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RESUMO 

O cancro cítrico, causado pelo fitopatógeno Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac), constitui 

uma doença que afeta a maioria das espécies do gênero Citrus ocorrendo praticamente em todos 

os continentes e se destaca como uma ameaça à citricultura brasileira. A bactéria utiliza a proteína 

efetora do tipo III PthA para modular a transcrição na planta hospedeira e promover o 

desenvolvimento dos sintomas da doença. PthA pertence a família AvrBs3/PthA e contém um 

domínio central de repetições de 34 aminoácidos que media interações proteína-proteína e 

proteína-DNA. Elucidar como a PthA ativa a transcrição é de grande importância para o 

esclarecimento do seu modo de ação e da patogenicidade de Xac. Este trabalho teve como 

principal objetivo confirmar in vivo e in vitro interações entre PthA de Xac e proteínas de laranja 

doce selecionadas num screening de duplo-híbrido em leveduras. Além da interação com a proteína 

α-importina, conhecida por mediar a importação nuclear de AvrBs3, são descritas neste trabalho 

interações de PthA com proteínas de citros envolvidas no enovelamento e ubiquitinação do tipo 

K63. PthAs 2 e 3 interagem preferencialmente com uma ciclofilina (Cyp) de citros e com TDX, uma 

proteína que contém um domínio tetratricopeptídeo (TPR) e um domínio tiorredoxina (TRX). 

Constatou-se que PthAs 2 e 3, e não 1 e 4, interagem com um complexo de conjugação a ubiquitina 

formado por Ubc13 e uma enzima de conjugação a ubiquitina variante (Uev) requerido para o 

processo de ubiquitinação K63 e no reparo de DNA lesionado. Cyp, TDX e Uev interagem entre si e 

as proteínas Cyp e Uev estão localizadas no núcleo de células de planta, assim como as variantes 

de PthA de Xac. Além disso, Ubc13 e Uev complementam o fenótipo de reparo no DNA de cepas de 

leveduras mutantes, indicando que estão envolvidas em processos de ubiquitinação K63 e reparo 

no DNA. Como PthA2 afetou o crescimento de cepas de levedura na presença de um agente 

alquilante do DNA, sugere-se que PthA2 inibe ubiquitinação K63 requerida em vias de reparo aos 

danos no DNA, e não é alvo deste processo como acreditava-se inicialmente. A proteína Cyp de 

citros também foi capaz de complementar o fenótipo de leveduras mutantes na maquinaria 

transcricional, de tal forma que PthAs poderiam aumentar as taxas de transcrição através da 

modulação da atividade de um complexo proteico associado com controle da transcrição. 
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ABSTRACT 

Citrus canker, caused by the pathogen Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac), is a disease that 

affect most species of the genus Citrus occurring in virtually every continent, and stands as a threat 

to the Brazilian citrus industry. The bacterium uses a type III effector protein PthA to modulate 

transcription in the host plant and promote the development of disease symptoms. PthA proteins 

belong to the AvrBs3/PthA family and carry a domain comprising tandem repeats of 34 amino acids 

that mediates protein-protein and protein-DNA interactions. Elucidate how PthA activates 

transcription is of great importance for the elucidation of its mode of action and pathogenicity of Xac. 

This study aimed to confirm in vivo and in vitro interactions between Xac protein PthA and sweet 

orange proteins in a yeast two-hybrid screening. Here, in addition to the interaction with the α-

importin protein, known to mediate the nuclear import of AvrBs3, we described new interactions of 

PthAs with citrus proteins involved in folding and K63-linked ubiquitination. PthAs 2 and 3 

preferentially interact with a citrus cyclophilin (Cyp) and with TDX, a tetratricopeptide domain-

containing thioredoxin. It was found that PthAs 2 and 3, but not 1 and 4, interact with the ubiquitin-

conjugating enzyme complex formed by Ubc13 and ubiquitin-conjugating enzyme variant (Uev), 

required for K63-linked ubiquitination and DNA repair. We show that Cyp, TDX and Uev interact with 

each other, and that Cyp and Uev localize to the nucleus of plant cells. Furthermore, the citrus 

Ubc13 and Uev proteins complement the DNA repair phenotype of the yeast mutants, strongly 

indicating that they are also involved in K63-linked ubiquitination and DNA repair. How PthA2 

affected the growth of yeast cells in the presence of a DNA damage agent, suggests that PthA2 

inhibits K63-linked ubiquitination required for DNA repair, and is not the target of this process as it 

was believed initially. The citrus protein Cyp was also able to complement the phenotype of yeast 

mutants in the transcriptional machinery, such that PthAs could increase the rates of transcription by 

modulating the activity of a protein complex associated with control of transcription. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Interação Planta-Patógeno e Mecanismos de Defesa em Plantas 

As interações planta-patógeno podem ser de dois tipos: compatíveis e incompatíveis (Figura 1). A 

interação entre os genes de avirulência do patógeno (avr) e os genes específicos de resistência da 

planta (R), como num modelo receptor-ligante, pode ativar uma resposta de hipersensibilidade (HR), 

caracterizada por rápida morte celular no local da infecção a fim de conter o avanço do patógeno 

(Lam et al., 2001; Büttner & Bonas, 2006), sendo esta interação patógeno-planta caracterizada como 

incompatível. Por outro lado, se qualquer um dos genes avr ou R estiver ausente ou inativo a doença 

se instala, caracterizando uma interação patógeno-planta compatível (Marois et al., 2002). 

No caso das interações compatíveis, a bactéria patogênica deve ser capaz de se aderir na 

superfície da planta, invadir o espaço intercelular do tecido hospedeiro, adquirir nutrientes e 

neutralizar as respostas de defesa da planta. O sucesso da infecção de plantas hospedeiras 

geralmente depende de sistemas de secreção na bactéria, que secretam proteínas no meio 

extracelular ou transportam proteínas e/ou DNA diretamente dentro do citosol da célula hospedeira, 

processo este referido como translocação. Proteínas que são translocadas para dentro da célula 

hospedeira são designadas de proteínas efetoras (Büttner & Bonas, 2010). Xanthomonas spp. 

possuem pelo menos seis tipos de sistemas de secreção de proteínas, tipos I a VI, os quais diferem 

significativamente em sua composição e função e no reconhecimento dos substratos secretados 

(Gerlach & Hensel, 2007; Boch & Bonas, 2010). 

Um dos fatores chave de patogenicidade da maioria das bactérias Gram-negativas patogênicas de 

plantas e animais é o sistema de secreção do tipo III (T3S) (Ghosh, 2004), codificado por genes 

também conhecidos como hrp (hypersensitive response and pathogenicity) (Lahaye & Bonas, 2001; 

Marois et al., 2002; Alfano & Collmer, 2004; Boch & Bonas, 2010). Os genes hrp são assim 

designados por serem essenciais para a patogenicidade ou indução das reações de defesa, que 

geralmente incluem HR, em plantas susceptíveis e resistentes, respectivamente (He et al., 2004). A 

imunidade desencadeada pelo efetor é freqüentemente associada com HR, e proteínas efetoras que 

elicitam HR em plantas resistentes são designadas como proteínas Avr (Jones & Dangl, 2006), 

apesar de atuarem como fatores de virulência para benefício do patógeno em plantas susceptíveis 

(Mudgett, 2005; Grant et al., 2006).  

Dentro da célula hospedeira, as proteínas efetoras modulam as atividades celulares alterando a 

expressão de genes ou suprimindo as respostas de defesa basal da planta para o benefício do 

patógeno (Gürlebeck et al., 2006; Büttner & Bonas, 2010). A importância do sistema T3S na 

interação patógeno-planta se deve ao fato de que defeitos neste sistema freqüentemente causam 
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perda completa da patogenicidade bacteriana (He et al., 2004). Muitos patógenos usam diferentes 

sistemas de secreção de proteínas em combinação para assegurar uma eficiente multiplicação 

bacteriana e progressão da doença (Preston et al., 2005; Büttner & Bonas, 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Existem dois ramos no sistema imune de plantas, sendo que um deles utiliza receptores de 

reconhecimento transmembrana (PRRs), os quais respondem lentamente, evoluindo para MAMPs ou 

PAMPs (Microbial- ou Pathogen-Associated Molecular Patterns) (Figura 2). Este segundo ramo 

conhecido como PTI (PAMP-Triggered Immunity) atua largamente dentro da célula da planta, usando 

Figura 1: Esquema ilustrando o exemplo de dois tipos de interação planta-patógeno adaptado de Büttner & 
Bonas, 2002. Modelo proposto para o mecanismo molecular das atividades de avirulência e virulência da 
proteína efetora  AvrBs3 de Xanthomonas campestris pv. vesicatoria. A esquerda pode-se visualizar um tipo de 
interação incompatível, visto que há reconhecimento de genes de avirulência do patógeno (avr) e genes 
específicos de resistência da planta (R), ocorrendo assim uma ativação da resposta de defesa da planta com o 
intuito de conter o avanço do patógeno. A direita nota-se que não há esse reconhecimento entre avr e R e a 
doença então se instala, caracterizando uma interação compatível de uma planta susceptível a esta doença. 
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proteínas polimórficas do tipo NB-LRR (contendo domínios de ligação a nucleotídeo e repetições 

ricas em leucina), codificadas por genes R (Jones & Dangl, 2006). Patógenos adaptados podem com 

sucesso suprimir a imunidade desencadeada por PAMPs, com o auxílio de moléculas efetoras, 

causando a doença no hospedeiro. Entretanto, certos cultivares de plantas reconhecem a ação de 

efetores de cepas de patógenos específicos e geram uma resposta de defesa potenciada, conhecida 

como ETI (Effector-Triggered Immunity), que resulta em rápida morte celular para prevenir o avanço 

do patógeno (Göhre & Robatzek, 2008). 

Evidências experimentais sugerem que efetores individuais neutralizam a resposta imune inata de 

plantas que é desencadeada após o reconhecimento de PAMPs, tais como flagelina, produtos de 

degradação de parede celular ou lipopolissacarídeos. A supressão exercida por efetores do tipo III 

sobre a imunidade desencadeada por PAMPs poderia ser o principal requerimento para o sucesso 

do estabelecimento e multiplicação da bactéria no tecido da planta (Büttner & Bonas, 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: A percepção da infecção por patógenos induz uma resposta ativa de defesa na planta conhecida 
como imunidade desencadeada por PAMPs (PTI), que envolve respostas fisiológicas, morfológicas e genéticas 
como fluxo de íons, produção de ROS, fechamento de estômatos e expressão de genes de defesa. Adaptado 
de Göhre & Robatzek, 2008. 
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1.2. O cancro cítrico e Xanthomonas citri 

A citricultura no Brasil é uma das mais importantes atividades agroindustriais, movimenta bilhões 

de reais por ano e gera uma grande quantidade de empregos diretos e indiretos, sendo o país 

considerado líder mundial na produção de citros (Neves et al., 2006). O estado de São Paulo é a 

região produtora mais expressiva, possuindo 212 milhões de árvores de laranja doce que produzem 

13,4 bilhões de toneladas para a indústria de suco, representando 63% da produção mundial de suco 

de laranja (Bové & Ayres, 2007). Contudo, várias doenças ameaçam a produção de citros, como é o 

caso do greening e do cancro cítrico. 

O cancro cítrico é uma importante e séria ameaça à citricultura, por ser uma doença de fácil 

disseminação, não haver cura e não existirem variedades comerciais de citros resistentes à bactéria 

causadora. No Estado de São Paulo, atual detentor da maior produção de citros no país, a doença 

tem sido controlada principalmente através de um programa de erradicação das plantas 

contaminadas (Barbosa-Mendes et al., 2009). Estima-se que mais de 30 milhões de reais sejam 

gastos anualmente com o controle e erradicação de pomares infectados.  

Porém, uma recente alteração na legislação Estadual, torna o cancro cítrico novamente uma 

ameaça para os citricultores paulistas. Esta preocupação com o retorno do cancro cítrico no Estado 

de São Paulo se dá sobretudo em função da nova resolução Estadual de julho de 2009, que isenta o 

citricultor da necessidade de erradicar o talhão caso a contaminação ultrapasse o limiar de 0,5% de 

plantas infectadas. Segundo especialistas e dados apresentados na 32ª Semana da Citricultura, 

realizada no Centro APTA Citros Sylvio Moreira, em Cordeirópolis - junho de 2010, o número de 

plantas com sintomas do cancro em propriedades paulistas já supera em duas vezes a média dos 

últimos oito anos, um forte indício de que o relaxamento nas inspeções e no programa de 

erradicação terá um efeito extremamente negativo no combate à doença. Essa nova medida pode 

até mesmo levar os agricultores a abandonarem a produção de citros em favor de outras práticas 

agrícolas.  

Nenhuma variedade ou espécie de uso comercial para produção de cítricos é completamente 

resistente a doença, mas há uma variação quanto à susceptibilidade ao cancro cítrico (em ordem 

crescente de susceptibilidade: Poncan, Mexerica do rio, Lima ácida Tahiti, Laranja ‘Pêra’, Laranja 

‘Valência’, Laranja ‘Natal’, Tangor ‘Murcote’, Limão ‘Cravo’, Laranja ‘Hamlin’, Laranja ‘Baianinha’, 

Limão ‘Siciliano’, Limão ‘Galego’ e Pomelo) (Fundecitrus, 2008).  

Atualmente são aceitas três formas de cancro cítrico causadas por patovares variantes da bactéria 

Xanthomonas axonopodis (Das, 2003). A diferenciação dessas formas é baseada principalmente na 

distribuição geográfica e na gama de hospedeiros que o patógeno pode infectar. O cancro cítrico é 

causado por dois grupos de linhagens de bactérias fitopatogênicas Gram-negativas do gênero 

Xanthomonas: Xanthomonas axonopodis pv. citri (grupo Asiático) e Xanthomonas axonopodis pv. 
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aurantifolii (grupo da América do Sul). Os dois grupos causam sintomas idênticos, sugerindo um 

mecanismo comum de patogenicidade, porém atingem hospedeiros diferentes (Brunings & Gabriel, 

2003). 

A cancrose A causada pela bactéria Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) é a mais relevante do 

ponto de vista sócio-econômico, pois é a forma mais agressiva, de ampla ocorrência e que afeta 

praticamente todas as variedades de citros comerciais (Brunings & Gabriel, 2003; Schubert & Sun, 

2003; Barbosa-Mendes et al., 2009). Os tipos B e C são causados pela bactéria Xanthomonas 

axonopodis pv. aurantifolii (Xaa) que infecta preferencialmente o limão verdadeiro (Citrus limon) na 

cancrose B e somente o limão Galego (Citrus aurantifolia) na cancrose C. Há ainda a cancrose E, 

causada por Xanthomonas axonopodis pv. citrumelo (Graham & Gottwald, 1991) e uma variante 

atípica da cancrose A denominada “star” (Gottwald et al., 2002). 

 O cancro cítrico é caracterizado pela formação de lesões circulares (water soaked) e hiperplasia 

(divisões mitóticas excessivas), um sintoma diagnóstico essencial da doença; em níveis elevados 

causa desfolhação e caimento prematuro dos frutos (Gottwald et al., 2002) (Figura 3A). Os sintomas 

do cancro em folhas e frutos podem ser obtidos por inoculações artificiais (Das, 2003). 

