado separado por eletroforese em gel de agarose (1%). As colbnias

recombinantes foram armazenadas em glicerol 30% (v/v) a-80°C.

3.4.3. Reacdo de Polimerase em Cadeia PCR (“Polimerase Chain Reaction”).

A reacdo de PCR foi redlizada utilizando diretamente a colonia de bactéria
transformada. A colénia foi diluida em 25 niL de &gua mili-Q estéril, sendo 20 ni
inoculados em 2mL de meio seletivo liquido LB (Luturia Bertani), contendo ampicilina
100 mg.L™, que foi mantido em incubador a 37° C, a 180 rpm para posterior estocagem
em glicerol a-80° C. Os 5 ni restantes da dilui¢éo foram utilizados na reacéo de PCR
com 0,1 mM de dNTPs, 0,4 nM de cada um dos oligonucleotideos correspondentes
indicados no Quadro 1, 1X de tampéo para a Tag DNA polimerase (MgCl, 2,0 mM,
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TrissHCI 2,0 mM pH 8,4, KCI 50 mM) 1 nL de Tag DNA polimerase em um volume
final de 50 ni_. As condigdes de reacdo foram: 10 min a 94° C, seguidos de 40 ciclos (45
sad°C,1mine30sab5°Ce2mina72°C), seguindo 10 min a72° C. A reagéo de
amplificacdo foi conduzida em um termociclador MJ RESEARCH Peltier Thermal
Cycler PTC 2000 e os produtos da reacdo foram analisados em gel de agarose 1% e

corado com brometo de etideo 0,1 mg.L™.

Quadro 1. Oligonuclectideos usados em reacdes de PCR

Plasmideos Oligonuclectideos Seqiiéncia
Recombinantes
pDON-NAP AtNAPG-4263 (senso) aaaaagcaggcttcacaatggegggtcgagttaa
pHIS-NAP AtNAPSIG 4264 (anti-senso) agaaagctgggtcttacccaaatgggtttectee
pDON-PRNAP 4317-PRONAPF-GA (senso) asaaagcaggcttcacaatgectggatggcaage
pGST-PRNAP 4318-PRONAPR-GA (anti-senso) agaaagctgggtcttatgggtttacattgctagg
pHIS-PRNAP
nap LB1-18 (senso)
4967 (senso)
4968 (anti-senso)
35S-NAP MC36 (senso)
AtNAPSIG 4264 (anti-senso) agaaagctgggtcttacccaaatgggtttectee
35S-NAP-GFP 4317-PRONAPF-GA (senso) aaasagcaggcttcacaatgectggatggcaage
4799-pK 7FGFPRVvs (anti-senso) cgccctegecctcgecggacac
35S-NAP-TAP 4317-PRONAPF-GA (senso) aaasagcaggcttcacaatgectggatggcaage
5250 (anti-senso)
CaLCuVv-B PCRc1 (senso)* ctagctgcagcatatttacrarwatgcca

PBL 1V 2040 (anti-senso)*

gectctgcageartgrtckatcttcataca

*Rojas et al., 1993.



3.4.4. Expressdo heteréloga em Escherichia coli.

Os clones pHIS-PRNAP, pGST-PRNAP em bactéria Escherichia coli BL21:DE3
e pHIS-NAP em bactéria Escherichia coli BL21:DE3 (pLYSs) cresceram
separadamente em 1 L de meio liquido seletivo LB, contendo ampicilina 100 mg.L™,
até Ago= 0,6, quando foram induzidos com isopropilil-b-D-thiogal actopiranosideo
(IPTG) 0,4 mM. Apos incubagdo a 28° C, a 200 rpm por 16 horas, foram obtidos os

extratos protéicostotal, solivel einsollvel.

3.4.5. Obtencdo dos extratos de proteinas totais, solUveis e insolUvels.

Para a obtencéo da fracéo total, 1 mL de cada culturafoi centrifugado a 10.000 x g
por 1 min, a4° C, e o pellet bacteriano ressuspendido em 100 i de 1X-PBS (NaHPO,
10 mM, KH,PO4 1,8 mM, NaCl 140 mM, KCI 2,7 mM; pH 7,4), seguindo-se a adi¢céo
de 100 nL de tampdo de amostra SDS-2X (glicerol 30% (v/v), SDS 9,2% , azul de
bromofenol 1%, b-mercaptoetanol 20% (v/v), TrisHClI 250 mM pH 6,8).
Posteriormente, as amostras foram sonicadas em Ultrassonic Homogenizer 4710 Series
(Cole Parmer), no gelo, com amplitude entre 60 e 80; timer O, pulser 6, por quatro
tempos, e agquecidas por 3 minutos a 70° C, para desnaturag&o das proteinas.

Para as fracOes soltvel e insolavel, foram centrifugados 4 mL das células de cada
cultura a 6.500 x g por 15 minutos, a 4° C, e o pellet ressuspendido em 500 ni de
Tampao de Extracdo (TrissHCl 50 mM pH 8, EDTA 2 mM), contendo 1 mg.mL™* de
lisozima e Triton X-100 0,1% (v/v). As amostras foram incubadas a 30° C por 15
minutos e posteriormente transferidas para o gelo, para sonicagdo. Em seguida, o lisado
foi centrifugado a 12.000 x g por 15 minutos, a 4° C, e o sobrenadante retirado e
transferido para outro microtubo (Fragdo Soluvel). O pellet foi ressuspendido em 100
nL de tampdo de amostra SDS-1X (Fracdo InsolUvel). Todas as fraces obtidas foram
analisadas por SDS-PAGE em presenca de b-mercaptoetanol, como descrito por
Laemmli et al. (1970). No gel SDS-PAGE foram avaliadas se as proteinas induzidas
estavam fracionadas na fragdo solvel ou insollvel.
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3.4.6. Purificacdo das proteinas recombinantes.

As proteinas recombinantes PRNAP e NAP fusionadas a residuos de histidina
foram purificadas por cromatografia de afinidade com resina de Ni*. Para purificagio
em grande escala, 1 litro de células induzidas foram centrifugadas a 5.000 x g por 10
minutos e ressuspendidas em tampado de ligacdo (NaH.PO, 100 mM, Tris 10mM,
Imidazol 10 mM, e uréia8 M pH 8,0), para 0 dominio PRNAP da proteina NAP, que se
encontra na fracdo insoluvel e (NaH,PO, 50 mM, imidazol 10 mM, NaCl 300 mM pH
8,0), para a proteina NAP que se encontra na fracdo solUvel, juntamente com PMSF 1
mM e lisozima 1 mM. O rompimento das células ocorreu mecanicamente por ultra-
sonicacdo em Ultrassonic Homogenizer 4710 Series (Cole Parmer), com os padrfes de
pulso 5, amplitude 60/80, por 15 segundos seguida de centrifugagéo a 39.000 x g por 20
minutos, para a remocao de debris celulares e obtencdo do sobrenadante. Esse foi
filtrado em membrana de 0,45 mm e ligado a uma resina Ni-NTA Agarose (Qiagen)
ativada com Ni*?, previamente equilibrada com o tamp&o de ligagdo. A purificacgo foi
realizada pelo método Batch, segundo o protocolo do fabricante.

O dominio PRNAP da proteina NAP foi utilizado para a producdo de anticorpos,
descrito no Apéndice 1. A proteina NAP completa, purificada na forma nativa, foi

utilizada no ensaio de interacdo in vitro.

3.4.7. Ensaio de interacdo de NAP-NSP in vitro.

Os clones pGST-NSP e pGST foram crescidos em 500mL de meio seletivo LB até
atingir Agpo=0,6 e foram induzidos com IPTG a 28° C, 200 rpm, por 16 horas. O meio
foi centrifugado a’5.000 x g por 10 minutos a4° C e o pellet ressuspendido em PBS 1X
com lisozima 1 mg/mL. O rompimento das células foi realizado por ultra-sonicacéo,
seguida de centrifugacdo a 14.000 x g por 20 minutos a 4° C. O sobrenadante foi
coletado e incubado com a resina Glutathione Sepharose 4B (Amersham) pré-
equilibrada com tampéo de ligagdo [TrissHCI 50 mM pH 7.5, NaCl 120 mM, Nonidet
P-40 0,1% (v/v)] e incubada sob agitacdo a 4° C por 2 horas. A proteina ligada a resina

foi centrifugada a 500 x g por 2 minutos a 4° C. O sobrenadante foi descartado, aresina
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foi lavada trés vezes com o tampéo de ligacéo e, depois de centrifugada a 500 x g por 2
minutos a 4° C, foi ressuspendida em 100 i de tamp&o de ligagdo. Em seguida, 40 ni
da proteina HIS-NAP purificada foi incubada com 20 ni de suspensdo GST-NSP-
Glutathione Sepharose ou 20 nl. de GST-Glutathione Sepharose em 500 ni de tampé&o
de ligacdo. As misturas foram mantidas por 2 horas a4° C, centrifugadas a 500 x g por 2
minutos a 4° C, lavadas trés vezes com tampao de ligacdo, e ressuspendidas em 60 ni
tamp&o de amostraSDS-1X.