Xac penetra no hospedeiro através dos estômatos ou pequenos ferimentos na epiderme das 

folhas, frutos e ramos, de forma que a disseminação local também ocorre através de podas com 

ferramentas contaminadas e pode ser facilitada por insetos herbívoros, como é o caso da larva 

minadora dos citros (Phyllocnistis citrella), a qual gera galerias nas folhas (Belasque Jr. et al., 2001).  

A bactéria cresce abundantemente no espaço intercelular; grandes pústulas são formadas nas 

folhas, caules e frutos; o patógeno induz a hipertrofia (aumento no tamanho celular) e hiperplasia 

(divisão celular aumentada) (Swarup et al., 1991; Duan et al., 1999; Brunnings & Gabriel, 2003). 

Após proliferação, a epiderme é rompida e a bactéria é liberada para a superfície da planta, podendo 

iniciar um novo ciclo de infecção (Figura 3B). 

O gênero Xanthomonas consiste em um importante grupo de bactérias Gram-negativas 

patogênicas de plantas que pertencem a subdivisão Gamma de Proteobacteria. As espécies de 

Xanthomonas possuem tipicamente formato de bastão com um único flagelo polar, são 

obrigatoriamente aeróbicas e crescem numa temperatura ótima de 25 a 30°C. As colônias 

bacterianas possuem normalmente coloração amarelada devido a presença de um pigmento ligado a 

membrana conhecido como xantomonadina, que poderia proteger a bactéria de danos fotobiológicos 

(Rajagopal et al., 1997; Büttner & Bonas, 2010). A bactéria permanece como uma epífita na 

superfície da planta antes de penetrar via aberturas naturais tais como hidatódios, estômatos ou 

ferimentos (Büttner & Bonas, 2010). 
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Estudos têm mostrado que a infecção por Xac altera a transcrição de um grande número de genes 

hospedeiros associados com expansão e divisão celular, incluindo genes envolvidos na biogênese 

de ribossomos, remodelamento de parede celular, transporte de vesículas, síntese e mobilização de 

auxinas e giberelinas (Cernadas et al., 2008). Ainda, verificou-se que ambas auxina e giberelina, 

principais hormônios vegetais que controlam crescimento e expansão celular em plantas, são 

necessárias para que o cancro cítrico ocorra (Cernadas & Benedetti, 2009). Entretanto, observou-se 

que os hormônios auxina e giberelina sozinhos ou em combinação não possuem um aparente efeito 

Figura 3: (A) Sintomas do cancro cítrico em folhas, frutos e ramos. Fonte: Fundecitrus; (B) Microscopia 
eletrônica mostrando bactérias Xac sendo liberadas através de uma abertura estomatal na superfície da planta. 
Extraído de Graham et al., 2004. 

(A) 

(B) 
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no crescimento ou divisão celular em citros, sugerindo que outro fator é requerido para o 

desenvolvimento do cancro (Cernadas & Benedetti, 2009). Este fator adicional seria a proteína 

efetora PthA de Xac, que é suficiente para promover hipertrofia celular quando transientemente 

expressa em folhas de Citrus (Duan et al., 1999). Isso é consistente com o fato de que a expressão 

da proteína PthA em Citrus provoca mudanças transcricionais que se sobrepõem com aquelas 

desencadeadas pela infecção por Xac associadas com a ação de auxina e giberelina (A. Pereira & C. 

Benedetti, dados não publicados). 

 

1.3. A Proteína Efetora PthA de X. citri  

O gene pthA de Xac  foi um dos primeiros genes da família AvrBs3 para o qual se demonstrou um 

fenótipo no hospedeiro. A proteína PthA é o fator principal de indução de hipertrofia celular e 

hiperplasia (Swarup et al., 1991; Swarup et al., 1992; Duan et al., 1999), sendo reconhecido como o 

principal determinante da patogenicidade de Xac (Al-Saadi et al., 2007). A expressão transitória de 

PthA em plantas não hospedeiras como feijão, tabaco e algodão levam à formação de uma reação 

do tipo HR (Duan et al., 1999). Se Xac falha em injetar PthA dentro da célula hospedeira, a bactéria 

simplesmente não se multiplica bem em citros (Brunings & Gabriel, 2003). 

A linhagem de Xac 306 (da Silva et al., 2002) contém quatro membros da família AvrBs3/PthA 

denominados PthAs1-4, os quais possuem alta identidade entre si e diferem essencialmente no 

número de repetições do domínio central e por resíduos polimórficos encontrados dentro das 

unidades repetitivas. PthA4 apresenta 17,5 repetições, PthA1 contém uma repetição a menos que 

PthA4, enquanto PthAs 2 e 3 apresentam duas repetições a menos (da Silva et al., 2002; Brunings & 

Gabriel, 2003).  

PthAs são 95-97% idênticos a AvrBs3, que consiste na proteína efetora de Xanthomonas melhor 

caracterizada. Membros desta família, conhecidos atualmente como efetores TAL (Transcription 

Activator-like), são translocados pelo sistema de secreção do tipo III para o núcleo das células 

hospedeiras, e funcionam como efetores ativadores da transcrição no hospedeiro (Yang et al, 2006; 

Kay et al., 2007; Römer et al., 2007; Sugio et al., 2007; Boch et al., 2009; Kay & Bonas, 2009, Boch & 

Bonas, 2010). 

A característica principal responsável pela maioria das diferenças dos membros desta família é a 

presença de um domínio central, de 33-34 aminoácidos, quase idênticos e arranjados em tandem 

(Gürlebeck et al., 2006) (Figura 4). Esta região central tem sido mostrada importante (mas não 

exclusiva) para a especificidade da patogenicidade/avirulência (Swarup et al., 1992; Yang et al., 

1994; Yang & Gabriel, 1995; Kay & Bonas, 2009), que seria definida pelo número e ordem das 
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repetições (Schornack et al., 2006); e pode estar envolvida em interações proteína-proteína (Yang & 

Gabriel, 1995; Gürlebeck et al., 2005, 2006). A maioria das proteínas codificadas por genes R 

apresenta um domínio contendo repetições ricas em leucina (Leucine Rich Repeats, LRR), os quais 

são normalmente associados à mediação de interações proteína-proteína, e sítios de ligação a 

nucleotídeos (Nucleotide Binding Site, NBS) (Meyers et al., 2003; Schornack et al., 2006). Porém, 

mais marcante é a região repetitiva que media o reconhecimento do DNA e o polimorfismo de 

aminoácidos encontrado dentro das unidades repetitivas que determina a especificade na sequência 

de DNA dos efetores TAL (Boch et al., 2009; Moscou & Bogdanove, 2009). 

Outra característica desta família é a presença de sinais de localização nuclear funcionais (NLSs) 

e um domínio ácido de ativação transcricional (AD) na região C-terminal (Lahaye & Bonas, 2001; 

Szurek et al., 2002). A região N-terminal contém sinais de translocação e secreção, sendo 

necessária para o reconhecimento e transporte da proteína pelo T3S, mas não requerida para 

atividade de AvrBs3 na planta (Szurek et al., 2001, 2002); a região C-terminal, que é essencial para 

ativação da expressão gênica na célula hospedeira (Swarup et al., 1992; Yang & Gabriel, 1995; 

Büttner & Bonas, 2002; Marois et al., 2002). Análises genéticas de efetores como AvrBs3 revelaram 

que na maioria dos casos as atividades conhecidas de virulência e avirulência na célula hospedeira 

dependem de NLSs e AD (Gürlebeck et al., 2006). 

 

 

 

 

 

 

AvrBs3 é transportado para dentro da célula hospedeira e se localiza no núcleo de plantas 

susceptíveis e resistentes, mas induz diferentes reações na planta (hipertrofia das células do 

mesófilo ou HR, respectivamente) (Gürlebeck et al., 2006, Kay & Bonas, 2009). Este transporte 

citoplasma-núcleo é mediado via interação com a proteína α-importina. Estudos sucessivos com 

AvrBs3 mostraram que NLSs são cruciais para sua interação com α-importina; e o fato de que NLSs 

Figura 4: : Representação esquemática da variante 4 de PthA da cepa 306 de X. citri. Os números indicam a 
posição dos aminoácidos na seqüência e as letras, as variações dos resíduos fora da região central repetitiva. 
LRR = Leucine Rich Repeat; NLS = Nuclear Localization Signal; AD = Activation Domain.  
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de membros da família AvrBs3 são conservados, então confirmou a suspeita de que proteínas como 

AvrBs3 recrutam a maquinaria de importação nuclear do hospedeiro para alcançar o núcleo 

(Schornack et al., 2006). Antes da importação nuclear, AvrBs3 se dimeriza no citoplasma de maneira 

dependente do domínio central repetitivo, de tal forma que a dimerização é necessária para disparar 

HR na planta (Gürlebeck et al., 2005, 2006) (Figura 5). 

No núcleo, AvrBs3 reconhece promotores de plantas e ativa a transcrição de um fator basic helix-

loop-helix (bHLH) envolvido em hipertrofia celular em plantas susceptíveis, enquanto transativa seu 

cognato gene de resistência Bs3 em plantas resistentes, desencadeando uma resposta de 

hipersensibilidade (Kay et al., 2007; Römer et al., 2007). Este fator de transcrição bHLH é codificado 

pelo gene UPA20 (UPA – up-regulated by AvrBs3) e análises de sequências das regiões promotoras 

de UPA20 e de outros genes UPA revelaram um motivo conservado (UPA box), no qual AvrBs3 se 

liga (Kay et al., 2007, 2009; Römer et al., 2007, 2009). A ligação ao DNA de AvrBs3 é determinada 

por dois aminoácidos hipervariáveis na região central que confere a especificidade de ligação para 

pares de bases do UPA box (Boch et al., 2009; Moscou & Bogdanove, 2009; Boch & Bonas, 2010). 

Descobriu-se também que AvrBs3 é capaz de regular a expressão de mais de uma dezena de genes 

na planta hospedeira (Kay et al., 2009). Com base nesta observação, provavelmente, outros 

homólogos e não apenas AvrBs3 se ligam e ativam promotores de seus genes R cognatos (Römer et 

al., 2007). Por outro lado, nós mostramos que o domínio repetitivo de PthAs é crítico nas interações 

proteína-proteína (Domingues et al., 2010). Portanto, está se tornando claro que o domínio central 

repetitivo de tais efetores tem um caráter duplo, possibilitando assim contatos proteína-proteína e 

proteína-DNA com alvos do hospedeiro.  

Em um trabalho recente proporcionamos o primeiro dado estrutural experimental de um domínio 

repetitivo de PthA (Murakami et al., 2010). A estrutura de RMN de um peptídeo correspondente a 1,5 

repetições do domínio central e o envelope de SAXS do domínio central inteiro de PthA2 com 15,5 

repetições (RD2) corroboraram o modelo teórico que prediz uma estrutura de superhélice TPR 

(tetratricopeptide repeat) para o domínio central. Estudos espectroscópicos mostraram que RD2 

passa por rearranjos conformacionais de uma maneira dependente do pH e na presença de DNA. 

Mostramos também que as unidades repetitivas de RD2 são similares ao PPR (pentatricopeptide 

repeat), um motivo de 35 aminoácidos que é estruturalmente relacionado a TPR, possui atividade de 

ligação a ácidos nucleicos e está envolvido na maquinaria transcricional e traducional, 

desempenhando papéis na estabilização de mRNA e edição de RNA (Williams-Carrier et al., 2008; 

Pfalz et al., 2009).  

Dada a semelhança entre as respostas induzidas pelos membros da família AvrBs3/PthA nas 

células hospedeiras e a identidade entre as duas proteínas é esperado que PthA também funcione 

como um fator de transcrição em citros ativando ou desligando a transcrição de genes relacionados 
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ao desenvolvimento dos sintomas do cancro cítrico. De fato, foi constatado em nossa equipe com 

análises de microarray de epicótilos de laranja doce transformados transientemente com PthA, que 

um grande número de genes implicados no desenvolvimento do cancro são ativados por PthAs 

(Pereira & Benedetti, dados não publicados).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Esquema do mecanismo de ação proposto para efetores tipo III. AvrBs3 dimeriza no citoplasma da 
célula da planta e interage com α-importina via seus sinais de localização nuclear (NLSs). Este complexo 
proteico é ligado pela β-importina que media a importação nuclear. Nesta ilustração AvrBs3 se liga a uma 
sequência específica no DNA, UPA box, e ativa a transcrição de mais de 10 genes UPA. UPA20, um dos genes 
induzidos, é um regulador chave de hipertrofia celular em plantas. Nas plantas resistentes, a ativação de Bs3 
causa HR. Pm – membrana plasmática. Retirado de Kay & Bonas, 2009. 
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Embora esses estudos salientem a importância das proteínas efetoras, como a PthA, na resposta 

sensitiva e patogenicidade em plantas, suas diversas funções ainda não estão bem esclarecidas. A 

caracterização de novas interações com proteínas efetoras contribuirá para uma melhor 

compreensão de como a patogenicidade da PthA atua dentro da planta e também para detectar 

possíveis novas funções desta proteína.  

Neste contexto, os alunos Raul Andres Cernadas e Cássia Docena em colaboração com o grupo 

do Prof.Dr. Shaker Chuck Farah da USP-SP realizaram um ensaio inicial de duplo-híbrido em 

leveduras com uma biblioteca de cDNA de Citrus sinensis e as iscas PthA2 e PthA4 (que diferem no 

número de repetições do domínio central). Neste experimento foram isolados vários clones positivos 

e, dentre eles selecionamos alguns alvos, que poderiam estar envolvidos em um possível complexo 

proteico de enovelamento e/ou ativação de PthAs. Assim sendo, o objetivo deste trabalho foi 

confirmar e caracterizar interações (in vivo e in vitro) entre proteínas de laranja doce e PthAs de 

Xanthomonas. 

A seguir são descritas as proteínas de citros alvos de PthA de Xac (identificadas no ensaio inicial 

de duplo-híbrido mencionado acima) que estão envolvidas neste estudo. 
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1.4. Proteínas de Citrus sinensis alvos de PthA 

 

1.4.1. αααα-importina (αααα-imp) 

O heterodímero de importina α/β media a importação nuclear de proteínas nucleares que contém 

clássicos sinais de localização nuclear (NLSs; Hicks & Raikhel, 1995; Jans & Hubner, 1996; Gorlich, 

1997; Smith & Raikhel, 1998). A subunidade α do heterodímero se liga especificamente a NLSs no 

citoplasma, entretanto a subunidade β interage com o complexo poro nuclear ou outros adaptadores 

para mediar a entrada no núcleo durante o processo de importação (Gorlich, 1997; Smith & Raikhel, 

1998). 