As proteinas foram separadas em SDS-PAGE com concentracdo de acrilamida/ bis
10% (Laemmli et al., 1970), no tampéo de corrida (Tris-HCl 25 mM, glicina 200 mM,
EDTA 1 mM e SDS 3,5 mM) e voltagem constante de 100V .

Apos eletroforese, o gel foi revelado com solucdo corante [metanol 45% (v/v),
eEtanol 9% (v/v) e Coomassie Brilhant Blue R250 0,01%] por 2 horas e, em seguida,
descorado em solucdo descorante [metanol 25% (v/v) e é&cido acético glacial 7,5%
(VvIv)].

3.5. Obtencao de plantas transgénicas.

3.5.1. Obtencédo de constructes de DNA em vetores binarios de transformacgao de

plantas.

A regido codificadora do gene NAP foi transferida do vetor de entrada pDONR207
para o vetor binario pK 7WG2. O clone resultante, pK7-NAP, contém o cDNA de NAP,
sob o controle do promotor CaMV 35S. Similarmente, 0 cDNA de NAP foi transferido
de pDONR201 para o vetor hinario pK 7FWG2, resultando em pK7F-NAP. O clone
pK7F-NAP contém o cDNA de NAP fusionado a GFP na regido carboxiterminal. O
gene quimérico estd sob o controle do promotor 35S. O gene NAP também foi
transferido para o vetor CTAPI, que promove a fusdo do cDNA a uma cauda de proteina
A, C-termina (TAP), também estando sob o controle do promotor 35S, resultando no
clone pCTAP-NAP.
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3.5.2. Transformagao de Agrobacterium e Arabidopsis.

As construgdes pK7-NAP, pK7F-NAP e pCTAP-NAP foram utilizadas na
transformacdo de Agrobacterium tumefaciens da estirpe GV3101 por eletroporacéo.
Aproximadamente 50 ng de plasmideo foram utilizadas na transformacdo de 40 ni. de
células competentes e eletroporadas a 2500 V durante 4 a 5 milisegundos. Os
transformantes foram selecionados em meio Rhizo sdlido contendo 40 mg.L™” de
gentamicina e 100 mg.L™ de espectinomicina. As placas foram incubadas durante trés
dias a 28° C e as col6nias positivas diagnosticadas no final dessa etapa, por meio de
PCR, utilizando os oligonucleotideos especificos para 0 gene NAP. Os produtos da
reacéo foram analisados em gel de agarose 1% e corado com brometo de etideo 0,1
nmg.mL ™. O tamanho das bandas foi comparado com o padr&o de tamanho molecular.

As colbnias de Agrobacterium tumefaciens contendo as construcdes pK7-NAP,
pK7F-NAP e pCTAP-NAP foram separadamente inoculadas em 4 mL de meio LB
liquido seletivo (40 mg.L™ de gentamicina e 100 mg.L™ de espectinomicina) por 24 h a
28° C. Em seguida, os 4 mL foram inoculados em 200 mL de LB seletivo, que foram
incubados por 24 h a 28° C. Apbés o periodo de incubagdo, as células foram
sedimentadas por centrifugacéo, a 8.000 x g e ressuspendidas em 250 mL de sacarose
5%, contendo Silwett L-77 3% (v/v). A solucdo foi usada para transformar Arabidopsis
thaliana Col-0 pelo método de mergulhia de escapes florais (Fontes et al., 2004). As
plantas recém transformadas foram mantidas em casa-de-vegetacdo até a obtencéo de
sementes. As sementes transgénicas contendo as construcdes pK7-NAP, pK7F-NAP e
pCTAP-NAP foram designadas 35S-NAP, 35S-NAP-GFP e 35SNAP-TAP,
respectivamente. As sementes de 35S-NAP e 355-NAP-GFP foram esterilizadas com
solucéo contendo etanol 70% (v/v), e Triton X-100 0,05% (v/v) por 5 minutos, seguido
de etanol absoluto por 1 minuto, e foram plagueadas em meio MS (Murashige & Skook,
1962) meia forca seletivo, contendo canamicina 50 mg.L™ para a selecdio dos
transformantes independentes. A marca de selecdo nas construcdes utilizadas para a
transformacéo é fornecida pelo gene nptll, presente no T-DNA dos vetores, que confere
resisténcia a canamicina. As placas contendo as sementes foram incubadas por 2 dias a
4° C para quebrar a dorméncia e depois transferidas para uma incubadora a 22° C com
fotoperiodo de 16 h para o crescimento das plantas. Apds um més de germinacéo, 0S

transformantes independentes foram transplantados para vasos e mantidos em casa de
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vegetacdo na temperatura de 22° C e com fotoperiodo de 16 h. As sementes de 35S
NAP-TAP foram semeadas em terra e selecionadas ap0s duas semanas de germinacao
com 3 aplicagdes do herbicida fosfinotricina, em um intervalo de 2 dias. As plantas
transformadas foram confirmadas por PCR de DNA genémico extraido de folhas jovens
com oligonucleotideos especificos para NAP. Além disso, procedeu-se a andise de
segregacao do transgene nageracao To.

As plantas foram plagueadas por trés geracOes para selecionar, em canamicina,
plantas em homozigose que obedecessem a proporcdo mendeliana de 3:1 (3 positivas :1
negativa). As plantas ndo transformadas exibem o fendtipo albino, enquanto que plantas
transformadas s30 resistentes & canamicina. Foi feito um teste X? dessas plantas, onde

foram aceitas as plantas com X2 £ 3,8 com a=5% (Apéndice 2).

3.6. Diagnostico molecular das plantas transgénicas.

3.6.1. Extracdo do DNA de plantas transformantes de Arabidopsis thaliana
(miniprep) para PCR.

Uma folha de cada planta transformada foi macerada em nitrogénio liquido em
microtubos com pistilos. Adicionaram-se 200 nL. de tamp&o de extragcdo de DNA (Tris-
HCl 200 mM pH 7,5, NaCl 250 mM, SDS 0,5% e EDTA 25 mM) e agitou-se por 5 s.
Apbs centrifugacdo a 16.000 x g por 5 minutos a temperatura ambiente, os acidos
nucléicos foram precipitados do sobrenadante com isopropanol 50% (v/v) por 10
minutos e recuperados por centrifugacdo a 16.000 x g por 6 minutos. O pellet foi lavado
com 150 nL de etanol 75% (v/v), seco em Automatic Environmental SpeedVac System
AES1010 (Savant) por 5 minutos e ressuspendido em 30 nL de agua mili-Q
autoclavada. Foram utilizados 4 . do DNA extraido das plantas para a reacéo de PCR,

que foi descritano item 3.4.3.

3.6.2. Extracdo de RNA total de plantas transgénicas.
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Para isolamento de RNA total, plantulas de Arabidopsis thaliana foram
maceradas em nitrogénio liquido e aproximadamente 200 mg do tecido vegetal foram
homogeneizados com o reagente TRIzol (Gibco). Incubou-se a temperatura ambiente
por 5 minutos e foram adicionados 200 ni de cloroférmio. A mistura foi
homogeneizada manualmente por 15 s, incubada a temperatura ambiente por 3 minutos
e submetida a centrifugagdo a 12.000 x g por 10 minutos a 4° C. O sobrenadante foi
transferido para um novo microtubo, livre de RNAse, e foram adicionados 500 ni de
isopropanol. Em seguida foi incubado a temperatura ambiente por 10 minutos e
centrifugado a 12.000 x g por 10 minutos. O RNA precipitado foi lavado com etanol
75% (v/v) (preparado com égua livre de RNAse) e centrifugado a 7.500 x g por 10
minutos. Em seguida, os microtubos foram secos a temperatura ambiente por
aproximadamente 10 minutos e os pellets ressuspendidos em 30 L de &gua livre de
RNAse e estocado a -80° C. A integridade do RNA total isolado foi avaliada por
eletroforese em gel de agarose 1,5% em TBE 1X (Tris Base 89 mM, é&cido borico 89
mM e EDTA 50 mM pH 8,0), corado com brometo de etideo 0,1 ng.mL™.

3.6.3. Andlise da expressao do transgene por RT-PCR.

O RNA total foi quantificado por espectrofotometria em espectrofotdmetro DU
650 BECKMAN a 260 nm e a concentragdo do RNA total foi expressaem Og.0L ™ A
expressdo do gene foi avaliada por RT-PCR, usando-se 2 [1g do RNA tota como
molde, que juntamente com 5 [IM de olionucleotideos oligodT € 0,5 mM de dNTPs, no
volume final de 15 [L, foram aquecidos a 70° C por 5 minutos e depois imediatamente
colocados no gelo. A essa mistura, foram adicionados tampdo 1X da enzima
transcriptase reversa (Invitrogen Life Technologies, Inc.) (50 mM Tris-HCI pH 8,3, 75
mM KCI, 3 mM MgCl,), e 10 mM DTT, no volume final de 20 [JL e mantidosa 37° C
por 2 minutos, seguido por 1 L de M-MLV RT Transcriptase Reversa (Invitrogen Life
Technologies, Inc.) e incubou-se por 37° C por 4 horas. Depois de sintetizado o cDNA,
amisturafoi colocadaa 70° C por 15 minutos parainativacdo da enzima.

Paraareacéo de PCR, 1 ni. de cDNA foi adicionado a0,1 mM de dNTPs, 0,4 [IM
de cada um dos oligonucleotideos especificos para a regido de prolina do gene NAP
(Quadro 1), 1X de tampéo para a Tag DNA polimerase (MgCl, 2,0 mM, Tris-HCI 2,0
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mM pH 8,4, KCl 50 mM), 1 nL de Tagq DNA polimerase em um volume final de 25 ni_.
As condices de reacdo adotadas foram de 3 minutos a 94° C, seguido de 20, 30 e 40
ciclos (45sa94°C, 1 minutos e 30 sa55° C e 2 minutos a 72° C), seguindo 10 minutos
a72° C. A reacdo de PCR foi saturada com 40 ciclos, sendo ent&o utilizados 30 ciclos.
A mesmareacéo de PCR foi realizada com oligonucleotideos para actina, como controle
de expressdo, no entanto com temperatura de anelamento de 49° C. A reacdo de
amplificacdo foi conduzida em um termociclador MJ RESEARCH Peltier Thermal
Cycler PTC 2000 e os produtos da reacdo foram analisados em gel de agarose 1% e
corado com brometo de etideo 0,1 mg.mL™.

3.7. Obtencdo de plantas Arabidopsis thaliana mutantes para o gene NAP.

3.7.1. Obtencdo de mutantes nap em homozigose.

As plantas Arabidopsis thaliana mutantes knock-out para o gene NAP foram
obtidas na biblioteca de mutantes insercionais, do "Sak Institute for Biological
Studies’. As sementes obtidas de mutantes nap foram esterilizadas, plaqueadas em meio
MS meiaforga, incubadas a 4° C por 2 dias e a22° C por 15 dias, com fotoperiodo de 16
horas, e depois transplantadas para vaso. Quando as plantas comecaram a emitir um
escape floral, foram coletadas folhas de cada uma delas separadamente, extraido o DNA
conforme citado no item 3.6.1 e, para genotipagem, foi feita uma reacdo de PCR com
oligonucleotideos especificos para 0 gene NAP (4967 e 4968) e um oligonucleotideo
senso especifico parao T-DNA (LB1-18) (Quadro 1).

3.7.2. Andlise da expressdo de plantas mutantes nap por RT-PCR.

O RNA total de plantulas foi extraido como descrito no item 3.6.2. A expressao do
gene foi avaliada por RT-PCR, como descrito previamente no item 3.6.3, no entanto,
usando oligonucl eotideos especificos para 0 gene NAP para a sintese de cDNA.

A linhagem contendo alelos nulos nap em homozigose e linhagem selvagem Col-0

foram inoculadas com o CaL.CuV por meio de biobalistica.
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3.8. Ensaios deinfectividade de Arabidopsis thaliana com CaL CuV.
3.8.1. Infeccdo de Arabidopsis thaliana com CalL CuV por biobalistica.

As sementes de plantas selvagem Col-0, nap, 35S-NAP e 35S-NAP-GFP foram
esterilizadas e plaqueadas em meio MS meia forca, as duas primeiras em meio sem
antibidtico e as duas Ultimas em meio seletivo com canamicina 50 mg.L™. Apds 2
semanas, 12 plantas de cada linhagem foram transplantadas para vasos individuais
contendo terra: substrato, 1:1. Quando atingiram o estégio de 5-7 folhas, as plantas
foram inoculadas com o Cal CuV. Foram realizadas 3 repeticdes desse experimento.

Os componentes A e B do geminivirus CaLCuV estédo na forma de repeticbes
parciais em tandem, cada um dos componentes possui 1 cOpia e meia do material
genético, para que ocorra recombinacao in vivo e sgja liberado o virus de forma circular
dentro da célula vegetal. O DNA plasmidial dos clones CaLCuV-A, com mutacdo no
gene AV1 e CaLCuV-B (Figura 4 A) foram extraidos utilizando o “Plasmid Midi Kit”
(Qiagen), segundo as recomendacOes do fabricante. O componente A utilizado
apresenta uma mutacdo na ordem de leitura no gene que codifica a proteina da capa,
tornando-o menos virulento. O virus selvagem é muito severo, podendo matar as plantas
infectadas rapidamente. Dessa forma, o virus atenuado é utilizado para que se possa
acompanhar lentamente todo o curso da infeccdo. A qualidade e integridade do DNA
foram andlisadas em gel de agarose 1% e a concentracdo foi avaliada por
espectrofotometria a 260 nm. As linhagens de Arabidopsis thaliana selvagem Col-0,
mutantes nulos nap e as plantas superexpressando o gene NAP (35S-NAP e 35S-NAP-
GFP) foram inoculadas, por meio de biobalistica (Schaffer et al. 1995), com os DNAs
de CaLCuV-A e CaLCuV-B aderidos a particulas de tungsténio. Como controle

negativo, duas plantas de cada linhagem foram inocul adas somente com tungsténio.
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Figura 4. Inoculacdo do virus CaLCuV em Arabidopsis thaliana. (A) Esgquema do
componente A e do componente B de geminivirus, indicando seus respectivos genes. O
componente A apresenta uma mutacdo no gene AV1 (que codifica a proteina da capa),
tornando o virus menos patogénico. O virus utilizado nesse experimento possui 1 copia
e meia de cada um dos componentes (ndo mostrado). (B) Plantas de Arabidopsis
thaliana antes e logo ap6s inoculagdo com virus associado a tungsténio (planta com
folhamais escura).

Aproximadamente 10 ng de cada componente de DNA foram precipitados com
microparticulas de tungsténio, na presenca de CaCl, 1 M, espermidina 15 mM e lavadas
com etanol absoluto. Cada preparacdo foi distribuida em 5 membranas carreadoras. As
membranas preparadas foram devidamente encaixadas no acelerador de particulas e
lancadas, sob vacuo formado com gas hélio, com aceleracdo de 160 psi, contra as
linhagens de Arabidospsis thaliana citadas acima. O tungsténio pode ser observado sob
afolhalogo apds o bombardeamento (Figura 4 B). As plantas foram, ent&o, transferidas
para cdmara de crescimento a 22° C com fotoperiodo de 16 horas e observadas quanto
ao aparecimento de sintomas até 18 dias ap0s a inocul agdo.

Para a andlise dos sintomas, as plantas foram observadas em intervalos de dois
dias e fotodocumentadas no 14° dia. Foram analisados sintomas como: necrose foliar,

clorose foliar, epinastia, enrolamento de folhas jovens e morte de folhas jovens.
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3.8.2. Diagndstico molecular dainfeccdo viral

Uma folha de cada planta inoculada com virus foi coletada com 7, 14 e 20 dias
apos a inoculagdo. As folhas foram maceradas em nitrogénio liquido em microtubos
com pistilos, seguindo-se o protocolo descrito em 3.6.1. Como molde para a reagéo de
PCR, 5 nL de DNA foram usados juntamente com 0,4 nM de cada um dos
oligonucleotideos degenerados, que amplificam um fragmento especifico do CaLCuV-B
(Quadro 1). A reacdo de PCR foi desenvolvida como descrito no item 3.4.3. Os
produtos da reacdo foram analisados em gel de agarose 1% corado com brometo de

etideo 0,1 mg.mL™.

3.8.3. Andlises estatisticas.

A percentagem de plantas infectadas foi avaliada de dois em dois dias quanto a
sintomatologia e a0 acimulo de DNA vira. Os dados foram plotados em um gréfico
(percentagem de plantas infectadas X dias pés-infeccdo), juntamente com o desvio
padréo entre as repeticdes. Foi realizada uma andlise de variancia de dois fatores
(ANOVA) e de Kruskal-Wallis com medidas repetidas, paratestar se o tipo de planta e
os dias apés a infeccdo tiveram efeito significativo na percentagem de plantas
infectadas, de acordo com Zar (1996). A varidvel independente é o tipo de planta, a
variavel dependente é a percentagem de plantas infectadas, e os dias sd0 as medidas
repetidas. Os dados de percentagem de plantas infectadas foram transformados,
calculando o arcoseno da raiz quadrada, para que os residuos da andlise tivessem
distribuicdo normal. O valor de p considerado significativo foi [1 0,05.