A proteína α-importina de C. sinensis (código GenBank número GQ475487) envolvida neste 

trabalho contém na sua porção N-terminal um domínio auto-inibitório (IBB) seguido por 3 repetições, 

de aproximadamente 40 aminoácidos cada, do tipo armadillo/beta-catenina (ARM), que tem sido 

implicados na mediação de interações proteína-proteína (Figura 6). Porém, nenhuma característica 

comum entre as proteínas alvo reconhecidas pelas repetições ARM tem sido identificadas (Hatzfeld, 

1999). A proteína α-importina isolada de citros possui 87% de identidade com a proteína α-importina 

de Capsicum annuum, a qual interage com AvrBs3 e media sua importação nuclear. 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Representação esquemática dos domínios conservados presentes na sequência da proteína α-
importina de citros. 
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1.4.2. Ciclofilina (Cyp) 

As Ciclofilinas (Cyp - EC n° 5.1.2.8) constituem um a família de proteínas ubíquas presentes em 

todos os compartimentos subcelulares (Galat, 1999). Esta família de proteínas contém um domínio 

de aproximadamente 109 aminoácidos conhecido como CLD (Cyclophilin-like domain) e possuem 

atividade peptidil-prolil-cis-trans-isomerase (PPIase) (Figura 7), a qual catalisa, estabiliza e acelera a 

isomerização cis-trans de ligações peptídicas precedentes de resíduos de prolina, durante o 

enovelamento e reunião de proteínas multidomínios (Wang & Heitman, 2005). Além de atuarem 

como chaperones, também estão envolvidas em vias regulatórias de transdução de sinais, resposta 

ao estresse, desenvolvimento de plantas, afetam reações de splicing de RNA (Laxa et al., 2007) e 

algumas PPIases podem também estar envolvidas na tradução e transcrição de genes (Galat, 1993).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A expressão de ciclofilinas em plantas é induzida em várias situações de estresse, como infecção 

por patógenos, estresse hídrico, choque térmico e em resposta a etileno, ácido salicílico, ácido 

abscísico, ácido jasmônico, entre outros fatores (Romano et al., 2004). 

Tais proteínas são coletivamente conhecidas como imunofilinas, a qual também inclui as proteínas 

de ligação a FK-506 e as parvulinas. Esta família de proteínas é encontrada em todas as células de 

todos os organismos estudados, em ambos procariotos e eucariotos; são conservadas ao longo da 

evolução; humanos tem um total de 16 ciclofilinas, Arabidopsis acima de 29 e Saccharomyces 8. O 

primeiro membro da família das ciclofilinas a ser identificado em mamíferos, ciclofilina A (CypA), é o 

principal alvo celular e, então, media a ação da droga imunossupressora ciclosporina A. CypA forma 

Figura 7: Esquema representando o papel desempenhado por PPIases na isomerização cis-trans de ligações 
peptídicas precedentes de resíduos de prolina. Os isômeros cis e trans podem ser funcionalmente distintos. 
Extraído de Lu et al., 2007. 
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um complexo ternário com ciclosporina A (CsA) e uma fosfatase específica serina/treonina ativada 

por cálcio-calmodulina (calcineurina); a formação deste complexo inibe a atividade fosfatase e a 

função biológica da calcineurina (Wang & Heitman, 2005), o que resulta na inibição de células T pelo 

bloqueio da expressão de muitos genes imunossupressores (Gullerova et al., 2006). A Figura 8 

mostra o alinhamento da Cyp de Citrus sinensis  (código GenBank número GQ853548) com CypA 

humana, sendo que ambas possuem um único domínio CLD. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Notavelmente, tem sido mostrado que efetores de patogenicidade de bactérias são ativados por 

ciclofilinas do hospedeiro. Em particular, Coaker et al. (2005) identificaram uma ciclofilina de 

Arabidopsis (ROC1) que contém um único domínio PPIase e funciona como um ativador eucariótico 

da proteína de avirulência AvrRpt2 de Pseudomonas syringae. AvrRpt2, uma proteína efetora de 28 

kDa, é translocada para o interior da planta durante a infecção via T3S. Após entrada na célula 

hospedeira, ROC1 se liga a domínios GPxL de AvrRpt2 e o enovela apropriadamente, através da 

isomerização peptidil-prolil-cis-trans. Essa modificação ativa AvrRpt2, a qual se torna uma protease 

capaz de se auto-processar e clivar seu amino-terminal de 71 aminoácidos. Estes primeiros 71 

aminoácidos de AvrRpt2 codificam um sinal para entrada na célula da planta via T3S, enquanto o 

restante da seqüência (72-255) codifica o domínio efetor (Coaker et al., 2006).  

Espectros de RMN e análises de gel filtração sugerem que AvrRpt2 pode ser estruturado e 

ativado somente quando ROC1 ou outra ciclofilina está ligada, mantendo assim um ou mais resíduos 

de prolina no estado de isomerização apropriado. Mudanças conformacionais dependentes de 

prolina podem controlar a atividade de AvrRpt2, dessa forma a ciclofilina pode servir como um 

Figura 8: Alinhamento de seqüências de aminoácidos da proteína Cyp de Citrus sinensis com CypA humana 
(Hs_CypA). Alinhamento realizado com o programa MultAlin (Corpet, 1988). Resíduos altamente conservados 
são representados com alto consenso (em vermelho) e aparecem com letra maiúscula na linha inferior – 
consenso. Resíduos que são fracamente conservados são representados com baixo consenso (em azul) e com 
letra minúscula na linha inferior. Demais resíduos são representados como neutros (em preto) e posições sem 
resíduos conservados são representadas como um ponto na linha consenso. Os símbolos a seguir referem-se 
às combinações: ! – IV; % - FY; # - NDQE. 
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‘modificador molecular’, visto que na sua ausência, resíduos de prolina do motivo GPxL de AvrRpt2 

estão principalmente na conformação trans e AvrRpt2 encontra-se num estado inativo. Com a 

ciclofilina ligada esses resíduos de prolina podem mais livremente adquirir a conformação cis, 

resultando na ativação de AvrRpt2 (Coaker et al., 2006). 

Dados sugerem que as ciclofilinas e vias celulares relacionadas a ciclofilinas são freqüentemente 

exploradas por patógenos, visto que VirD2 de Agrobacterium interage com ciclofilinas da planta 

hospedeira (no caso Arabidopsis thaliana). VirD2 e VirE2 podem interagir com a maquinaria celular 

da planta, tais como transporte intracelular ou o aparato de integração/recombinação/reparo do DNA 

para facilitar a transferência e integração do T-DNA. Neste contexto, a atividade PPIase das Cyps 

poderia auxiliar no enovelamento de VirD2 em uma conformação diferente dentro da célula da planta; 

e é possível também que a ligação a Cyp seja requerida para manter VirD2 em um estado funcional 

e competente para transferência do T-DNA. Essa interação VirD2-Cyp é interrompida in vitro por 

CsA, como mostrado para CypA humana. Assim sendo, estes achados sugerem fortemente que uma 

ou mais Cyps da planta hospedeira desempenham um papel na transferência do complexo T de 

Agrobacterium (Deng et al., 1998). 

A ativação e o enovelamento de efetores bacterianos por fatores eucarióticos pode ser um 

mecanismo comum, durante a patogênese, para outras moléculas efetoras do tipo III. Estas 

moléculas poderiam ter evoluído para um mecanismo de ativação do efetor dentro do seu 

hospedeiro, devido à necessidade de estarem na forma não-enovelada ou parcialmente enovelada 

para entrada na célula hospedeira via T3S (Coaker et al., 2005, 2006). Portanto, é bastante provável 

que um mecanismo semelhante ocorra para PthAs e outras proteínas Avrs de Xanthomonas. 

Foi descrito também que quando oxidadas, com ou sem formação de pontes dissulfeto, Cyps 

estariam inativas, como foi demonstrado por Gourlay et al. (2007), sugerindo que Cyps poderiam 

sofrer regulação redox por tiorredoxinas (TRX), como já comprovado em Arabidopsis thaliana, na 

qual uma ciclofilina do cloroplasto é alvo de regulação redox por uma TRX, sendo que Cyp oxidada 

foi reduzida in vitro por TRX (Motohashi et al., 2003; Gourlay et al., 2007).  

A ciclofilina de C. sinensis possui 90% de identidade com ROC1 de Arabidopsis (AtROC1) (Figura 

9). Embora a ciclofilina isolada não contenha um motivo TPR, a presença de ciclofilinas em 

complexos de chaperones é bastante relevante, pois indica que a ciclofilina e a TDX (será descrita no 

tópico abaixo) de citros podem fazer parte de um mesmo complexo protéico envolvendo 

Hsp70/Hsp90 e considerando que a proteína efetora PthA é rica em resíduos de prolina no domínio 

central (Figura 10), a atividade PPIase da ciclofilina poderia ser responsável por uma modificação 

pós-traducional (isomerização cis-trans) necessária para ativação de PthA.  
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Figura 9: Alinhamento de seqüências de aminoácidos da proteína Cyp de C. sinensis com a proteína AtROC1 
mostrando a alta identidade de seqüência entre elas. Alinhamento realizado com o programa MultAlin (Corpet, 
1988). 

Figura 10: Seqüência de aminoácidos da proteína PthA4 de Xanthomonas citri. Em rosa está salientado um 
possível sítio alvo de Cyp (GPPL), uma vez que o sítio alvo consenso de AtROC1 é GPxL, como descrito no 
texto acima. Apesar deste possível alvo não estar localizado no domínio central de PthA, em amarelo está 
destacada a presença de prolinas conservadas no domínio central da proteína. 
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Agarwal (2006) descreve uma análise genômica visando demonstrar a conservação de 

seqüências da CypA. A análise completa foi realizada para 50 seqüências de bactérias a humanos, 

porém foram listadas apenas 10 seqüências representativas, sendo que dos 165 resíduos da CypA, 

17 foram conservados em todas as PPIases analisadas; além destes, 8 resíduos foram fortemente e 

5 fracamente conservados. Ao adicionarmos nesta lista a seqüência da Cyp de C. sinensis envolvida 

neste trabalho, podemos notar que esta proteína apresenta o mesmo padrão de conservação de 

seqüência característico da família (Figura 11). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Comparação da seqüência de aminoácidos de Cyp de C. sinensis com uma análise genômica para 
a conservação de seqüência da CypA. Em verde estão os resíduos do sítio ativo; em vermelho, os 
completamente conservados; em azul, os fortemente conservados e em amarelo, os fracamente conservados, 
com exceção dos resíduos: 102 do sítio ativo que é fracamente conservado e o 126, fortemente conservado. 
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1.4.3. TDX (Tetratricopeptide domain-containing thioredoxin) 

Hip (Hsp70-interacting protein) é uma co-chaperone que regula a atividade da família de 

chaperones Hsp70. As Hsp70 são proteínas ubíquas que desempenham importantes papéis na 

síntese de proteínas, enovelamento e transporte, além de atuarem em vias de transdução de sinal 

em cooperação com outras chaperones e co-chaperones. Em plantas, membros da família Hsp70 

têm sido identificados na maioria dos compartimentos subcelulares, incluindo citosol, núcleo, retículo 

endoplasmático, mitocôndria, cloroplastos e peroxissomos (Boston et al., 1996; Corpas & 

Trelease,1997; Miernyk, 1999). Hip funciona para mediar e diferenciar as ações das Hsp70 entre 

diversas vias e compartimentos celulares; e estudos recentes indicam uma complexidade intrigante 

de interações co-chaperones regulando as Hsp70 em eucariotos (Cheung & Smith, 2000; Kimmins & 

Macrae, 2000).  

Interações da Hip com Hsp70 e outras co-chaperones têm sido amplamente estudadas em 

animais, mas não em plantas. Análises de sequência do genoma de Arabidopsis thaliana revelaram 

dois genes codificando proteínas Hip e um segundo consistindo de uma quimera Hip-tiorredoxina. 

AtHip-1 é 42% idêntica a Hip humana, contém os mesmos domínios funcionais caracterizados em 

Hip de mamíferos, incluindo um domínio N-terminal envolvido na dimerização, um domínio acídico, 

três motivos TPR (TetratricoPeptide Repeat), uma série de repetições degeneradas GGMP e uma 

região C-terminal similar as proteínas Sti1/Hop/p60. AtHip-2 consiste de um domínio semelhante a 

Hip truncado que é 46% idêntico a Hip humana, seguido por um domínio C-terminal relacionado a 

tiorredoxina. AtHip-2 possui 63% de identidade com uma outra Hip-tiorredoxina recentemente 

identificada em Vitis labrusca (Grape Hip) (Figura 12). Os dois ortólogos de Hip são expressos em 

Arabidopsis e numa variedade de outras plantas (Webb et al., 2001).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Comparação da estrutura geral da Hip humana (Hs Hip) com proteínas Hip de planta. Todas contém 
um N-terminal conservado, um domínio acídico, três TPRs e uma região altamente conservada. Apenas AtHip-
2 e Hip de Vitis labrusca possuem um domínio tiorredoxina no C-terminal. Extraído de Webb et al., 2001. 
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Posteriormente, Vignols e colaboradores (2003) descreveram um novo gene de Arabidopsis 

thaliana que codifica uma proteína de 42 kDa composta por 2 domínios. Esta proteína (AtTDX) é uma 

redutase dissulfeto composta por três motivos TPR (característico de Hip) no seu N-terminal e 

contém um domínio tiorredoxina (TRX) no C- terminal. O motivo TPR é conhecido por mediar 

interações proteína-proteína com chaperones e o domínio TRX, contém duas cisteínas reativas 

conservadas (Cys-X-X-Cys), característica de domínio catalítico de redutases dissulfeto que mediam 

a redução de pontes dissulfeto das proteínas alvo. Apesar de caracterizada esta proteína, a função 

biológica das TDX ainda é pouco conhecida e nenhum fenótipo foi associado à ausência desta 

proteína em plantas mutantes. A proteína TDX que foi isolada de Citrus sinensis (código GenBank 

número GQ853549) apresenta o mesmo padrão organizacional de domínios (Figura 13). Tendo por 

base a função dos domínios TPR e TRX, a proteína de citros seria capaz de induzir mudanças 

conformacionais em proteínas alvo, alterando o estado redox e teria um importante papel no 

enovelamento e estabilização destes alvos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A proteína TDX de citros (Figura 14) possui cerca de 70% de identidade com as proteínas AtHip-2 

e Hip de Vitis labrusca. Estas duas proteínas apresentam domínio TRX similar ao de tiorredoxinas 

citosólicas e diferem de outros ortólogos de Hip na localização e função celular in vivo, sendo 

responsáveis por mediar a regulação redox através de oxidação e redução de grupos sulfidril (Webb 

et al., 2001); e assim as tiorredoxinas, de forma geral, podem modificar a conformação de uma 

grande variedade de proteínas em resposta a alterações do estado redox celular (Meyer et al., 2008). 

TRXs regulam a atividade de muitos fatores de transcrição, tais como NF-κB em mamíferos (Berndt 

et al., 2008); tem uma relação direta com chaperones como mostrada pela associação dos domínios 

TPR e TRX e por interagirem também com ciclofilinas (Motohashi et al., 2003; Gourlay et al., 2007). 

Na Figura 15A pode-se verificar o alto grau de conservação de sequência dos três motivos TPR de 

Figura 13: Representação esquemática mostrando os domínios TPR e TRX da TDX de C. sinensis. O domínio 
TPR poderia mediar interações proteína-proteína como co-chaperone molecular e o domínio TRX, poderia estar 
envolvido na alteração do estado redox de proteínas alvo. 
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vários organismos e na Figura 15B, a conservação do domínio TRX com outras tiorredoxinas de 

plantas. 