3.9. Analise do padrao de expressao do gene NAP nos diferentes 6rgaos de

Arabidopsis thaliana.
Os diferentes 6rgéos de Arabidopsis thaliana da planta selvagem Col-0 (pléantulas,

flores, folhas e raizes) foram coletadas separadamente. Aproximadamente 200 mg de
tecido vegetal foram macerados e 0 RNA total de cada 6rgdo foi extraido como descrito
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item 3.6.2. A reacdo de RT-PCR foi desenvolvida da maneira descrita em 3.6.3,
utilizando 2 [0g do RNA total como molde e oligo dT. Para a reacdo de PCR, foi
utilizado 1 nL. de cDNA e os oligonucleotideos 4317 e 4318, especificos para a regido
de prolina do gene NAP (Quadro 1).
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4. RESULTADOS

4.1. Identificacdo de proteinas de Arabidopsis que interagem com a proteina
NSP do CaL CuV.

Foi utilizado o sistema de duplo-hibrido em levedura para detectar proteinas que
se ligam a NSP de geminivirus. A construgdo de DNA pBD-NSPCLCV contém a
proteina NSP do CalL CuV fusionada ao dominio de GAL4 pBD de ligagdo ao DNA
(isca). As outras construgdes foram obtidas a partir de cDNA de Arabidopsis fusionados
ao dominio de GAL4 pAD de ativacéo (presas). A interacdo entre a proteina NSP e as
proteinas do hospedeiro foram detectadas quando linhagens de leveduras MaVv203
foram co-transformadas com ambas as construgbes de pBD-NSPCLCV e aguelas
derivadas do vetor pAD-GAL4. Os transformantes independentes (5 x 10°) foram
plagueados em meio seletivo e avaliados quanto a auxotrofia por histidina e uracila e
ativacdo do gene de b-galactosidase. As colbnias que apresentam proteinas que
interagiram s&o0 capazes de crescer em meio sem histidina, sem uracila e apresentam
atividade deb-galactosidase. Foram detectadas trés proteinas que interagem com NSP:
PERK-like quinase, nucleoporina-like e peroxidase (Quadro 2). Como controle
negativo, foi demonstrado que o vetor vazio pBD (isca) ndo interagiu com nenhuma das

referidas proteinas.
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Quadro 2. Interacdo de NSP com proteinas do hospedeiro

ISCA PRESA HIS- URA - b-GAL

NSP  PERK-LIKE QUINASE  + + i![wi\’]‘ '

NSP NUCLEOPORINA-LIKE  + v IS

NSP PEROXIDASE + + dd4déd
VETOR PERK-LIKEQUINASE - i | |
VETOR NUCLEOPORINA-LIKE - .

VETOR

PEROXIDASE

Nesse trabalho é descrita a caracterizac8o da nucleoporina-like, designada NAP
(“NSP-Associated Protein”). O referido cDNA isolado codifica o carboxiterminal

(aminoécidos 460 a 602) da nucleoporina-like, que corresponde a um dominio rico em

prolina. Experimentos adicionais, utilizando NSP de outros geminivirus como isca,

demonstraram que o C-termina da nucleoporina-like também interage com NSP de

Tomato golden mosaic virus (TGMV) e de Tomato crinkle leaf yellows virus (TCrLYV)

(Quadro 3). Estes resultados indicam que a interacdo de NSP com a proteina do

hospedeiro NAP é conservada entre NSPs de outros geminivirus. Uma proteina ndo

relacionada com NAP, a SBP, proteina de soja que se liga a sacarose, ndo interagiu com

NSP, confirmando a especificidade da formagdo do complexo NSP-NAP em leveduras.

Quadro 3. Interacdo de NSP de geminivirus com a nucleoporina-like (NAP) em

leveduras
pAD-PRNAP pAD-SBP

Presa

+U -H -U +b-Gal® +U -H -U +b-

+H +3AT +H +3AT Gal
Isca
pBD-NSPCLCV + + + 0.633+0.121 " 00
pBD-NSPTGMV + + + 0.473 £0.076 + 0.0
pBD-NSPTCrYLV + + + 0.551 + 0.102 + 0.0
pBD-Leu + 0.0 + 0.0

&/ alores de atividade correspondem a média + o desvio padrdo de quatro repeticoes. (U)
Uracila, (H) Hidtiding; (3AT) 25 mM 3-aminotriazol; (b-Gal) atividade de b-

galactosidase.
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4.2. Caracterizacdo estrutural da proteina NAP.

A nucleoporina-like, designada NAP (“NSP-Associated Protein”), é codificada pelo
gene At4g13350 de acordo com a homologia da seqliéncia de NAP de 100% com o gene
de Arabidopsis thaliana no banco de dados NCBI (Figura 5). Esse gene se encontra no

cromossomo 4 do genoma.

fuery 173 GCAAACACTGATTCAACARAGAAGRAT CAARATCTCCAGAAATTCGATCGTCGTTGALGE 232
PEEEEEEEEr e et e e e bbb e e bbb e b e e e el
Shict 173 GCAAACACTGATTCAACARAGAAGAAT CAARATCTCCAGAAATTCGATCGTCGTTCALGE 232

Query Z33 TTCGTCTCAGT TTCTAGCTTAGTGTITTGGAAT CGAALATGGCGGGTC GAGTTALAGALG 292
(R N R R R R RN R R RN R AR RN
dbjct 233 TTCGTCTCAGTTTCTAGCTTAGTGTTTTECAATC GAALATGGCGGETC GAGT TALAGAAG 252

fuery Z893 ACFAGAAGALC GAGAAGATTATTAGGAGTCTIC TTAALCTTCCTGAGAATALGAGGTZTA 352

PELEEEEETEE Rttt e e e e e e e e e et e e e e e ey
Shijct 283 ACGAGAAGALC GAGAAGATTATTAGGAGTCTTC TTAALCTTC CTGAGAATALGAGGTTA 352

Query 353 TAAACTETAACAGCCTTGGAC CACAATATGTITGLACTACTTTCTRFACTITTGTTTGTA 412
PEEEETEEEr e et et e e e e e e r e e e et e e e e el
Shict 353 TAAACTETAACAGCCTTGGAC CACAATATGTITGLACTACTT TCTGEACTITTGTTTGTA 412

Query 413 CCAACTGCAGT GGAATACATC GTGAGTTTACACATC GTGTTAALTCGATATCAATGGCGA 472
(RN RN R R R R RN R NN R RN AR R AR
bjct 413 CLAACTGCAGT GLAATACATC GTCAGTTTACACATC GTCTTAAATCGATATCAATGGCGA 472

fuery 473 AATTTACCTCACAAGAAGTTACTGCTT TGALA GAAGGTGFARATCAGCATGC TAAGGATA 532

PELEEEEERE R et bbb e bbb e e e r e et e e ey
Shict 473 AATTTACCTCACAAGAAGTTACTGCTT TCALAGAAGGTGFAMATCAGCATGC TALGGATA 532

fuery 533 TTTATTTTALAGGATTGGATC AACAGE GGCAATCAGTGCCTFACGGAAGTAAT GTTGAGL 592
(AR N N RN AR NN RN AR RN
Shict 533 TTTATTTTALAGGATTGGATC AACAGE GGCAATCAGTGCCTFACGGAAGTAATGTTGAGE 592

Query 593 GGTTALGGGAC TTCATCAGAC ATGTGTATGTALATAARAGGTATACGARATGAGAAGLAATG 652
(N RN NN RN RN RN RN RN RN RN R A RR AR
dbjct 5593 GETTAAGGGAC TTCATCAGAC ATCTGTATCTALATAARAGGTATACGAATGAGAAGLAATG £52

fuery 653 ATFATALGTCTCCALGTGAGACACGTAGTTCTAGTGGTTCTCGRAGTC CACCTTATGAAG 712
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Shict 653 TGATALGTCTCCAL GTGAGA CACGTAGTTCTAGTZLTTCTI CACCTTATGAAG 712

fuery 713 ATGFATATGACCGTCGTTACGGLGACAGATCAA GTC CTGFTGGRAGAAGTCCAGGGTTICG 772
PECEETEEEE e ettt e e e e e e e e e e e e et e e e e et el
Shict 713 ATGEATATGACCGTCGTTACGGLGACAGATCAL GTC CTGFTGGRAFAAGTCCAGGGTTCE 772

Query 773 AGACGGGTAGTAGGAATGCTGTTAATAACAGRALALGCCCTGCTCGTCCTGAGATCCTGA 832
(RN R N R R R R N NN R RN AR R R RN
dbjct 773 AGACGGETAGTAGGAATGCTGTTAATAACAGAALALGCCCTGCTCGTCCTGAGATCCTGA 832

Query 833 A GAGGATAGETTTGGGFGTAGALLLACATCAGAAGAGGGCTCCCAGT 592
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Shict 833 ATGATTGGCGCAGAGAGGATAGGTTTGOGGGTAGALARACAT CAGAAGAGGCTCCCAGT 892

Query &93 CACCTGAGCAAGTALARGACTTGEGTTCAGCTAGCCCTCCTGTAGCTC GACCTGTTAGG: 952
PEEEEEEEEr e ettt e e e e r e e e e e et e e e e e e el
Shict 883 CACCTGAGCAAGTALARGACTTGEGTTCAGCTAGCCCTCCTGTAGCTC GACCTGTTAGG: 952

fuery 953 AAATTTIGFGT GACAGTGTTATTCCTC TTCGTGTHG GAGAGC CTCCARLACCCCCTGTCA 1012

AR RN R N N RN AN RN N NN AR RN
5hict 953 AAATTTIGHGTGACAGTGTTATTCCTC TTCGTGTRG GAGAGC CTCCARLACCCCCTGTCA 1012

fuery 1013 GTAGAAATACC GATGCTTCAGCACATGCALAGTCAGGTACATCATTGAGTAGTITAATGT 1072
PEEEEEErere e et et b e e e e e e e e et r e e e e el
Shict 1013 GTAGAAATACC GATGCTTCAGCACATGCALAGTCAGGTACATCATTGAGTAGTITAATGT 1072
Query 1073 CCACARATGAGAAGCCACCAGRLGTGAAGCTGFGAGACTGCTTTAAGCCTGATT GATTTTEG 1132
PECEEEEEEr e et ettt b e e e e et e e e b e e e e e el
Shict 1073 CCACAAATGAGAAGCCACCAGAAGTGAAGCTGGAGACTGCTTTAAGCCTGATTGATTTTEG 1132
fuery 1133 ATACTGATTITGAAACTCCTGCTCCATCTGTIGCAATTCALAGCACCACTATCGACCACAT 1192

(AR R RN N NN AN RN N N RN N R R RN |
Shict 1133 ATACTGATTITGAALCTCCTGCTCCATCTGTTGCAATTCAAGCACCACTATCGACCACAT 1192

Figura 5. Alinhamento da segiiéncia do gene NAP no banco de dados NCBI. A
homologia da segiiéncia de NAP (Query) foi de 100% com a sequéncia do gene
At4g13350 de Arabidopsis thaliana (Shjct).
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Em Arabidopsis, foram detectados dois genes homélogos a NAP, o gene
At1g08680, com 33% de identidade de sequéncia e o gene At4g32630, com 31% de
identidade de seqiiéncia e, que possivelmente codificam proteinas, mas suas funcdes
ainda ndo sdo conhecidas. O gene At1g08680 codifica uma proteina com dominio ARF-
GAP com dedo-de-zinco, similar a proteina de interagcéo a Rev humana, a nucleoporina-
like hRIP ("Rev Interacting Protein™). A homologia da porcéo N-terminal, que apresenta
o dominio ARF-GAP é de 75% entre os genes At1g08680 e At4g13350, como indicado
na Figura 6. Em Homo sapiens foi identificada homologia de 23% do gene NAP com o
gene da nucleoporina-like hRIP. Essa nucleoporina interage com a proteina do virus
HIV, Rev, que atua no transporte do virus do nucleo para o citoplasma, exercendo a

mesma fungdo de NSP dos geminivirus.

Query 288 AGAAGACGAGRAGAACGAZAAGATTATTAGGAGTCTTCT TARACTTCCTCAGRATAAZAG 347

I 1 A B N A R R R R [
Sbjct 232 AGAAGAAGAGAGGAACGAGAAGATTATTCGTGGGCTTATGAAGCTTCCACCGAATCGTCG 291

Query 348 GTGTATAAACTGTAACAGCCTTIGGEACCACAATATGTTTGCACTACTTTICTGGACTTTTGT 407
T I O
Sbjct 292 TTGTATCAACTGCAATAGCCTTGGCCCTCAATATGTTTGCACAACTTTCTGGACCTTCGT 351
Query 408 TTGTACCAACTGCASTGEAATACAT CETGAGT TTACACATCGTGTTARATCGATATCAAT 467
[ o I I e e B e I e B e R R e R N S B R R N
Sbjct 352 ATGCATGGECTTGTAGCGGGATACACCGCGAATTCACTCATCGTGTEAAATCTGTGTCAAT 411
Query 468 GGCGAAATTTACCTCACAAGAAGTT 492

R e RN
Sbjct 412 GTCAAAGTTTACTTCTARAGAAGTT 436

Figura 6. Andlise de homologia de sequéncia no banco de dados NCBI de um
fragmento N-terminal do gene NAP (Query) com o gene At1g08680 de Arabidopsis
thaliana (Shjct) com 75% de homol ogia de seqiiéncia.

A partir da sequiéncia priméria da proteina NAP (M,=65030 e pl=6,91), de 602

residuos de aminoacidos foram identificadas algumas seqliéncias importantes na sua

estrutura primaria (Figura 7).

37



Regido deinteracéo
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Figura 7. Esquema da proteina NAP de Arabidopsis thaliana em escala. Através
da seqiéncia primaria de residuos de aminoécidos foram detectadas regides
importantes: como um dominio dedo-de-zinco ZF-BBOX (amarelo) caracteristico de
proteinas ativadoras de GTPase de Arf (ARF-GAP, em vermelho) e uma regido de
interacdo com NSP (lil&s), rica em residuos de aminoécidos Prolina (aminoéacidos 460 a
602).

4.3. Interacdo in vitro de HIS-NAP com GST-NSP.

Com a finalidade de confirmar a interacdo especifica entre NAP e NSP foi
realizado um ensaio de ligacdo direta de proteinas. Para isso, a proteina viral NSP e a
proteina NAP foram induzidas e purificadas de Escherichia coli BL21:DE3 (pLY Ss)
com etiquetagens diferentes (Figura 8) para ser possivel purificar GST-NSP com coluna
de afinidade e verificar se HIS-NAP se ligou a NSP. Os clones pGST-PRNAP (Figura.
8 A), pHIS-NAP (Figura 8 B) e pHIS-PRNAP (Figura 8 D) foram induzidos,
produzindo, respectivamente, as proteinas PRNAP (fragmento de regi&o rica em prolina
da proteina NAP, aminoacidos 460-602) fusionada a GST, NAP fusionada a cauda de
His e PRNAP fusionada a cauda de His.
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Figura 8. Inducdo e purificacdo de proteinas heterélogas. Os valores de massa
molecular estdo indicados a esquerda em kDa. (A) Inducdo da proteina pGST-PRNAP
em E. coli. Extratos de proteina total obtidas de células no transformadas (colunas 1, 4
e 7) e de células transformadas, ndo induzidas (colunas 2, 5 e 8) e induzidas com IPTG
(colunas 3, 6 e 9) foram separadas por SDS-PAGE. (B) Inducéo da proteina pHIS-NAP.
1 e 2-Correspondem a Fracdo Total. 3 e 4- Correspondem a Fracdo Soluvel e 5 e 6-
Correspondem a Fragdo Insollvel de bactéria transformada induzida e ndo induzida de
cada fracéo respectivamente. (C) Purificacdo de pHIS-NAP. Os nUmerosde 1 a5 sdo as
lavagens feitas na resina de Ni-NTA. 6, 7 e 8 sd0 as primeira, segunda e terceira
eluigdes, respectivamente. (D) Inducdo da proteina pHIS-PRNAP na mesma ordem que
em A. (E) Purificagdo de pHIS-PRNAP. 1- é afracdo ndo ligante naresing, 2 a6 sdo as
lavagens feitas naresinade Ni-NTA. 7, 8 e 9- sdo primeira, segunda e terceira el uicoes.

A proteina GST-PRNAP, com massa molecular de 41 kDa (Figura 8 A), foi

eficientemente expressa em bactéria, porém acumulou na fracdo insoltvel (coluna 9), o
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gue inviabilizou sua purificacdo em resina de afinidade, pois a interacdo de GST com a
glutationa da resina necessita da cauda GST na conformac&o nativa. Similarmente, a
proteina recombinante pHIS-PRNAP (Mr 18.000) foi eficientemente induzida (Figura 8
D) com acumulo predominante na fracéo insolivel (coluna 9). A proteinafoi purificada
por cromatografia de afinidade em resina de Niquel (Ni-NTA) em condicOes
desnaturantes (Figura 8 E). O contaminante de alto peso molecular persistiu, sendo,
possivelmente uma proteina bacteriana com uma sequéncia de His ou um dimero
formado pela associagdo de duas moléculas de HIS-PRNAP. A proteina recombinante
HIS-PRNAP parciamente purificada foi utilizada na producdo de anticorpos (Apéndice
1).

O clone pHIS-NAP foi induzido com IPTG produzindo uma proteina
recombinante de massa molecular de 70 kDa (Figura 8 B, coluna 2) e a proteina HIS-
NAP foi purificada (Figura 8 C) com resina Ni-NTA. Algumas proteinas contaminantes
de massa molecular na faixa de 20-30 kDa persistiram na eluicdo da proteina e
provavelmente representam produtos de degradacdo da proteina recombinante e/ou
proteinas de bactérias associadas a proteina HIS-NAP. A proteina parciamente
purificada, com sua sequéncia completa e na forma nativa foi utilizada no ensaio de
interacdo in vitro.