Considerando a alta similaridade da TDX de citros com as proteínas descritas acima e que PthA 

contém resíduos de cisteína conservados no seu domínio central, sugere-se que uma interação com 

o complexo TDX/Hsp70/Hsp90 poderia ser necessária para a estabilização e o correto enovelamento 

de PthA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 15: (A) Alinhamento de seqüências de aminoácidos dos três motivos TPR da TDX de C. sinensis com 
Hip humana, de animais e plantas. (B) Alinhamento de seqüências do domínio TRX da TDX de Citrus com 
outros Trxs de plantas proximamente relacionados. Os asteriscos indicam os resíduos do sítio ativo de TRX. 

Figura 14: Alinhamento de seqüências de aminoácidos da TDX de C. sinensis com as proteínas Hip-2 de A. 
thaliana e Hip de Vitis labrusca. Alinhamento realizado com o programa MultAlin (Corpet, 1988). 
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1.4.4. Ubiquitin Conjugating Enzime (Ubc13) e a forma variante Uev 

A ubiquitinação é um mecanismo de modificação pós-traducional de proteínas fundamental em 

todos os organismos eucarióticos. Este processo controla muitos aspectos críticos do metabolismo 

celular, tais como progressão do ciclo celular, regulação transcricional, reparo de DNA, transdução 

ou reconhecimento de sinais e resistência a patógenos (Angot et al., 2007).  

A ligação do substrato a ubiquitina (Ub) é catalisada pela ação sequencial de três classes de 

enzimas: E1 (enzima de ativação de Ub), E2 (enzima de conjugação a Ub, também conhecida como 

Ubc) e E3  (Ub ligase). A Ub é inicialmente ativada por E1 de uma maneira dependente de ATP, e é 

transferida para uma E2 que com auxílio de uma E3, liga especificamente a Ub a proteína-alvo 

formando uma ligação isopeptídica entre o C-terminal da Ub e o grupo amino primário da proteína-

alvo (Andersen et al., 2005a). Em alguns casos, o processo de ubiquitinação para nesse ponto 

(Monoubiquitinação – pode desencadear alteração da localização e/ou atividade da proteína-alvo), 

entretanto, muitas proteínas ubiquitinadas passam por vários ciclos de ubiquitinação, de tal forma 

que outras Ubs são conjugadas no resíduo de Lys (K) até a última Ub da cadeia em crescimento. 

Algumas proteínas alvo requerem a ação de um fator de elongação da cadeia de Ub, E4, para se 

tornarem eficientemente poliubiquitinadas (Andersen et al., 2005a; Welchman et al., 2005).  

As cadeias de poli-Ub, de forma geral, são unidas umas as outras através do resíduo K48 e, neste 

caso, as proteínas poliubiquitinadas são marcadas para degradação pelo proteassoma, entretanto, 

cadeias unidas por resíduos K63 são conhecidas pela modificação e ativação da atividade e 

transporte protéicos, de uma maneira não-proteolítica (Angot et al., 2007; Pelzer et al., 2009). 

Diferentes E2 parecem ser responsáveis pelas diferentes topologias da cadeia de poli-Ub (K48 e 

K63) e as E3, eventualmente, controlam a especificidade do substrato pelo recrutamento da proteína 

alvo (Zhang et al., 2005; Angot et al., 2007).  

Ubc13 é a única enzima E2 conhecida capaz de catalisar reações de poli-Ub K63. Esta proteína 

tem um domínio catalítico conservado da família das Ubcs e um resíduo de cisteína no sítio ativo 

para conjugação a Ub (Hofmann & Pickart,1999). Entretanto, a proteína Ubc13 para catalisar reações 

de poli-Ub K63, requer como co-fator uma E2 variante, Uev (Ubc E2 variant), a qual possui 

sequência de aminoácidos similar a Ubc, mas ausência de um resíduo de cisteína essencial no sítio 

ativo, o que a torna cataliticamente inativa, porém pode interagir fisicamente com Ubc13 para mediar 

a poliubiquitinação K63 (Mckenna et al., 2001; Syed et al., 2006; Wen et al., 2006). Foi constatado 

que a Uev é capaz de interagir de forma não-covalente com Ub, de tal modo que oriente a Ub para 

facilitar a formação da cadeia poli-Ub K63 (Mckenna et al., 2003a).  

Cadeias de poli-Ub K63, diferentemente das cadeias K48, existem em uma conformação mais 

aberta, a qual permite a exposição de superfícies hidrofóbicas que poderiam servir como uma 
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interface para ligação de outras proteínas. Com isso, é proposto uma função para as cadeias poli-Ub 

K63 mediando interações proteína-proteína (Geetha et al., 2005).  

Todos os mamíferos analisados até o momento apresentam pelo menos dois membros da família 

Uev. As células humanas, por exemplo, contém homólogos MMS2 de leveduras, HsMMS2 e 

UEV1/CROC1 (Xiao et al., 1998). Estas duas proteínas compartilham mais de 90% de identidade de 

sequência e ambas são capazes de formar um complexo estável com Ubc13, porém estão 

envolvidas em funções celulares distintas (Andersen et al., 2005b). Enquanto o complexo Ubc13-

HsMMS2 está envolvido na resposta ao dano no DNA (Hoege et al., 2002), o complexo Ubc13-Uev1 

está envolvido na ativação da via de sinalização NF-κB, em reposta a estresse do meio, incluindo 

infecções virais e bacterianas (Zhou et al., 2004). Notavelmente, a função de resposta ao dano no 

DNA é essencial para prevenir instabilidade genômica e o câncer, entretanto, a ativação constitutiva 

NF-κB é anti-apoptótica e tem sido relacionada a vários tipos de câncer (Lin & Karin, 2003).  

Dado que ambas Uev1 e MMS2 são capazes de formar um complexo estável com Ubc13 e que 

suas funções biológicas são distintas, as diferenças estruturais entre essas proteínas seriam 

responsáveis por seus papéis funcionalmente distintos na sinalização intracelular (Pelzer et al., 

2009).  

Análises estruturais têm mostrado que a formação do heterodímero Ubc13-Uev é na razão de 1:1, 

e que MMS2 e Uev1A estão distribuídas tanto no citoplasma quanto no núcleo (Mckenna et al., 2001; 

Moraes et al., 2001; Vandemark et al., 2001). Então, Uev1A pode prontamente competir com MMS2 

para prevenir a formação de complexo com Ubc13 no núcleo, assim, é sugerido que Uev1A compete 

com MMS2 no núcleo pela ligação a Ubc13 e atua como um fator antagonístico (Andersen  et al., 

2005b). Estudos em células de mamíferos, leveduras e em Arabidopsis suportam a noção de que a 

tolerância ao dano no DNA livre de erro, promovido pela poliubiquitinação K63 via Ubc13-Uev é uma 

função evolutivamente conservada ao longo dos eucariotos (Wen et al., 2008). 

Wen e colaboradores (2008) reportaram a caracterização de 4 genes Uev1 em A. thaliana. Todas 

as 4 proteínas Uev (Uev1A, Uev1B, Uev1C e Uev1D) podem formar um complexo estável com 

AtUbc13 e com Ubc13 humana e de levedura para promover poliubiquitinação K63 mediada por 

Ubc13. Porém apenas as proteínas Uev1C e Uev1D estariam envolvidas na resposta ao dano no 

DNA, e a Uev de Citrus sinensis (código GenBank número GQ455410) compartilha uma alta 

identidade de sequência com estas duas proteínas de Arabidopsis (Figura 16).  
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Descobertas recentes sugerem que a ubiquitinação pode também desempenhar um importante 

papel na resistência a doenças em plantas. Muitas E3 têm sido identificadas como reguladores de 

defesa e podem ser componentes essenciais na resistência (Devoto et al., 2003). De acordo com 

Goritschnig et al. (2007) a via de ubiquitinação é essencial para ativação de algumas, mas não de 

todas as respostas de resistência mediadas por proteínas R. Assim, a ubiquitinação poderia ser uma 

estratégia do patógeno para eliminar proteínas do hospedeiro envolvidas na defesa basal com o 

intuito de facilitar a infecção. Tem sido recentemente mostrado que AvrPtoB de Pseudomonas 

syringae possui atividade E3 e inibe HR em plantas de tomate resistentes (Janjusevic et al., 2006), 

dessa forma, patógenos seriam capazes de explorar a maquinaria de ubiquitinação do hospedeiro 

para suprimir respostas de defesa basal. A ubiquitinação além de atuar negativamente, suprimindo 

respostas de defesa quando explorada pelo ataque de patógeno, pode atuar também positivamente, 

promovendo respostas de defesa na planta, de tal forma que o balanço destes aspectos positivos e 

negativos pode determinar o resultado da interação planta-patógeno (Goritschnig et al., 2007). 

Tem sido demonstrado também que a ubiquitinação controla a expressão e atividade de inúmeras 

proteínas eucarióticas. Um alvo frequente da maquinaria de modificação por Ub são fatores de 

transcrição. Embora a ubiquitinação geralmente module suas funções por induzir degradação 

dependente de proteassoma, estudos anteriores e recentes indicam que este processo também 

regule o transporte citoplasma-núcleo de reguladores transcricionais (Shcherbik & Haines et al., 

2004). A translocação nuclear do fator de transcrição NF-κB é indiretamente controlado por 

ubiquitinação (Geetha et al., 2005). Um papel direto é observado na ubiquitinação do fator de 

transcrição de mamífero, NRIF, que pode induzir sua translocação nuclear, uma vez que o ataque da 

Ub promove sua ligação a importina-11, facilitando assim sua translocação para o núcleo (Plafker et 

al., 2004).  

Além disso, foi determinada a estrutura de uma proteína denominada CHIP (C-terminal da Hsp70-

interacting protein), a qual contém um domínio U-box no C-terminal e um domínio TPR no N-terminal, 

Figura 16: Alinhamento de seqüências de aminoácidos da proteína Uev de C. sinensis com as proteínas 
AtUev1C e AtUev1D mostrando a alta identidade de seqüência entre elas. Alinhamento realizado com o 
programa MultAlin (Corpet, 1988). 
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que media sua interação com chaperones Hsp70/90, facilitando assim a ubiquitinação de proteínas 

clientes ligadas a estas chaperones (Murata et al., 2003; Zhang et al., 2005). Separando os domínios 

TPR e U-box há uma região central rica em resíduos carregados e também contém dois possíveis 

sinais de localização nuclear (Mcdonough & Patterson, 2003). Verificou-se que CHIP se liga a um 

complexo ubiquitina E2 - Ubc13-Uev1a e catalisa a síntese de cadeias de poliubiquitina unidas por 

resíduos K63 da ubiquitina, sendo que essa poliubiquitinação pode atuar como modificação 

covalente regulatória em muitas funções não proteolíticas, incluindo reparo de DNA, ativação de 

proteínas quinases, transporte e síntese de proteínas (Sun & Chen, 2004; Zhang et al., 2005). Esta 

função ubiquitina E3 ligase de CHIP sugere um papel no controle pós-traducional pela 

poliubiquitinação regulatória de proteínas clientes (Murata et al. 2001; Zhang et al., 2005). 

Recentemente, foi descrito que CHIP pode interagir também com UbcH5 mediando a formação de 

cadeias poli-Ub K48 e que neste caso, CHIP passa por um processo de autoubiquitinação, o que não 

ocorre quando CHIP interage com Ubc13-Uev. A interação de CHIP com estas diferentes E2 

provavelmente resulta em diferentes tipos de poliubiquitinação e diferentes funções biológicas. Como 

UbcH5 e Ubc13 são similares em seqüência e estrutura, não está claro se e como CHIP distingue 

entre essas duas E2 (Xu et al., 2008). 

 

1.5. Controle de reparo no DNA  

A integridade da informação genética é constantemente ameaçada por dano no DNA, não 

somente porque dano no DNA resulta na transmissão de mutações genéticas hereditárias, mas 

também porque pode resultar em alterações imediatas no perfil de expressão gênica de uma célula. 

Além disso, a interrupção rápida e irreversível da RNA polimerase II (pol II) pode se dar nos sítios de 

dano no DNA. Considerável progresso tem sido obtido, nos últimos anos, na compreensão de 

mecanismos através dos quais as células eucarióticas respondem ao dano no DNA em genes ativos. 

O reparo preferencial do DNA em genes que estão sendo transcritos ocorre por uma via de reparo 

pareada com a transcrição. Esta via é um tipo de reparo de excisão de nucleotídeos que emprega a 

transcrição da pol II como um sensor de dano no DNA e direciona a maquinaria de reparo para sítios 

aberrantes no genoma (Daulny & Tansey, 2009). 

A regulação correta da transcrição gênica depende de mecanismos que regulam a formação e 

dinâmica de grandes complexos protéicos durante vários estágios do processo de transcrição. Um 

dos mais proeminentes desses mecanismos é a modificação pós-traducional. A ubiquitinação é uma 

modificação que tem recebido atenção nos últimos anos, como tem se tornado evidente que 

modificação da transcrição de proteínas por ubiquitina desempenha um papel em diversos aspectos 

da regulação gênica. De acordo com Daulny e colaboradores (2008) tem sido proposto que a 
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ubiquitinação ou a ubiquitinação e degradação são um sinal positivo para ativação da transcrição e 

pode ser importante para uma fina regulação da atividade gênica. Há também exemplos de 

ubiquitinação causando a perda de interação proteína-proteína, mas estes casos tipicamente 

requerem chaperones dependentes de ubiquitina para reconhecer substratos ubiquitinados e 

remodelar as interações por hidrólise dependente de ATP.  

Recentemente, algumas proteínas foram encontradas ubiquitinadas após irradiação ou tratamento 

com agentes que causam dano no DNA. Dentre estas proteínas estão PCNA (Proliferating Cell 

Nuclear Antigen), as histonas H2A e sua variante H2AX, dentre outras. Pelo menos no caso de 

PCNA e H2AX, as versões ubiquitinadas se acumulam no sítio de dano e são importantes no 

recrutamento de proteínas downstream para solucionar a situação.  Os marcadores de ubiquitina no 

sítio de dano são baseados em cadeias de mono-ubiquitina ou cadeias de ubiquitina K63 e as 

proteínas downstream tem que reconhecer essas modificações além do background de proteínas 

ubiquitinadas constitutivamente com todos os tipos de ligação (Hofmann, 2009).  

As quebras no DNA fita dupla são as mais deletérias entre muitos tipos de lesões no DNA. Em 

resposta a essas quebras, as células iniciam um complexo de resposta que minimiza seus impactos 

deletérios sobre a fisiologia celular. Panier e Durocher (2009) discutem o descobrimento de um 

sistema de ubiquitinação regulatório que modifica a cromatina localizada nas áreas do DNA 

lesionadas. Esta via está sob o controle de RNF8 e RNF168, duas ubiquitinas E3 ligases que 

cooperam com Ubc13 e orquestram o recrutamento de proteínas de resposta ao dano no DNA por 

catalisarem a ubiquitinação de histonas do tipo H2A e a formação de cadeias de ubiquitina K63 na 

cromatina danificada. Assim, a ubiquitinação de H2A e H2AX catalisada por RNF8 poderia servir 

como sítios de ancoragem para a maquinaria de reparo de DNA durante a transdução de sinal de 

dano no DNA (Zhou et al., 2009).  Porém não está claro se Ubc13 atua juntamente com uma 

ubiquitina E2 variante (Uev) MMS2 ou UEV1, surgindo a possibilidade da Ubc13 interagir de uma 

forma não-canônica com Uev para promover a via RNF8-RNF168 (Huen et al., 2008).  