Como a proteina do hospedeiro purificada foi com sintetizada com a etiquetagem
de HIS, a proteina NSP foi obtida com outra etiquetagem (GST), tornando possivel sua
purificacdo em resina de afinidade de glutationa, onde a cauda de GST seliga (Figura 9,
coluna 2). A proteina HIS-NAP somente foi retida pela resina Sepharose-GST que havia
sido ligada a proteina GST-NSP, comprovando a interacdo entre as proteinas HIS-NAP
(70 kDa) e GST-NSP (52 kDa) in vitro (Figura 9, coluna 4). Nessa interacdo aparecem
outras proteinas que possivelmente estavam previamente associadas a proteina NAP
(Figura 9, coluna 1). A interacdo de NAP demonstrou ser especifica com NSP, pois

HIS-NAP n&o interagiu com a cauda de GST sozinha (Figura 9, colunab5).
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Figura 9. Interacdo in vitro de NSP e NAP. A proteina recombinante HIS-NAP
purificada (coluna 1) foi incubada com GST-NSP (coluna 2) ou GST (coluna 3) e
adsorvidas em glutationa-Sepharose. 4- Interacdo de HIS-NAP com GST-NSP e 5-
Mistura de HIS-NAP com GST. M- Marcador de massa molecular em kDa, cujos
valores estéo indicados a esquerda.

4.4. Padr &o de expressao do gene NAP nos difer entes 6r gaos da planta.

Por meio de um RT-PCR semi-quantitativo, foi analisado o padréo de expressao
da proteina NAP nos diferentes 6rgdos da planta selvagem Col-0, indicando uma
expressao constitutiva do gene em todos os 6rgdos da planta, como flor, folha, raiz,
inclusive em pléntulas (Figura 10 A). A quantidade de RNA total utilizada para a reagcéo
de RT-PCR foi similar em todas as amostras de tecidos, indicada pela expresséo

constitutiva do gene da actina de Arabidopsis (Figura 10 B).

BE - — — R

Figura 10. Expressdo de NAP nos diferentes 6rgéos da planta (P) Plantulas, (F)
Flor, (Fo) Folha e (R) Raiz. (A) RT-PCR semi-quantitativo das amostras de tecidos
usando oligonucleotideos especificos para o gene NAP. O tamanho molecular do
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produto da reacdo € de 0,4 kb. (B) RT-PCR semi-quantitativo das mesmas amostras
citadas acima com oligonucl ectideos para 0 gene da actina.

4.5. Obtencdo de plantas nap em homozigose e plantas superexpressando
NAP.

Para determinar a relevancia biologica da interacdo NAP-NSP, foi identificado
um mutante por inser¢do de T-DNA para o gene NAP (Figura 11 A). O gene NAP
(At4g13350) possui 12 éxons e 11 introns, sendo que o T-DNA interrompe o gene no 8°
éxon. As plantas nap, obtidas no Instituto Salk, em homozigose para o locus do T-DNA,
foram selecionadas por meio de PCR, utilizando um conjunto de dois oligonucleotideos
Senso e anti-senso, especifico para o gene NAP, além de um oligonucleotideo senso que
anelano T-DNA. A amplificagdo de um fragmento de 1000 pb demonstra a presenca de
alelos selvagens (Figura 11 B, coluna Wt), enquanto gque a presenca de uma Unica banda
de 500 pb confirma a insercéo do T-DNA nos dois alelos de At4g13350 (Figura 11 B,
nap). A banda amplificada corresponde ao tamanho entre o T-DNA e a extremidade 3
do gene. Um RT-PCR de amostra de RNA de plantulas selvagem Col-0 e nap foi
desenvolvido para analisar se ndo havia expressdo do gene nos mutantes e certificar que
0 mutante nap selecionado era de fato alelo nulo.

Para 0 RT-PCR, foram utilizados oligonucleotideos especificos que anelam em
éxons adjacentes do gene NAP e conseqlientemente sdo capazes de distinguir entre os
produtos de amplificacdo do cDNA (Figura 11 C, coluna 1) e DNA gendmico (Figura
11 C, coluna 3). Dessa forma, confirmou-se que o mutante knock-out ndo expressava o
gene NAP (Figura 11 C, coluna 2), ao contrario de plantas selvagens Col-0, nas quais a

presenca de transcritos do gene NAP foi detectada (Figura 11 C, coluna 1).
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Figura 11. Linhagens de mutante em homozigose nulos, nap. (A) Esquema do
gene At4g13350 em escala de pares de base, indicando os introns (linhas) e éxons
(caixas pretas). O loca de insercdo do T-DNA esta indicado no 8° éxon e nédo é
apresentado em escala. O mutante nap € designado SALK 014974. (B) PCR de plantas
nap em homozigose. Wt indica a planta selvagem Col-0. (C) RT-PCR confirmando a
auséncia de transcritos de NAP nas plantas nap (coluna 2) e a presenca dos mesmos na
linhagem selvagem Col-0 (coluna 1). Como comparacdo, é mostrada a reacéo de PCR
utilizando os mesmos oligonucleotideos e DNA genémico de planta selvagem Col-0 e
nap como molde (colunas 3 e 4, respectivamente). M é o marcador de tamanho
molecular. Os tamanhos correspondentes estéo indicados ao lado em kb.

Para 0 mesmo propdsito de obtencdo de plantas mutantes para o gene NAP, foram
obtidas também plantas transgénicas com as construcdes 35S-NAP (Figura 12 A), 35S
NAP-GFP (Figura 12 B) e 35S-NAP-TAP (Figura 12 C). O acumulo de transcrito foi
maior nas plantas superexpressando NAP: 35S-NAP, 35S-NAP-GFP e 35S-NAP-TAP
(Figura 12 D, NAP, colunas 2, 3 e 4, respectivamente), comparado a0 acumulo de
transcrito em Col-0 (Figura 12 D, NAP, coluna 1). A mesma quantidade de RNA foi
utilizada em todas as amostras, demonstrado pela reacdo com os oligonucleotideos para
aactina, gene constitutivo (Figura 12 D, Controle).
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Figura 12. Diagnéstico molecular de plantas transformadas. (A) PCR
diagndstico das linhagens 35S-NAP. 1- com oligonucleotideos MC36 (senso) e 4264,
especifico para o gene NAP (anti-senso) e 2- com oligonucleotideos especificos para o
gene NPT, que confere resisténcia a canamicina. (B) PCR diagndstico das linhagens
35S-NAP-GFP 1- com oligonucleotideo 4317 (senso), para a regido de prolina do gene
NAP e oligonucleotideo 4799 (anti-senso) para 0 gene GFP e 2- com oligonucleotideos
especificos para o gene NPT. (C) PCR diagndstico das linhagens 35S-NAP-TAP (1, 2 e
3) com oligonucleotideo para o gene NAP na regido de prolina (senso) e
oligonucleotideo 5250 para cauda TAP (anti-senso). (D) NAP- Andlise da expressdo
dos transgenes. O acumulo do transcrito de NAP foi analisado por RT-PCR semi-
quantitativo usando oligonucl eotideos especificos para a regido de prolina do gene NAP.
1-transcrito de Col-0; 2- transcrito de 35S-NAP; 3- transcrito de 35S-NAP-GFP; 4-
transcrito de 35S-NAP-TAP. Controle- as mesmas amostras foram usadas em um RT-
PCR semi-quantitativo com oligonucleotideos para actina. Os vaores do tamanho
molecular estdo indicados a esquerda em kb.

As plantas nap, 35S-NAP e 355-NAP-GFP foram utilizadas em ensaios de

infectividade com o virus CaLCuV.

4.6. Ensaios de infectividade de CaLCuV em Arabidopsis thaliana

transgénicas.
As plantas Col-0, nap, 35S-NAP e 35S-NAP-GFP foram inoculadas com 1 cépia

e meia do componente A e componente B do virus CalL. CuV, associados a particulas de
tungsténio. Através da andlise dos sintomas das plantas e do acimulo do DNA vira por

44



PCR, foi avaliada a percentagem de plantas infectadas ao longo do tempo apoés a
infeccdo. Plantas inoculadas somente com tungsténio foram usadas como controle
negativo.