Ao contrário do que se acreditava anteriormente, estudos recentes têm demonstrado que a 

ubiquitinação K63 também atua como um sinal para degradação do alvo pelo proteassoma 26S, 

assim como cadeias de ubiquitina K48. Rps5, uma ubiquitina E3 ligase, pode atacar exclusivamente 

cadeias de ubiquitina K63, conduzindo o substrato à degradação proteassomal (Saeki et al., 2009). 

Estes estudos estão de acordo com trabalho descrito por Kajiro e colaboradores (2009) que por 

análises proteômicas identificaram o co-ativador transcricional SRC-3, uma proteína oncogênica, 

como um alvo direto para ubiquitinação e degradação por CHIP, uma vez que CHIP é conhecida por 

degradar várias proteínas que contribuem para progressão de tumores. Estes achados nos levam a 

hipótese de que se existe um complexo semelhante a CHIP em Citrus e a inibição deste complexo 

por PthAs poderia favorecer o desenvolvimento do cancro cítrico.  
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O C-terminal da subunidade maior da pol II (CTD) desempenha um papel crítico na coordenação 

de múltiplos eventos no processamento e transcrição de pré-mRNA, incluindo remodelamento de 

cromatina e reparo de dano no DNA (Meinhart et al., 2005; Xu & Manley, 2007). CTD é composto por 

26-52 hepta repetições com a seqüência consenso YSPTSPS. Essas repetições são extensivamente 

fosforiladas na pol II ativamente engajada na elongação da transcrição (Morris & Greenleaf, 2000). 

Dentre as proteínas que se ligam a CTD e regulam a função pol II estão Ess1 e Rsp5 (Wu et al., 

2001). Ess1p, uma peptidil-prolil isomerase (PPiase) essencial de levedura, tem sido mostrada se 

ligar a CTD de pol II fosforilada via seus domínios WW, e enquanto, estes domínios mediam a 

interação de Ess1p com seus substratos, o domínio PPiase catalisa a atividade enzimática. Ess1 se 

liga a CTD e desempenha um papel positivo na transcrição por gerar isômeros conformacionais da 

CTD (Figura 17) (Wu et al., 2000). Rsp5p e sua proteína homóloga humana, Nedd4, são ubiquitinas 

E3 ligases que se ligam a CTD, resultando na sua ubiquitinação, seguida por degradação, e com 

isso, tem sido sugerido que exerçam um efeito negativo sobre a transcrição da pol II (Jeong et al., 

2005).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Além disso, Rsp5 de levedura e várias E2, dentre elas Ubc13, se mostraram tolerantes a diversos 

tipos de stress (Hiraishi et al., 2006). Ess1 e Rsp5 competem diretamente pela ligação a CTD e 

atuam de forma oposta sobre a função da pol II para controlar o nível de pol II disponível para 

transcrição (Wu et al., 2001; Krishnamurthy et al., 2009). Enquanto Ess1 se liga a CTD na forma 

Figura 17: Mecanismo de ação proposto para a proteína Ess1 na transcrição. Ess1 se liga a CTD da RNA pol II 
fosforilada, catalisa sua isomerização, atuando como um fator regulatório na iniciação, elongamento e 
terminação do processo transcricional. Neste modelo, Ess1 coordena os passos sequenciais da transcrição 
alterando a estrutura tridimensional do CTD e a afinidade das interações de proteínas de ligação a CTD (CTD-
BP). Esquema retirado de Wu et al., 2000. 
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fosforilada (Morris et al., 1999), Rsp5 se liga à forma não fosforilada via um ou mais de seus 

domínios WW (Wang et al., 1999).  

A Cyp de citros assemelha-se ainda à proteína CypA de levedura a qual diminui silenciamento 

gênico (Arévalo-Rodríguez et al., 2000; Arévalo-Rodríguez & Heitman, 2005) e interage com Ess1 

que afeta o remodelamento da cromatina e a transcrição basal através da isomerização de resíduos 

de prolina do CTD da RNA polimerase II (Hani et al., 1999; Wu et al., 2000; Krishnamurthy et al., 

2009). Seguindo a mesma linha, foi recentemente descrito por Gullerova e colaboradores (2006) o 

papel de uma ciclofilina de planta na regulação da atividade de pol II e processamento de pré-mRNA 

através de modulação no estado de  fosforilação de CTD.  
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2. OBJETIVOS 

 O objetivo principal deste trabalho foi confirmar e caracterizar interações (através de ensaios de 

ligação in vivo e in vitro) entre proteínas de laranja doce e as variantes PthAs de Xac (que diferem no 

número de repetições do domínio central), tendo por base vários clones positivos que foram 

selecionados num screening inicial de duplo-híbrido com biblioteca de cDNA de Citrus sinensis. 

Dentre as proteínas de laranja doce isoladas nesta etapa inicial, destacam-se neste trabalho, 

componentes de um complexo de proteínas de citros implicado no enovelamento protéico e reparo 

de DNA. Além disso, foram combinados experimentos de complementação de fenótipo de cepas 

mutantes e ensaios de localização celular visando uma melhor caracterização de tais interações.  
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

Algumas das construções que foram utilizadas nesse trabalho já estavam disponíveis em nosso 

laboratório, entre elas, pOBD-PthAs-∆N, pET28a-6xHis-PthAs (His-tag N-terminal), pET28a-6xHis-

PthA-5.5rep+CT2 (uma forma truncada contendo uma parte do domínio central com 5,5 repetições 

de 34 aa, seguido da região C-terminal) e pET28a-6xHis-PthA-CT2 (C-terminal íntegro contendo as 

regiões NLS e AD). Os vetores pOBD e pOAD (Uetz et al., 2000) foram utilizados na clonagem dos 

genes escolhidos, como isca e presa, respectivamente, nos ensaios de duplo híbrido em leveduras.  

A clonagem dos pthAs de Xac em pOBD (em fusão com domínio de ligação de GAL4) foi realizada 

no sítios restrição NotI/NotI partindo das construções em vetor pET28a. Nestas construções uma 

parte do N-terminal foi removida, uma vez que esta região deletada não é necessária para o 

desenvolvimento dos sintomas do cancro cítrico. Foram também realizadas subclonagens dos pthAs 

para o vetor pOAD (em fusão com domínio de ativação de GAL4) para ensaios de homo e 

heterodimerização in vivo de PthAs.  

Além destas, foi produzida também a seguinte construção pOBD-PthA-RD2, obtida pela 

subclonagem do plasmídeo pET28a-PthA-RD2 nos sítios de restrição NdeI/NotI para o vetor pOBD, 

previamente digerido com as mesmas enzimas. 

Ao iniciar o projeto, outros membros do grupo já haviam preparado as seguintes construções em 

pOAD: pOAD-α-importina (controle positivo), pOAD-Cyp, pOAD-TDX e pOAD-Uev. No caso da 

proteína α-importina, os primeiros 80 resíduos correspondentes ao domínio auto-inibitório na região 

N-terminal foram removidos da seqüência (Harreman et al., 2003). Nos ensaios de interação das 

proteínas de citros entre si foi feita a subclonagem do plasmídeo pOAD-Cyp nos sítios de restrição 

NdeI/NotI para o vetor pOBD. Todas as construções foram confirmadas por seqüenciamento de 

DNA. 

3.1. Ensaios de Duplo Híbrido em Leveduras 

As construções em pOBD e pOAD citadas acima foram separadamente transformadas em cepas 

de E. coli DH5α por choque térmico, plaqueadas em meio de cultura Luria Bertani (LB – composto 

por 1% de peptona; 0,5% de extrato de levedura e 1% de cloreto de sódio) seletivo com 100 µg/mL 

de Amp (pOBD e pOAD – ambos possuem resistência a ampicilina) e crescidas em estufa a 37°C 

por 16 horas. Os clones foram crescidos em meio líquido seletivo LB Amp a 37°C por 14-16 horas . 

As células foram em seguida coletadas e os plasmídeos purificados utilizando o QIAprep Spin 

Miniprep Kit (Qiagen), de acordo com protocolo do fabricante. Este mesmo procedimento foi 

realizado também para os plasmídeos pOBD e pOAD sem nenhum inserto, ou seja, vazios, os quais 

foram utilizados como controles para confirmar as interações. Estas construções pOBD-isca e pOAD-
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presa foram então utilizadas para transformação de leveduras competentes nos ensaios de duplo 

híbrido. 

 

3.1.1. Transformação de leveduras competentes de S. cerevisiae 

Para confirmação das interações por ensaios de duplo híbrido foi utilizada a linhagem PJ69-4a (ou 

α) de Saccharomyces cerevisiae (MATa, trp1-901, leu2-3,112, ura3-52, his3-200, gal4 , gal80 , 

LYS2 : : GAL1-HIS3, GAL2-ADE2, met2 : : GAL7-lacZ (James & Craig et al., 1996). Para 

transformação desta linhagem de leveduras foi utilizado o protocolo de Transformação de Leveduras 

pelo método polietileno glicol/ DNA carreador fita simples/ acetato de lítio (PEG/ ssDNA/ LiAc) 

descrito por Gietz & Woods (2002). A cepa de levedura PJ69-4a foi previamente plaqueada em meio 

YPD sólido (1% de extrato de levedura; 2% de peptona; 2% de D-glicose; 2% de Bacto-ágar) e 

crescida por 2 dias em estufa 30°C. Foram preparado s inóculos contendo a levedura selvagem em 

meio YPD líquido incubados por 16 horas a 30°C/200 rpm. As células foram centrifugadas por 30 

segundos a 14.000 rpm. Aos pellets foi adicionado um mix de transformação contendo 240 µL PEG 

3350 50% w/v; 36 µL LiAc 1M; 50 µL ssDNA de esperma de salmão (2 mg/mL) fervido por 5 minutos 

e resfriado em banho de gelo; 5 µL de plasmídeo pOBD-isca (obtido através de miniprep como 

descrito acima) e água para completar um volume final de 360 µL. As células foram ressuspendidas, 

submetidas a choque térmico no banho a 42°C por 2 h oras e novamente centrifugadas. Os pellets 

foram ressuspendidos em 1 mL de água e então amostras de 100 µL foram plaqueadas em meio SC 

+Ade +His +Leu –Trp (0,66% base nitrogenada sem aminoácidos; 2% glicose; 0,008% adenina; 

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

crescidos inóculos a partir desta placa contendo pOBD-isca e então transformados novamente como 

descrito acima, mas agora adicionando os plasmídeos pOAD-presa (mesma quantidade e também 

obtidos por miniprep). Estes duplo-transformantes foram então crescidos em meio SC +Ade +His –

Leu –Trp e incubados em estufa a 30°C por 4 dias. 

3.1.2. Teste de ativação dos genes repórteres in vivo 

A cepa de levedura utilizada contém três promotores (GAL1, GAL2 e GAL7) para seleção dos 

repórteres HIS3, ADE2 e lacZ, artifício que tem se mostrado eficiente na redução de falsos-positivos. 

A partir das placas de transformação contendo ambos os plasmídeos (pOBD-isca + pOAD-presa) 16 

clones de cada condição foram repicados para um meio mais seletivo agora sem histidina (marcador 

auxotrófico HIS3) e crescidos em estufa a 30°C por 3 a 4 dias. Em s eguida, os clones obtidos foram 

repicados para um outro meio ainda mais seletivo que o anterior, sem os aminoácidos histidina e 

adenina (marcadores auxotróficos HIS3 e ADE2), e com ou sem 3-amino-1,2,4-triazol (3-AT) nas 
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concentrações de 0, 3 e 5 mM. Este composto é utilizado para reduzir a ativação basal de HIS3 

quando são observadas interações fracas entre as proteínas de fusão, por ser capaz de inibir 

competitivamente o produto do gene HIS3. As placas foram incubadas em estufa 30°C por 3 a 4 

dias. Estes procedimentos foram repetidos para cada clone isolado sob três condições: pOBD-isca + 

pOAD-presa, pOBD-vazio + pOAD-presa, pOBD-isca + pOAD-vazio. Sendo que as duas últimas 

condições citadas funcionaram como controles.  

 

3.2. Clonagem, Expressão e Purificação de Proteínas Recombinantes em E. coli 

 

3.2.1. Domínios TPR e TRX de TDX 

Com o intuito de mapear a região de interação de TDX com as proteínas PthA, Cyp e Uev; os 

domínios TPR e TRX da TDX foram subclonados nos vetores pOAD e pOBD para ensaios in vivo de 

duplo-híbrido e nos vetores pGEX-4T-1 ou pGEX-4T-2 (GE Healthcare) e pET28a (Novagen) para 

ensaios in vitro de pull-down. 

Na subclonagem do domínio TPR (306 pb) em pET28a, esta região foi removida do plasmídeo 

pET28a-TDX nos sítios de restrição NdeI/EcoRI e ligada no vetor pET28a previamente digerido com 

as mesmas enzimas. Já o domínio TRX (315 pb) foi removido do mesmo plasmídeo, porém nos 

sítios de restrição EcoRI/NotI e ligado no vetor pGEX-4T-2 digerido com as mesmas enzimas de 

restrição. Posteriormente, foi feita uma outra construção para ser expressa em E.coli e utilizada nos 

ensaios de pull-down. O domínio TPR foi subclonado do plasmídeo seqüenciado pOAD-TPR 

(construção descrita abaixo) nos sítios de restrição SalI/NotI para o vetor pGEX-4T-1 digerido nos 

mesmos sítios de restrição. Após digestão com estas enzimas, vetor e inserto foram extraídos do gel 

de agarose (1%), purificados com Kit de Extração de DNA (Qiagen) e ligados com T4 DNA ligase 

(Fermentas) sob incubação no banho a 16°C por 14 a 16 horas. Esta ligação foi então transformada 

em células competentes de E. coli DH5α por choque térmico, plaqueada em meio LB seletivo com 50 

µg/mL Kana (pET28a - resistência a kanamicina) ou 100 µg/mL Amp (pGEX-4T-1 e pGEX-4T-2 – 

resistência a ampicilina) e incubadas em estufa 37°C por 16 horas. Para verificar clones 

transformantes, alguns deles foram crescidos em meio líquido seletivo e os plasmídeos purificados 

por miniprep e digeridos nos sítios de restrição apropriados citados acima. Os plasmídeos que 

liberaram o inserto esperado foram confirmados por seqüenciamento de DNA. Após a confirmação 

da clonagem os plasmídeos foram usados para transformar células competentes de E. coli para 

expressão, BL21(DE3), por eletroporação.  

Para os ensaios de duplo-híbrido, o domínio TPR foi removido do plasmídeo seqüenciado TPR-

pET28a nos sítios de restrição NdeI/NotI e subclonado nos vetores pOAD e pOBD digeridos com as 

mesmas enzimas. Já em relação ao domínio TRX, foi feita uma digestão do plasmídeo pOAD-TDX 
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com EcoRI e uma banda correspondente ao vetor pOAD + domínio TRX (banda TPR liberada) foi 

purificada de gel de agarose 1% e ligado com T4 DNA ligase na presença da enzima Klenow exo- 

(Fermentas) para preencher as pontas. Esta enzima possui atividade de polimerase 5’=>3’, mas não 

possui atividade de exonuclease 3’=>5’ e 5’=>3’ da DNA Polimerase I e assim, é responsável pela 

adição de um ou mais nucleotídeos extra em uma ponta 3’ blunt. Clones transformantes, neste último 

caso, foram selecionados por PCR de colônia utilizando os primers pOADF e o reverso da TDX (TDX 

NotI - 3’- GCG GCC GCA TTA TTC AGG AGT GG -5’). Através de seqüenciamento de DNA, foram 

selecionados clones positivos na PCR de colônia que estavam no frame de leitura corretos.   

As construções pGEX-4T-1-TPR, pET28a-TPR e pGEX-4T-2-TRX foram então expressas em 100 

mL de meio LB Amp (100 µg/mL - para pGEX) e meio LB Kana (50 µg/mL - para pET28a) em 

diferentes temperaturas: 25, 30 e 37°C (a fim de te star se a temperatura influenciaria na solubilidade 

da proteína) sob agitação constante de 200 rpm. As culturas foram crescidas até atingirem a fase 

logarítmica - OD (optical density) a 600 nm entre 0,6 e 0,8 unidades de absorbância e a síntese das 

proteínas recombinantes foi induzida por 2 horas com adição de 0,4 mM de IPTG (isopropil β–D-

tiogalactopiranosídeo).  

Foram realizados testes para verificar a solubilidade e se estas proteínas fusionadas a cauda de 

Histidina ou GST apresentavam afinidade por resina de níquel (Ni-NTA Agarose - Qiagen) e resina 

“Glutathione Sepharose 4 Fast Flow”, respectivamente. Para lisar as células, equilibrar e lavar a 

resina foi utilizado tampão PBS 1X pH 7,4; 1 mM DTT. As células foram lisadas com 4 mL de tampão 

e 1 mg/mL de lisozima a 4°C por 30 minutos. As susp ensões foram sonicadas (10 a 15 pulsos de 20 

segundos) e centrifugadas a 4°C, 14.000 rpm por 45 minutos. A fração solúvel lisada (1 mL) foi 

incubada com 50 µL de resina sob leve agitação a 4°C por 2 horas. Ap ós o período de incubação, a 

resina foi recuperada por centrifugação 1.000 x g por 1 minuto e lavada com PBS (50 volumes de 

coluna). A proteína ligada à resina foi eluída com tampão de amostra SDS-PAGE, sendo fervida a 

95°C por 15 minutos. A indução, a solubilidade e a purificação foram avaliadas por gel de 

poliacrilamida (10%) SDS-PAGE e coloração com o corante Coomassie blue. 

 

3.2.2. Ubc13 de Citrus sinensis 

A ORF foi amplificada a partir de biblioteca de cDNA de Citrus sinensis (disponível em nosso 

laboratório), com os primers Ubc13F (SalI/NcoI: 5’- GTC GAC CCA TGG CGA ACA GTA ATC TCC 

CTC GAC G -3’) e Ubc13R (NotI: 3’- GCG GCC GCC ATG TCA TCA AGC ACC ACT GGC -5’), 

contendo os sítios de restrição em destaque para facilitar a clonagem nos vetores do duplo-híbrido e 

nos vetores de expressão. Com o objetivo de amplificar esta ORF foi feita uma reação de PCR 

utilizando-se 200 ng de cDNA de C. sinensis, 20 ρmoles de cada primer Ubc13F e Ubc13R; 0,25 mM 

de dNTPs; 1 mM de MgCl2 e Taq platinum (1 U/µL), para um volume final de reação de 20 µL. Foram 

realizados 35 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segu ndos a 58°C, 40 segundos e 2 minutos a 72°C. 
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Uma única banda foi amplificada com tamanho por volta de 500 pb e corresponderia a Ubc13 que 

possui 462 pb. Esta banda foi extraída do gel de agarose (1%), purificada como descrito no item 

3.2.1 e ligada em vetor pGEM-T Easy (Promega)  por 1 hora na temperatura ambiente. A ligação foi 

então transformada em células competentes de E. coli DH5α por choque térmico e plaqueada em 

meio LB seletivo com 100 µg/mL Amp (pGEM-T – resistência a Amp), 40 µg/mL de X-Gal e  0,4 mM 

de IPTG. Os clones transformantes foram selecionados por digestão com SalI/NotI e NcoI/NotI. O 

inserto SalI/NotI foi subclonado em pGEX-4T-1 e o NcoI/NotI foi subclonado nos vetores pOAD, 

pOBD e pET28a. Os clones foram confirmados por seqüenciamento de DNA. 

Os plasmídeos pET28a-Ubc13 e pGEX-4T-1-Ubc13 foram transformados em células competentes 

de E. coli BL21(DE3) por eletroporação. Foram realizados testes de expressão a 25, 30 e 37°C e 

indução com IPTG por 2 a 3 horas, seguindo os mesmos procedimentos descritos no item acima. 

Todas as amostras foram analisadas em gel de poliacrilamida (10%) SDS-PAGE. 

 

3.2.3. PthAs em pET28a  

PthAs de Xac expressos em pET28a foram purificadas por afinidade em resina de níquel. Foram 

utilizados os seguintes tampões: A (de lise) – 20 mM Tris-HCl pH 8,0; 5 mM imidazol; 300 mM NaCl; 

1 mM PMSF; 20% glicerol e 0,5 mM DTT; B (de lavagem) – 20 mM Tris-HCl pH 8,0; 15 mM imidazol; 

300 mM NaCl; 1 mM PMSF; 20% glicerol e 0,5 mM DTT e C (de eluição) - 20 mM Tris-HCl pH 8,0; 

100 mM imidazol; 300 mM NaCl; 1 mM PMSF, 20% glicerol e 0,5 mM DTT. A lise das células foi feita 

com 15 mL de tampão A e 1 mg/mL de lisozima a 4°C p or 30 minutos. As suspensões foram 

sonicadas (20 pulsos de 10 segundos, ou até clarificação do extrato, amplitude 40%) e centrifugadas 

a 4°C, 14.000 rpm por 1 hora. O extrato solúvel lis ado e filtrado (0,45 µm) foi aplicado em coluna de 

gravidade contendo 600 µL de resina pré-equilibrada com tampão A e fluxo de 0,3 mL/min. Foram 

feitas 3 lavagens com 2 volumes de coluna cada (tampão B) e 6 eluições com 1 volume de coluna 

cada (tampão C). A indução, a solubilidade e as frações eluídas foram analisadas por gel de 

poliacrilamida (10%) SDS-PAGE. 

 

3.2.4. 6xHis-Cyp e 6xHis-Uev  

As proteínas Cyp e Uev de citros transformadas em BL21(DE3) foram expressas em diferentes 

temperaturas, crescidas até OD 0,6 e induzidas com 0,4 mM de IPTG por 2 a 3 horas. As amostras 

foram lisadas, sonicadas e purificadas por cromatografia de afinidade em resina NiNTA como 

descrito no item acima. Para os ensaios de atividade enzimática de Cyp, a cauda de Histidina foi 

clivada com Trombina por 16 horas a 16°C. A indução , a solubilidade e as frações eluídas foram 

analisadas por gel de poliacrilamida (12 ou 13%) SDS-PAGE. 
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3.2.5. Expressão e Purificação de Formas Truncadas de PthAs de Xac 

As construções pET28a-PthA-RD2, pET28a-PthA 5.5rep+CT2 e pET28a-PthA-CT2 foram 

transformadas em células competentes de E. coli DH5a por choque térmico e, em seguida, 

BL21(DE3) por eletroporação, para expressão. Estas proteínas foram expressas e induzidas como 

descrito no item 3.2.1. 

 As purificações foram feitas por afinidade em resina de cobalto Talon (Talon Metal Affinity Resin - 

Clontech) ou  resina níquel (Ni-NTA). Foram utilizados os seguintes tampões: AB (de lise, equilíbrio e 

lavagem) – 20 mM Tris-HCl pH 8,0; 200 mM NaCl; 15 mM imidazol; 5% glicerol; 1 mM PMSF, 0,5% 

Nonidet-P40 e C (de eluição) – contendo 200 mM imidazol. A lise das células foi feita com 20 mL de 

tampão AB, 1 mg/mL de lisozima, 0,5% de NP-40 (Nonidet) e 10 µg/mL de RNAse a 4°C por 30 

minutos. As suspensões foram sonicadas (10 a 25 pulsos de 20 segundos, ou até clarificação do 

extrato, amplitude 40%) e filtradas em gase (para remover DNA genômico) antes de serem 

centrifugadas a 4°C, 14.000 rpm por 1 hora. Os extr atos solúveis lisados e filtrados foram incubados 

com DNAse (0,5 µg/mL) e 2 mM de MgCl2 e aplicados em coluna contendo 1 mL de resina 

equilibrada com tampão AB. Foram feitas 5 lavagens com 5 volumes de coluna com o mesmo 

tampão e de 6 a 10 eluições com 1 volume de coluna cada (tampão C). Nas amostras eluídas foi 

adicionado DTT para concentração final de 1 mM. A expressão e purificação destas construções 

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

 

3.3. Ensaios de GST Pull-Down 

As proteínas recombinantes (α-importina, Cyp, TDX e seus domínios TPR e TRX, Uev e Ubc13) 

expressas em fusão com GST, foram ressuspendidas em 1 mL de tampão de lise (PBS 1X pH 7,4 ; 1 

mM de DTT), lisadas e as frações solúveis obtidas foram incubadas separadamente com 50 µL de 

resina “Glutathione Sepharose 4 Fast Flow” (Amersham Biosciences), previamente equilibrada com 

tampão de ligação (mesmo de lise), por 1 hora e 30 minutos sob leve agitação a 4°C. Após o período 

de incubação, a resina foi lavada com tampão de ligação (30 volumes de coluna), para remoção de 

amostra não ligada. Em seguida, esta resina foi incubada com 1 mL pET28a-PthA2, pET28a-PthA4, 

pET28a-PthA-RD2, pET28a-PthA5.5rep+CT2 ou pET28a-PthA-CT2 previamente expressas e 

purificadas por afinidade em resina NiNTA como já descrito anteriormente. A incubação foi realizada 

por 2 horas sob leve agitação a 4°C. As amostras fo ram centrifugadas e a resina lavada com tampão 

de ligação (40 volumes de coluna). As proteínas ligadas à resina foram eluídas com tampão de 

amostra SDS-PAGE sendo fervidas por 15 minutos a 95°C e fracionadas em gel de poliacrilamida 

10% para coloração com corante Coomassie blue e visualização por Western blot com os anticorpos 
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Anti-PthA e Anti-GST, como será descrito no item 3.15. Como controle foi realizado o mesmo 

procedimento para a proteína GST sozinha presa à resina e incubada separadamente com as 

mesmas proteínas purificadas mencionadas acima.  

O ensaio de interação entre GST-Cyp e 6xHis-PthA2 foi realizado também na presença do inibidor 

de ciclofilinas, CsA. 100 µM da proteína purificada (6xHis-PthA2) foi incubada com 200 µM de CsA. 

GST imobilizada na resina foi utilizada como controle.  

Foram realizados também ensaios para testar a interação das proteínas TDX, Cyp e Uev entre 

elas. Para tal, frações solúveis lisadas de GST-TDX e GST-Cyp foram imobilizadas em resina. Em 

seguida, as resinas contendo GST-TDX imobilizada foram incubadas com as seguintes proteínas 

purificadas: 6xHis-Uev, 6xHis-Cyp e uma combinação de 6xHis-Uev + 6xHis-Cyp. Já a resina 

contendo GST-Cyp imobilizada foi incubada com 6xHis-Uev purificada. Como controle foi realizado o 

mesmo procedimento para a proteína GST sozinha presa à resina. As amostras foram aplicadas em 

géis de poliacrilamida 10 e 13% para coloração com corante Coomassie blue e visualização por 

Western blot, com os anticorpos Anti-6xHis (Sigma) e Anti-GST (Sigma).  

O mesmo procedimento foi empregado para testar a interação da proteína Uev com a proteína 

Ubc13 isolada da biblioteca de cDNA de citros. Para tal, fração solúvel lisada de Ubc13 fusionada a 

GST foi imobilizada em resina. Em seguida, a resina contendo esta proteína imobilizada foi incubada 

com 6xHis-Uev purificada por afinidade como descrito no item 3.2.4. Foram seguidas as mesmas 

etapas descritas no início deste item. Como controle foi realizado o mesmo procedimento para o 

extrato solúvel de GST presa à resina e incubada com 6xHis-Uev purificada. As amostras foram 

aplicadas em géis de poliacrilamida 10 e 12% e visualizadas por Western blot, com os anticorpos 

Anti-6xHis e Anti-GST.  

 

3.4. Ensaio de Atividade PPIásica de Ciclofilina 

As proteínas da família das ciclofilinas são conhecidas por possuírem atividade de peptidil-prolil 

cis-trans isomerase (PPIase), a qual catalisa a isomerização cis-trans de ligações peptídicas 

precedentes de resíduos de prolina (Gullerova et al., 2006). Estas enzimas aceleram a taxa de 

enovelamento in vitro e tem habilidade de se ligar a proteínas, além de atuarem como chaperones 

(Galat, 1993). As ligações peptídicas podem adotar duas conformações, cis ou trans. Em todas as 

ligações peptídicas amida, os isômeros trans são favorecidos. Entretanto, as características 

estruturais do iminoácido prolina capacitam ambas as conformações cis e trans. As ligações peptidil-

prolil cis estão presentes em pequena porcentagem em proteínas não–enoveladas (Coaker et al., 

2006). A isomerização de ligações de cis para trans ocorre espontaneamente, porém numa taxa 

muito lenta (Romano et al., 2004). E como este é um passo limitante no enovelamento proteico, a 

importância destas enzimas é salientada pelo fato de que mais de 90% das ligações prolil imídicas 
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estão na conformação trans (Stewart et al., 1990). A isomerização espontânea de ligações peptidil-

prolil requer energia livre e é um processo lento, particularmente em temperaturas mais baixas, e isto 

constitui o passo limitante no enovelamento. As ciclofilinas estabilizam o estado de transição cis-

trans e aceleram a isomerização, um processo que é considerado importante não só no 

enovelamento proteico, mas também durante a reunião de proteínas multidomínios (Wang & 

Heitman, 2005). 