As plantas Col-0 e nap inoculadas com o virus CaLCuV A e CaLCuV B
apresentaram sintomas caracteristicos de geminivirus desde clorose foliar severa com
retardamento no crescimento e no florescimento, a clorose branda e enrugamentos. Os
sintomas de enrugamento foram também observados nas plantas inoculadas somente
com tungsténio, devido a resposta ao proprio ferimento mecénico, causada pelo
bombardeamento. Nesse experimento, esperava-se que as plantas mutantes nap fossem
mais tolerantes ao virus, visto que na auséncia da nucleoporina que interage com a
proteina de exportacdo nuclear do Cal. CuV, o transporte intracelular do DNA viral seria
dificultado e a infeccdo ndo seria eficiente. No entanto, isso ndo foi observado. N&o
houve diferenca entre as plantas selvagens Col-0 e as plantas mutantes nap quanto ao
nimero de plantas infectadas nem quanto a severidade dos sintomas (Figura 13 A). O
acumulo do DNA viral foi detectado nas plantas inoculadas com o virus (Figura 13 B).
Nas amostras de plantas em que ndo foram detectadas DNA viral, indica a ocorréncia de
escape do mesmo apos 0 bombardeamento. Portanto, para a analise da percentagem de
plantas infectadas sO foram consideradas as plantas positivas na reacdo de PCR. Através
das andlises estatisticas desses dados, verificou-se que ndo houve diferenca significativa
entre a percentagem de plantas infectadas selvagens Col-0 e mutantes nap (F=1,51 e
p=0,34) (Figura 13 C).

45



Tungstenic Calluif A+E
Cal-0
MR
B
Cal-0 hap
- Tneculadas com CaliZuil " Ineculadas com Caliln'f

120

o
E 100 +
ﬁ. El:l ;_,_,-o-"
s f [ ——Cold
£ &
53 7 e
EE 40 :
2 m /:/
a -/{_ SRS
0 4 & & 11 13 15 18

dpi {dias pos dneculagioc)

Figura 13. Inativacdo do gene NAP ndo causou efeito aparente na eficiéncia do
processo de infecgdo. (A) Ensaio de infectividade em Arabidopsis, indicando as plantas
selvagens Col-0 e as mutantes nap bombardeadas com uma copia e meia do DNA-A e
DNA-B de CaL.CuV aderidos a particulas de tungsténio. Como controle, plantas foram
inoculadas somente com tungsténio. (B) PCR diagnostico do acimulo de DNA viral nas
plantas bombardeadas com virus CaLCuV. Col-0 sdo plantas selvagens e nap sao
plantas mutantes. M- Marcador de peso molecular, cujos valores estdo indicados em kb
a esquerda. T- sdo plantas inoculadas somente com tungsténio. (C) Gréfico indicando
percentagem de plantas infectadas em relacdo aos dias pds-inoculagdo (dpi).
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As plantas superexpressando o0 gene NAP inoculadas com o virus CaLCuV A e
CaLCuV B apresentaram sintomas mais severos, como clorose foliar intensa,
enrugamento, enrolamento foliar e epinastia severa, comparados aos sintomas de Col-0
(Figura14 A). Apesar de a auséncia do gene NAP ndo ter causado efeito significativo na
infeccdo viral, a superexpressdo do mesmo causou maior susceptibilidade da planta ao
geminivirus, ocorrendo maior taxa de infecgdo e severidade nos sintomas. O acumulo
do DNA vira foi detectado nas plantas inoculadas com o virus (Figura 14 B). As
plantas superexpressando NAP (35S-NAP e 35S-NAP-GFP) atingem uma taxa de 50%
de infeccdo em tempo menor, comparada as plantas selvagens Col-0 (Figura 14 C).

Esses dados foram comprovados estatisticamente com p =0,0183.
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Figura 14. A superexpressdo do gene NAP causou efeito aparente na eficiéncia do
processo de infeccdo. (A) Ensaio de infectividade em Arabidopsis, indicando as plantas
selvagens Col-0, 355-NAP e 35S-NAP-GFP bombardeadas com uma copia e meia do
DNA-A e DNA-B de CaLCuV aderidos a particulas de tungsténio. Como controle,
plantas foram inoculadas somente com tungsténio. (B) PCR diagnéstico do acimulo de
DNA vira nas plantas bombardeadas com virus CaL CuV. Col-0 sdo plantas selvagens,
35S-NAP e 355-NAP-GFP sdo plantas superexpressando NAP. M- Marcador de peso
molecular, cujos valores estdo indicados a esquerda. T- sdo plantas inoculadas somente
com tungsténio, sendo as colunas 1, 2 e 3, as linhagens Col-0, 35S-NAP e 35S-NAP-
GFP, respectivamente. (C) Gréfico indicando porcentagem de plantas infectadas dias
pos-inoculacdo quando houve infeccdo de 50% das plantas (dpi  50%).

48



5. DISCUSSAO

As pesquisas moleculares e bioguimicas dos geminivirus e sua interacdo com o
hospedeiro tém contribuido muito para se entender o mecanismo de infeccéo vira e de
defesa do hospedeiro, tornando possivel o desenvolvimento de plantas geneticamente
modificadas, que sgjam resistentes ou pelo menos mais tolerantes a esses virus. A
investigacdo de proteinas do hospedeiro que interagem com proteinas virais é de
fundamental importancia para a elucidacéo desses processos. A proteina NSP auxilia o
transporte do genoma viral do nlcleo para o citoplasma, essencial para que o virus
estabel eca uma infeccéo eficiente (Sanderfoot & Lazarowitz, 1996). Nesse trabalho, foi
identificada uma nova proteina celular, designada NAP (“NSP-Associated Protein”) que
interage com NSP do CaLCuV através da triagem de uma biblioteca de Arabidopsis
thaliana usando NSP como isca. Baseado em homologia de seqiéncias, NAP foi
classificada como uma nucleoporina-like. Embora a funcéo de NAP segja desconhecida,
diversas linhas de evidéncias indicam que a interacdo NAP-NSP é biologicamente
relevante durante o processo de infeccdo viral. A interag@o especifica entre NAP e NSP
€ conservada entre outros geminivirus, uma vez que NSPs de TGMV e de TCrLYV
também interagem com NAP. Além disso, usando proteinas recombinantes, foi
demonstrado que NSP interage com NAP in vitro, indicando que a interacéo entre as
duas proteinas é especifica e direta. Finalmente, interacdes especificas entre NSP e

nucleoporinas de células infectadas podem ocorrer in vivo, uma vez que NSP facilita o
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movimento intracelular do DNA vira entre o nlcleo e citoplasma, através do poro
nuclear.

A nucleoporina-like NAP (“NSP-Associated Protein”) € codificada pelo gene
At4g13350, situado no cromossomo 4 de Arabidopsis thaliana, sendo expresso
constitutivamente em todos os 6rgéos da planta, flor, folha, raiz e em plantulas. Este
padrdo de expressao constitutivo € tipico de proteinas envolvidas em processos celulares
basicos e essenciais. Pela predicdo da estrutura da proteina NAP, foi identificado um
dominio de dedo-de-zinco, presente também em nucleoporinas voltadas para o ntcleo
(Nakielny et al., 1999), caracteristico de proteinas ativadoras da GTPase Arf. De forma
semelhante, foi identificado na nucleoporina Nup153, um motivo dedo-de-zinco, no
dominio de ligagdo a Ran, onde pequenas GTPases interagem (Nakielny et al., 1999).
Outra regido identificada em NAP foi aregido de interacdo com NSP, rica em residuos
de aminoacidos prolina.

A proteina Rev do virus HIV atua de forma similar & proteina NSP de geminivirus
no transporte do DNA viral do nucleo para o citoplasma (Ward & Lazarowitz, 1999).
Em ensaios de duplo hibrido usando Rev como isca, foram isoladas as proteinas hRip e
yRip da biblioteca de cDNA de humanos e leveduras, respectivamente (Bogerd et al.,
1995; Fritz et al., 1995; Stutz et al., 1995). Por andlise de seqiiéncia de aminoécidos, foi
verificado que a proteina NAP possui homologia de 23% com a nucleoporina-like hRip
de humanos. A proteina Rip em leveduras ndo € uma proteina essencial, entretanto,
mutantes para esse gene revelaram possuir uma reducédo parcial na exportagdo mediada
por Rev (Stutz et al., 1995). Estas observagoes sugerem que a interacédo NSP-NAP pode
ser funcionalmente analoga a interacéo hRip-Rev no processo de infeccdo viral.

Apesar de todas as evidéncias indicarem que a interacdo NSP-NAP é
biologicamente relevante, a inativagdo do gene NAP ndo alterou significativamente a
eficiéncia da infecgdo. Entretanto, estes resultados ndo foram totalmente inesperados
umavez que o genoma de Arabidopis codifica dois genes homologos do gene NAP que
podem estar substituindo sua fungdo na planta. Os homdlogos At1g08680 e At4g32630
em Arabidopsis, cujas fungbes ainda sdo desconhecidas, apesar de apresentarem baixa
homologia (33% e 31%, respectivamente) com NAP, possuem os dominios responsaveis
pela ativacdo de pequenas GTPases (Arf GAP), que devem atuar no transporte da NSP
ligada a0 DNA viral. Baixa homologia de seqiiéncias é uma caracteristica comum de
nucleoporinas funcionalmente analogas em mamiferos e leveduras (Vasu & Forbes,
2001; Nehrbass et al., 1990; Carmo-Fonseca et al., 1991). Visto que afuncdo de NSP no
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transporte intracelular do DNA vira é fundamental para a infeccéo viral, essa proteina
deve interagir com outras nucleoporinas, substituindo a funcdo de NAP nas plantas
mutantes, similarmente em leveduras, onde ocorre o transporte na auséncia da
nucleoporina-like Rip, que ndo é uma proteina essencia (Stutz et al., 1995). Além do
mais, as plantas mutantes nap sdo fenotipicamnete normais em relacdo as selvagens
Col-0, indicando que NAP ndo é uma proteina essencial para o crescimento normal e
desenvolvimento da planta, sugerindo que outras proteinas podem estar substituindo sua
funcdo em plantas ndo inectadas. Alternativamente, a interagdo NAP-NSP ndo é
biologicamente relevante para o ciclo de infeccdo viral, constituindo um artefato de
NOSSOS experimentos in vitro.