A atividade de PPIase da Cyp de citros foi determinada através de um ensaio enzimático pareado 

com a α-quimiotripsina, de acordo com Kofron et al., 1991, com algumas modificações. Neste ensaio 

foi utilizado um substrato cromogênico da α-quimiotripsina, N-Succinil-Ala-Ala-Pro-Phe-ρ-Nitroanilide 

(Suc-AAPF-ρNA) (Sigma-Aldrich) ressuspendido em TFE (Trifluoroetanol) contendo 470 mM de LiCl, 

para maximizar a quantidade de peptídeo presente como isômero cis. A atividade foi medida pelo 

aumento na absorbância no comprimento de onda de 390 nm devido a liberação do ρ-nitroaniline 

pela clivagem proteolítica do substrato Suc-AAPF-ρNA. O ensaio foi realizado com a temperatura 

controlada em 10°C. A solução aquosa do substrato f oi preparada imediatamente antes do uso e 

mantida no gelo durante o procedimento.  

Para este experimento a proteína recombinante Cyp foi expressa em E.coli, purificada por 

cromatografia de afinidade em resina de níquel e a cauda de Histidina clivada com Trombina, como 

descrito no item 3.2.4. Cyp também foi incubada na presença de 15 nM de 6xHis-PthA2 purificada ou 

com Ciclosporina A (CsA) nas concentrações de 30 e 300 nM ou ainda com o controle negativo BSA 

(Bovine-Serum Albumine) purificada. 

Ambas as proteínas purificadas foram dialisadas para o tampão da reação enzimática: 50 mM 

HEPES pH 8,0; 100 mM NaCl, utilizando membrana de 12-14.000 Da. As amostras foram mantidas 

sob leve agitação a 4°C por 16 a 18 horas.  

A concentração das proteínas foi determinada por técnicas espectroscópicas, através da absorção 

no comprimento de onda de 280 nm. Após a subtração do branco (tampão da diálise), as leituras 

foram utilizadas para estimar a concentração das proteínas pela equação de Beer-Lambert: A = ε x l 

x C, onde A é a leitura de absorbância; ε, coeficiente de absortividade molar; l, comprimento do 

caminho ótico em centímetros e C, concentração em mol/L. Os valores de ε foram calculados pelo 

programa ProtParam Tool (http://ca.expasy.org/tools/protparam.html) de acordo com Gill & Von 

Hippel (1989).  

As reações foram feitas em triplicata utilizando diferentes concentrações da proteína em questão 

variando de 0 nM (branco) a 1 µM, sendo o volume final da reação de 1 mL. A proteína, nas suas 

diferentes concentrações, juntamente com o tampão da reação foram colocados em cubeta de 

quartzo, com comprimento óptico de 1 cm, dentro do espectro e a temperatura deixada estabilizar em 

10°C durante 5 minutos. Em seguida, proteína e tamp ão foram incubados com 1 mg da protease α-
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quimiotripsina e imediatamente após, com 100 µM do substrato Suc-AAPF-ρNA. A catálise então se 

inicia logo após adição do substrato e a absorbância a 390 nm foi monitorada, em espectrofotômetro 

UV/visível, de 5 em 5 segundos durante 5 minutos. Após definida a melhor concentração de Cyp 

para visualização da curva de atividade foram procedidos os ensaios na presença da proteína 6xHis-

PthA2 purificada, do inibidor CsA ou do controle BSA purificada.  

Foram então obtidas médias entre as triplicatas de cada procedimento e os valores, plotados em 

gráficos da absorbância no comprimento de onda de 390 nm em função do tempo em segundos. 

 

3.5. Expressão Transiente em Nicotiana benthamiana  

As sementes de Nicotiana benthamiana (cedidas por Dr. Robert Sablowski do John Innes Centre 

– Norwich - UK) foram desinfectadas com hipoclorito de sódio (10%) por 10 minutos e lavadas em 

água estéril antes de serem transferidas para placas de meio de cultura MS sólido (Murashige & 

Skoog, 1962) contendo 10 g/L de sacarose e 3 g/L de phytagel. As sementes foram germinadas em 

uma sala com temperatura controlada de 26 ± 2°C e com fotoperíodo de 8 horas de escuro e 16 

horas de luz. Após a germinação, as plântulas foram periodicamente transferidas para um novo meio 

de cultura a fim de obterem bom desenvolvimento. E, então, transferidas para solo autoclavado, 

contendo duas partes de substrato para uma parte de vermiculita e mantidas nas mesmas condições 

de crescimento.  

 

3.5.1. Clonagem das proteínas em vetor binário 

Há duas estratégias para a transferência de genes via Agrobacterium tumefaciens: o sistema de 

vetor cointegrado e o sitema do vetor binário, que é o mais utilizado atualmente. Em todos os 

experimentos de expressão transiente utilizaram-se as cepas de A. tumefaciens LBA4404 e EHA105, 

contendo o vetor binário pBI121 (Clontech).  

As seguintes construções utilizadas já estavam disponíveis em nosso laboratório: pBI121-PthA2, 

pBI121-PthA3 e como controle pBI121-GUS.  

A construção pBI121-PthA4 foi feita a partir da subclonagem do plasmídeo pET29a-PthA4 nos 

sítios de restrição XbaI/XhoI e ligado no pBI121 previamente digerido com XbaI/SacI utilizando um 

adaptador XhoI/SacI (5’- TCG AAG CT -3’). A confirmação desta construção foi realizada por 

seqüenciamento de DNA com primers forward 35S (5’- CCT TCG CAA GAC CCT TCC TC -3’), PthA 

RD forward (5’- CGG GAT CCC CCA TGA ACC TGA CCC -3’) e PthA RD reverse (3’- GAG CTC 

GAG ATT ACT GGG CAA CAA TGC T -5’). 

. 

3.5.2. Transformação em cepas competentes de Agrobacterium tumefaciens 

As construções em pBI121 depois de confirmadas por seqüenciamento foram utilizadas para 

transformar células competentes de A. tumefaciens LBA4404 e EHA105 por eletroporação. Estas 
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culturas foram crescidas por 48 horas em estufa a 28°C, em meio YEP sólido (10 g/L  de peptona,  10 

g/L de extrato de levedura, 5 g/L  de NaCl e 10 g/L de Bacto-ágar) com os antibióticos adequados à 

seleção: 50 �g/mL de kana (resistência no T-DNA) e para as cepas em questão; 100 �g/mL de 

rifampicina e 25 �g/mL de estreptomicina (resistência cromossomal). A fim de se fazer uma triagem 

dos transformantes, colônias isoladas de A. tumefaciens que cresceram em meio YEP seletivo foram 

submetidas à PCR de colônia com oligonucleotídeos específicos. 

 
3.5.3. Agroinfiltração em Nicotiana benthamiana 

A transformação via Agrobacterium foi realizada na superfície adaxial das folhas em plantas com 

5 semanas de idade aclimatadas em sala climatizada. Culturas transformadas em A. tumefaciens 

contendo o cassete de expressão foram crescidas no meio líquido YEP seletivo até atingirem OD a 

600 nm entre 0,6 e 0,8 unidades de absorbância a 28°C sob agitação constante de 200 rpm. Em 

seguida, foram coletadas por centrifugação (2.500 x g por 5 minutos) e ressuspendidas em tampão 

de infiltração (MES pH 5,6; 2 mM Na2HPO4; 0,5% de glicose; 100 µM de acetoseringona). Estas 

suspensões foram então infiltradas, com o auxílio de seringas de 1 mL sem agulha, em folhas de 

Nicotiana benthamiana usando-se de quatro a seis pontos de inoculação por folha; e estas plantas, 

mantidas em sala com temperatura controlada e continuamente observadas quanto à manifestação 

de sintomas.  

 

3.6. Experimentos de Fluorescência GFP e DsRed 

O gene GFP codifica a proteína verde fluorescente (Green Fluorescent Protein), composta por 

238 aminoácidos que é intrinsecamente fluorescente, isto é, não necessita de substrato ou co-

fatores, e emite uma luz verde quando exposta à irradiação ultravioleta (Chalfie et al., 1994). GFP 

não provoca interferência nas atividades celulares, o seu ensaio é simples e sua atividade pode ser 

detectada por vários métodos, inclusive usando microscopia de fluorescência, microscopia confocal 

ou medindo intensidade de fluorescência em células individualmente (Welsh et al., 1997); sendo 

estável em condições de ensaio (Cubitt et al., 1995). A GFP possui várias propriedades favoráveis a 

seu uso como repórter, incluindo localização citoplasmática, baixa toxicidade e fácil visualização e 

quantificação (Chalfie et al., 1994). O gene repórter GFP pode ser utilizado em uma grande 

variedade de aplicações biológicas. Estudos mostraram o uso de GFP na quantificação da expressão 

gênica, na marcação de células, na localização de proteínas e no monitoramento da transferência 

gênica (Welsh et al., 1997). 

As seguintes construções utilizadas já estavam disponíveis em nosso laboratório: pBI121-PthA1-

GFP, pBI121-PthA2-GFP, pBI121-PthA3-GFP e como controle pBI121-GFP. 

A construção pBI121-PthA4-GFP foi preparada a partir da subclonagem do plasmídeo pET29a-

PthA4 digerido com SacI/NotI (vetor + PthA4 linearizado). Este fragmento foi ligado a EGFP N1, 
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obtido por meio da digestão do vetor pEGFP N1 (Clontech) com SacI/NotI. Em seguida, esta 

construção pET29a-PthA4-GFP foi submetida a uma outra subclonagem através da digestão com as 

enzimas XbaI/XhoI para o vetor pBI121 com o adaptador XhoI/SacI, como procedido para a 

construção pBI121-PthA4, descrito no item 3.5.1. 

Como controle para a DsRed foi produzido um plasmídeo contendo o gene repórter DsRed no 

vetor binário pBI121. Para tal, a DsRed foi removida do vetor pDsRed-Monomer-C1 (Clontech) nos 

sítios de restrição NcoI/SacI e subclonada no pUC-pBI121-GFP (2x35S - cedido pelo Prof.Dr. Ivan de 

Godoy Maia da UNESP - Botucatu). O casset desta construção pUC-pBI121-DsRed foi removido 

com HindIII/SacI e subclonado no vetor pBI121. Esta construção controle pBI121-DsRed foi então 

utilizada para a clonagem das proteínas TDX, Cyp, Uev e Ubc13. As quatro proteínas foram 

removidas do pOAD com as enzimas SalI/NotI e subclonadas em pET28a. E na seqüência, 

removidas deste vetor nos sítios de restrição SalI/XhoI e ligadas no vetor pBI121-DsRed linearizado 

com XhoI (sítio XhoI no final da seqüência da DsRed). Clones transformantes foram selecionados por 

PCR de colônia com primers forward da DsRed (5’- GGA CAT CAC CAA CCA CAA CG -3’) e reverse 

de cada proteína em questão (TDX NotI, Cyp NotI, Uev NotI e Ubc13 NotI). A confirmação dos clones 

foi feita por seqüenciamento com primer forward da DsRed e por digestão com enzimas de restrição 

específicas para cada construção (Cyp – digestão com SacI e Uev – com HindIII/BamHI).  

Estes plasmídeos foram transformados em cepas competentes de A. tumefaciens conforme 

descrição do item 3.5.2 e então, infiltradas em N. benthamiana como no item 3.5.3. A localização 

destas proteínas foi visualizada utilizando microscopia de fluorescência. Para marcação de núcleos 

foi empregado o corante DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole – Sigma-Aldrich). Este composto foi 

diluído em tampão PBS 1X pH 7,4 para concentração final de 600 nM e deixado em contato com a 

superfície foliar a ser analisada por 10 a 15 minutos no escuro antes da observação. 

3.7. Clonagem, Expressão e Purificação de Proteínas Recombinantes em S. 

cerevisiae 

 

3.7.1. Clonagens em vetor para expressão de proteínas em S. cerevisiae 

As proteínas de citros Uev em vetor pGEX-4T-1 e Ubc13 em vetor pGEM-T foram subclonadas para 

o vetor pYEX 4T-1 (Clontech) nos sítios de restrição SalI e NotI.  As proteínas PthA2 e PthA4 de Xac 

em vetor pOBD foram digeridas com as enzimas de restrição EcoRI e NotI e, então,  subclonadas no 

vetor pYEX 4T-1 previamente digerido com as mesmas enzimas. Desta forma, os PthAs foram 

expressos sem a porção inicial da região N-terminal correspondente a aproximadamente 100 

aminoácidos. O vetor pYEX 4T-1 expressa os genes clonados sob o controle do promotor CUP1, que é 

induzível por Cu+2 e contém uma cauda de GST. Proteínas recombinantes produzidas em leveduras 

freqüentemente possuem antigenicidade e atividade funcional das proteínas nativas, sendo esta a 



Tese de Doutorado 

 

 40 

principal vantagem deste sistema comparado aos sistemas de expressão em E.coli.  Este vetor possui 

um gene de resistência a Ampicilina (AmpR) em E.coli  e em leveduras marcadores de selecão leu2-d 

(um gene LEU2 truncado, mas com promotor funcional) e URA3. As variantes 2 e 4 do PthA em fusão 

com GFP também foram clonadas neste vetor para expressão em leveduras. A construção pET29a-

PthA4-GFP foi então digerida nos sítios de restrição XbaI/SacI e o vetor pET29a-GFP, liberado desta 

digestão, foi purificado e ligado com o inserto PthA2 proveniente do plasmídeo pET28a-PthA2 digerido 

com as mesmas enzimas de restrição.  Para obter PthA4-GFP em pYEX 4T-1, o plasmídeo pET29a-

PthA4-GFP foi linearizado no sítio NotI e ligado no vetor de interesse linearizado também com NotI e 

desfosforilado. Para a desfosforilação, o vetor purificado foi incubado com tampão de desfosforilação, 

água e CIAP (Calf Intestinal Alkaline Phosfatase) em banho 37°C durante 1 hora e 30 minutos. O 

plasmídeo desfosforilado foi obtido utilizando Kit de Purificação de PCR (Qiagen). Após digestão com 

estas enzimas, vetor e inserto foram extraídos do gel de agarose (1%), purificados com Kit de Extração 

de DNA (Qiagen) e ligados com T4 DNA ligase (Fermentas) sob incubação no banho a 16°C por 14 a 

16 horas. Esta ligação foi então transformada em células competentes de E. coli DH5α ou DH10B por 

choque térmico, plaqueada em meio LB seletivo com 100 µg/mL Amp e incubadas em estufa 37°C por 

16 horas. Para verificar clones transformantes, alguns deles foram crescidos em meio líquido seletivo e 

os plasmídeos purificados por miniprep. Todas as construções foram confirmadas por PCR de colônia 

e seqüenciamento de DNA utilizando os primers pYEX 4T forward (5'- GCA TGG CCT TTG CAG GG) 

e pYEX 4T reverse (5'- TTT GCA GCT ACC ACA TT).  