A fim de distinguir entre essas duas possibilidades, foram realizados ensaios de
infeccdo viral com plantas superexpressando o0 gene NAP. Essas plantas transgénicas,
guando infectadas com Cal.CuV, desenvolveram os sintomas tipicos de geminivirus.
No entanto, a intensidade desses sintomas, caracterizado por clorose foliar severa,
enrolamento e epinastia, foi superior a dos sintomas em plantas selvagens. Isso indica
que a superexpressdo do gene pode estar aumentando a susceptibilidade da planta ao
virus, sugerindo que o excesso dessa proteina provoca maior taxa de transporte do DNA
viral e consequente aumento na eficiéncia da infeccdo. As plantas superexpressando
NAP atingem uma taxa de 50% de infeccdo em tempo menor, comparada as plantas
selvagens Col-0. Em suporte a esta conclusdo, andlises estatisticas comprovaram a
diferenca significativa entre os tipos de plantas superexpressando NAP (35S-NAP e
35S-NAP-GFP) e Col-0 inoculadas com o virus.

O virus CaLCuV utilizado na infeccdo possui uma mutagcdo na proteina da capa,
apresentando sintomas atenuados na planta. O virus selvagem causa sintomas muito
severos, promovendo morte rgpida do hospedeiro susceptivel, dessa forma, usando o
virus atenuado € possivel acompanhar todo o curso da infeccdo. 1sso ndo causa nenhuma
alteracdo no processo de infeccdo em S, pois a auséncia da capa proteica do virus ndo
interfere no transporte do DNA viral de célula-a-célula. A capa proteica sO é necessaria
para a passagem para o inseto vetor.

Estudos de andlise funcional de poros nucleares, de nucleoporinas e do fendmeno
de transporte intracelular nucleo-citoplasma em células de plantas sd0 escassos na
literatura. Recentemente, um gene que codifica a nucleoporina Nup133 de plantas foi
identificado por clonagem posicional (Kanamori et al., 2006). Foi demonstrado que

Nupl33 é essencial no processo de simbiose da bactéria Rhyzobium e de fungos
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micorrizicos em leguminosas. A presente investigacdo descreve a identificacdo de uma
segunda nucleoporina-like em plantas que participa potencialmente do processo de
infeccdo de geminivirus. Estes resultados poderdo servir como fundamentos para
investigagcbes posteriores sobre 0 particionamento complexo e tréfico de

macromoléculas do nlcleo para o citoplasma em células de plantas.
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6. APENDICES

Apéndice 1. Producéo de anticorpos contra a proteina PRNAP e avaliacdo do
soroimune.

A proteina truncada purificada a partir das células bacterianas, foi dialisada em
tampédo PBS 1X (NaHPO, 10 mM, KH,PO,4 1,8 mM, NaCl 140 mM, KCl 2,7 mM, pH
7,4), liofilizada em Liofilizador Edwards Pirani 501 (Super Mudulyo) por 4 horas, a60°
C, a 10" atm e ressuspendida em &gua mili-Q. A proteina foi quantificada pelo método
de Bradford (1976), em espectrofotdbmetro DU 650 BECKMAN com comprimento de
onda de 595nm.

O anticorpo foi produzido em coelhos brancos, da raca Nova Zelandia, com 60
dias de idade, nos quais foram feitas trés inocul agdes da proteina, sendo a 12 com 50 ny
de proteina em PBS 1X com adjuvante de Freund completo (Gibco) por via intravenosa
na veia principal da orelha, e as duas subsequentes com 100 ng de proteina com
adjuvante de Freund incompleto (Gibco) por viaintramuscular com 15 dias de intervalo
entre elas. Previamente as inoculagdes, foi coletado o sangue obtendo o anti-soro
norma (pré-imune). As coletas de sangue foram feitas em velas periféricas da orelha
com auxilio de um bisturi e usando-se xilol como dilatador de veias. A primeira coleta
foi feita uma semana apds a 12 inocul agdo, totalizando trés coletas com intervalo de uma
semana entre elas. Em torno de 10 mL de sangue foi coletado em um béquer
embalsamado de vaselina. O béguer foi deixado em banho-maria a 37° C por 2 horas,

depois a 4° C durante 16 horas. O soro separado foi coletado em microtubos no gelo e
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centrifugado a 8.000 x g a4° C. O sobrenadante foi transferido para outro tubo limpo e
etiquetado.

A qualidade do anti-soro foi avaliada utilizando quatro concentragdes diferentes
da proteina purificada HIS-PRNAP 10 ng, 50 ng, 100 ng e 200 ng, diluidas em PBS 1X
e fixadas em membrana de nitrocelulose por meio do BIO-DOT APPARATUS
(Biorad), em trés replicatas. Assim, trés diluicdes do anti-soro em TBS-T 1X [Tris 10
mM, NaCl 1,5 mM, Tween 0,1% (v/v)] 1:500, 1:2000 e 1:5000 (Figura 15) foram
testadas. As membranas foram mantidas sob agitacdo com os anti-soros por 16 h. Apos
aincubagéo, as membranas foram lavadas trés vezes com TBS-T 1X e incubados com o
segundo anticorpo monoclonal anti-rabbit, imunoglobulinas Clone RG-16 conjugado a
enzima fosfatase alcalina (Sigma), diluido 1:5000. As membranas foram reveladas com
os substratos da fosfatase alcalina NBT (8,25 my.mL™) e BCIP (4,12 ng.mL™)
(Promega) com o tampéo apropriado (TrissHCl 100 mM pH 9,8, NaCl 100 mM, MgCl,
50 mM).

10 ng

50 ng
100 ng [ 0
200 na . S @

1:500 1:2000 1:5000 1:500 1:2000 1:5000 1:500 1:2000 1:5000
1% Coleta 2%Coleta 3% Coleta

Figura 15. Dot-Blott do soro imune anti-NAP. Foram testadas 4 concentragdes da
proteina purificada HIS-PRNAP (10, 50, 100 e 200 ng) com 3 dilui¢des diferentes do
antisoro (1:500, 1:2000 e 1:5000). As trés coletas foram analisadas para identificar a
melhor coleta e melhor dilui¢&o do antisoro.
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Apéndice 2. Selecdo de plantas 35S-NAP e 35S-NAP-GFP em homozigose

Linhagens Germinadas Positivas Negativas X 2
355-NAP1.1 20 16 4 0,27
355-NAP 1.4 33 30 3 4,45
355-NAP 1.8 31 24 7 0,10
355-NAP1.22 26 15 11 4,15
355-NAP 1.25 23 14 9 2,45
355-NAP 1.26 24 15 9 2,00
355-NAP1.27 16 10 6 1,33
355-NAP 3.10 26 14 12 6,20
355-NAP 3.12 14 4 10 16,19
355-NAP 3.13 15 6 9 9,80
355-NAP3.14 31 23 8 0,01
355-NAP 3.14 16 13 3 0,33
355-NAP 3.15 31 15 16 11,71
355-NAP 3.18 14 3 11 21,43
355-NAP 7.23 26 25 1 6,20
355-NAP 7.23 24 15 9 2,00
355-NAP 7.23 13 9 4 0,23
355-NAP 7.24 22 15 7 0,54
35S5-NAP 7.25 35 29 6 1,15
35S5-NAP 7.25 25 21 4 1,08
35S5-NAP 7.25 21 16 5 0,02
355-NAP 7.26 25 11 14 12,81
355-NAP 7.31 22 15 7 0,54
355-NAP9.10 19 9 10 7,73
355NAP9.11 31 13 18 18,07
355-NAP9.16 31 14 17 14,72
355-NAP9.18 38 8 30 20,99
355-NAP 9.20 16 7 9 8,33
355-NAP-GFP 54 39 18 21 17,31
35S-NAP-GFP 56 36 32 4 3,71
35S-NAP-GFP 57 24 18 6 0,00
35S-NAP-GFP 60 26 25 1 6,20

2Os valores de X2 aceitos foram de X2 £ 3,8 com a=5%.
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