 

3.7.2. Transformação das construções pYEX 4T-1 em leveduras 

Foram utilizadas a cepa selvagem SUB62 (MATa lys2-801leu2-3, 112 ura3-52 his3-D200 trp1-

1[am]) e as cepas mutantes ∆ubc13 e ∆mms2/uev1a cedidas por Dr. Robert Cohen e Dr. Candice 

Carlile (Hofmann & Pickart, 1999). Nestes mutantes a lisina 63 foi trocada por arginina e com isso, 

essas leveduras não são capazes de realizar ubiquitinação K63 e são deficientes na via Rad6 de 

reparo no DNA. As cepas foram recuperadas em meio completo YPD e em seguida, foram repicados 

em meio seletivo SC –Leu –Ura e crescidas em estufa 30°C por 4 a 5 dias. Foram preparados inóculos 

contendo uma das cepas de levedura descritas em meio YPD líquido incubados por 16 horas a 

30°C/200 rpm. As células foram centrifugadas e aos pellets foi adicionado um mix de transformação 

contendo 240 µL PEG 3350 50% w/v; 36 µL LiAc 1M; 50 µL ssDNA de esperma de salmão (2 mg/mL); 

5µL de plasmídeo pYEX 4T-1 e água para completar um volume final de 360 µL. As células foram 

ressuspendidas, submetidas a choque térmico no banho a 42°C por 2 horas e 30 minutos e novamente 

centrifugadas. Os pellets foram ressuspendidos em 130 µL de água, as transformações foram 

plaqueadas em meio SC –Leu –Ura e incubadas em estufa 30°C por 4 dias.  As seguintes construções 
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foram transformadas dessa forma nas três cepas mencionadas: pYEX 4T-1-Uev, pYEX 4T-1-Ubc13, 

pYEX 4T-1-PthA2, pYEX 4T-1-PthA4, pYEX 4T-1-PthA2-GFP e pYEX 4T-1-PthA4-GFP. 

 

3.7.3. Expressão e Purificação 

Para a indução de genes clonados em vetor pYEX 4T-1, o qual contém promotor CUP1,  foi 

utilizado um protocolo de indução com Cu+2 como descrito no manual da Clontech. As construções 

descritas no item anterior foram então crescidas em 100 mL de meio SC –Leu –Ura sob agitação 

constante de 200 rpm a 30°C por 18 horas. Após esta  fase de crescimento, as culturas foram 

centrifugadas a 550 x g por 5 minutos, ressuspendidas em mais 50 mL de meio SC –Leu –Ura e, 

então, crescidas durante mais 2 horas a 30°C sob ag itação constante de 200 rpm ou até atingirem a 

fase logarítmica - OD a 600 nm entre 0,8 e 1,2 unidades de absorbância e a síntese das proteínas 

recombinantes foi induzida por 1 a 2 horas com adição de 0,5 mM de CuSO4 . As células foram 

recuperadas por centrifugação de 4.000 rpm por 5 minutos a 4°C.  

Para verificar se proteínas PthAs são ubiquitinadas in vivo (em leveduras), estas proteínas obtidas 

por meio deste sistema de expressão em leveduras foram purificadas. Com esta finalidade, vários 

testes para lisar as células de leveduras e melhorar a solubilidade das proteínas recombinantes em 

fusão GST foram realizados. Assim sendo, foi utilizado o reagente Y-Per (Pierce) e lyticase (20 

µg/µL) incubados por 30 minutos a temperatura ambiente e, em seguida, as células foram ou não 

sonicadas (15 pulsos de 30 segundos cada). Uma outra estratégia foi ressuspender as células em 

tampão Z (21,5 g/L de Na2HPO4.12H2O; 5,5 g/L de NaH2PO4.H2O; 0,75 g/L de KCl; 0,246 g/L de 

MgSO4.7H2O pH 7,0), na presença ou não de lyticase e 0,01% de Triton X-100 incubados por 30 

minutos a temperatura ambiente, e realizar de 3 a 7 ciclos de congelamento/descongelamento em N2 

líquido e banho a 37°C, respectivamente. Alternativ amente, os pellets foram também lavados com 

1,2 M de Sorbitol e ressuspendidos em tampão PBS 1X pH 7,4 contendo 1 mM do inibidor de 

protease PMSF e lyticase incubados por 1 hora sob agitação constante de 60 rpm a 37°C. As células 

foram lavadas novamente com Sorbitol e ressuspendidas em tampão PBS e sonicadas (8 pulsos de 

15 segundos cada). Foi testado também um protocolo no qual as células foram lavadas em água 

MiliQ gelada, ressuspendidas em tampão PBS e submetidas a 3 ciclos de 

congelamento/descongelamento em N2 líquido e banho a 37°C. Em seguida, foram adiciona dos 

glass beads previamente lavados em água MiliQ , a mistura foi vortexada 15 vezes de 30 segundos 

com intervalos de 1 minuto no gelo e centrifugada a 18.000 rpm por 20 minutos a 4°C, sendo o 

sobrenadante descartado e realizada uma nova centrifugação a 18.000 rpm por mais 50 minutos a 

4°C.  
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O extrato solúvel lisado foi incubado com resina de GST - “Glutathione Sepharose 4 Fast Flow” , 

previamente equilibrada com tampão PBS, por 16 a 18 horas a 4°C sob leve agitação. Após o período 

de incubação, a resina foi recuperada por centrifugação 1.000 x g durante 1 minuto e lavada com PBS 

– 3 vezes de 10 volumes de coluna cada por 3 minutos a 500 x g. A proteína ligada à resina foi eluída 

com tampão de amostra SDS-PAGE, sendo fervida a 95°C por 15 minutos. A indução, a solubilidade e 

a purificação foram avaliadas em gel de poliacrilamida (10%) SDS-PAGE corados com Coomassie 

blue e Western blot, como será descrito em seguida no item 3.15, com Anti-PthA, Anti-GST, Anti-

Ubiquitina e Anti-K63 clone HWA4C4. As amostras foram sonicadas em sonicador de banho por 15 

minutos antes de serem submetidas a SDS-PAGE para evitar o efeito no gel da presença excessiva de 

DNA nas amostras. 

 

3.8. Ensaios de Complementação do Fenótipo de Cepas Mutantes 

As cepas mutantes em ubiquitinação específica K63 (UbK63R), ∆ubc13 e ∆mms2/uev1a, ambas 

são capazes de crescer e degradar proteínas em níveis normais, mas são altamente sensíveis a 

radiação UV e ao agente alquilante MMS (methyl methanesulfonate). Dessa forma, o objetivo era 

verificar se as cepas mutantes transformadas com as proteínas de citros Uev e Ubc13 seriam capazes 

de recuperar o crescimento na presença de MMS.  

Para isto, a cepa selvagem SUB62, as cepas mutantes, bem como os transformantes contendo as 

construções pYEX 4T-1-Uev e pYEX 4T-1-Ubc13 foram crescidos em meio líquido YPD a 30°C sob 

agitação constante de 200 rpm até atingirem a fase exponencial de 0,8 unidades de absorbância. 

Foram plaqueadas alíquotas de 5 µL com distância de 1,5 cm entre elas em placas contendo YPD e 

um gradiente de MMS de 0 a 0,025% e incubadas em estufa a 30°C por 24 horas.  

A cepa de levedura mutante ess1 – H164R (Wu et al., 2000) derivada da cepa selvagem W303-1A 

(MATa ura3-1 leu2-3,112 trp1-1 can1-100 ade2-1 his3-11,15 [psi+]) é sensível a temperatura e 

apresenta defeitos no ciclo celular. O gene ESS1 codifica uma prolil isomerase essencial para a 

viabilidade celular. Esta cepa mutante foi transformada com a proteína Cyp de citros clonada no vetor 

pYEX 4T-1 ou neste vetor vazio (controle negativo). Transformantes foram crescidos em meio SC-Leu-

Ura em estufa 30°C por 7 dias. As proteínas foram i nduzidas pela adição de 0,5 mM de CuSO4 por 2 

horas e a presença das proteínas recombinantes detectadas por análise em Western blot (descrito no 

item 3.15) com anticorpo Anti-GST. Para análises qualitativas de crescimento em tempertaturas 

permissiva e não-permissiva, culturas foram crescidas até a fase logarítmica em meio YPD e diluições 

seriadas de 1:5 foram plaqueadas. Estas placas foram incubadas a 21°C ou 37°C por 24 horas, como 

indicado por Wu et al., 2000. 

A proteína Ciclofilina A (CypA) é conservada em leveduras e codificada pelo gene CPR1. A cepa 

de levedura mutante neste gene (cpr1∆::kanMX4/cpr1∆::kanMX4) (Arévalo-Rodríguez & Heitman, 
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2005) foi também transformada com a proteína Cyp de citros ou com o vetor pYEX 4T-1 vazio como 

controle negativo, e induzida pela adição de CuSO4 da mesma forma como descrito para o mutante 

ess1. CypA normalmente atua no núcleo das células no controle da esporulação. Desta forma, foram 

realizados ensaios de esporulação com a cepa mutante em CypA transformada com a proteína Cyp 

de citros. Nestes ensaios, as células foram incubadas em meio de pré-esporulação (0,8% extrato de 

levedura; 0,3% peptona; 6% glicose e 2% Bacto-ágar) por 48 horas em estufa 30°C. Em seguida, as 

células foram transferidas para um meio de esporulação (1% acetato de potássio; 0,1% extrato de 

levedura; 0,05% glicose e 2% Bacto-ágar) por 72 horas. As culturas foram crescidas até OD a 600 

nm de 1,0 unidade de absorbância e a formação dos ascos foi monitorada por observação 

microscópica em diferentes pontos ao longo do tempo após transferência das células para o meio de 

esporulação. 

 

3.9. Localização de PthAs em Leveduras  

Com o objetivo de verificar se a localização nuclear das proteínas PthAs seria dependente do 

complexo Ubc13/Uev, estas proteínas em fusão com GFP no vetor pYEX 4T-1 foram então 

transformadas na cepa SUB62 e nas cepas mutantes ∆ubc13 e ∆mms2/uev1a como descrito nos 

item 3.7.2. As proteínas em fusão GFP foram então expressas como descrito no item 3.7.3 e 

amostras após 2 horas de indução com CuSO4 foram submetidas a diferentes procedimentos, 

visando uma melhor observação das células por microscopia de fluorescência. Para marcação de 

núcleos foi empregado o corante DAPI. Este composto foi diluído em tampão PBS 1X pH 7,4 para 

concentração final de 600 nM e deixado em contato com a superfície foliar a ser analisada por 10 a 

15 minutos no escuro antes da observação na fluorescência. Foram estes procedimentos: 1) apenas 

fixação com etanol 50% + corante DAPI; 2) fixação com metanol 2%, Triton X-100 + DAPI; 3) fixação 

com formaldeído 3,7% com ou sem 0,5% de Triton X-100 + DAPI; 4) sem fixação + corante 

Hoechest; 5) fixação com formaldeído 8% por 18 horas a 4°C + DAPI; 6) fixação com 0,5% de Triton 

X-100 + DAPI; 7) fixação com formaldeído 10% + 1% de Triton X-100 + DAPI e 8) fixação com 

glutaraldeído 5% + 1% de Triton X-100 + DAPI. O melhor resultado foi repetido para todas as 

condições.  

 

 3.10. Expressão Transiente Mediada por Agrobacterium  em Citros 

Sementes de laranja doce (Citrus sinensis) variedade ‘Hamlin’ foram obtidas do Centro APTA 

Citros Sylvio Moreira no Instituto Agronômico de Campinas (IAC – Cordeirópolis - SP), armazenadas 

a 4°C e esterilizadas antes do uso por 1 minuto em etanol 70% e solução contendo 0,1% de Tween 

20 sob leve agitação por 15 minutos e, em seguida, lavadas três vezes com água MiliQ. Epicótilos 

estiolados germinados in vitro foram utilizados como fontes de explantes. As sementes esterilizadas 
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foram inoculadas em frascos contendo meio basal MS (Murashige & Skoog, 1962) suplementado 

com 50 mg/mL de mio-inositol, 25 g/L de sacarose, 5 mL/L de solução de ferro e solidificado com 7 

g/L de ágar para germinação e mantidas em sala climatizada 26 ± 2oC, no escuro, durante 4 

semanas e mais 2 semanas com fotoperíodo de 16 horas de luz e 8 horas de escuro. Após este 

período, os epicótilos foram cortados transversalmente em segmentos menores de 1 cm e feridos de 

ambos os lados. Inóculos de Agrobacterium tumefaciens EHA105 pBI121-PthA2, pBI121-PthA4 e 

pBI121-GUS (Controle) foram crescidos por 16 horas sob agitação constante de 200 rpm a 28°C em 

meio YEP contendo 50 mg/L de kanamicina, 25 g/L de estreptomicina, 100 mg/L de rifampicina para 

seleção da bactéria. Bactérias na OD a 600 nm entre 0,8 a 1,0 unidades de absorbância foram 

centrifugadas a 3.000 rpm por 10 minutos e ressuspendidas em meio basal MS líquido contendo 60 

µM de acetoseringona. Segmentos de epicótilos foram incubados por 30 minutos nestas suspensões 

de A. tumefaciens EHA105 (OD600nm 1,0). Excesso da suspensão bacteriana foi removida em papel 

de filtro estéril e os explantes foram distribuídos em placas contendo meio de co-cultivo – meio MS 

basal contendo 100 µM de acetoseringona e crescidos no escuro em sala climatizada 26 ± 2oC por 2 

dias. Após este período, os epicótilos foram macerados em tampão de amostra 2X SDS-PAGE sem 

corante azul de bromofenol (100 mM DTT, 2% SDS, 10% glicerol e 50 mM Tris-HCl pH 6,8) e as 

amostras aquecidas a 95°C por 15 minutos. Proteínas  na fração solúvel foram recuperadas por 

centrifugação a 14.000 rpm por 30 minutos em temperatura ambiente, resolvidas em gel de 

poliacrilamida (8 a 10%) SDS-PAGE corados com Coomassie blue e detectadas por Western blot 

com os anticorpos Anti-PthA, Anti-Ubiquitina, Anti-SUMO e Anti-K63 clone HWA4C4. 

3.11. PthAs X Mecanismos de Reparo no DNA 

Considerando que a cepa selvagem de levedura SUB62 é capaz de realizar ubiquitinação K63 e 

de crescer em certas quantidades de MMS e com o intuito de verificar se as proteínas PthAs de Xac 

estariam associados com reparo de DNA, esta cepa selvagem foi transformada com os genes PthAs 

2 e 4 clonados em vetor pYEX 4T-1, como descrito no item 3.7.2. Para isto, a cepa selvagem SUB62 

e os transformantes contendo as construções pYEX 4T-1-PthA2 e pYEX 4T-1-PthA4 foram crescidos 

em meio líquido YPD a 30°C sob agitação constante d e 200 rpm até atingirem a fase exponencial de 

0,8 unidades de absorbância. Foram plaqueadas alíquotas de 5 µL com distância de 1,5 cm entre 

elas em placas contendo YPD e um gradiente de MMS de 0 a 0,025% e incubadas em estufa a 30°C 

por 24 horas.  

 

3.12. Tentativas de Co-Imunoprecipitação de PthA em C. sinensis 

Nos ensaios com citros foram utilizadas folhas de laranja doce da variedade pêra. Bactérias Xac 

da linhagem 306 foram crescidas em meio LB sólido sem adição de NaCl (LBON), na presença de 

100 �g/mL de Amp, durante 48 horas em estufa 28°C. As ba ctérias foram coletadas mediante 
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raspagem das placas, ressuspendidas em água e diluídas para OD a 600 nm entre 0,6 e 0,8 

unidades de absorbância. Folhas de laranja foram então infiltradas com estas suspensões, utilizando 

seringas de 1 mL, em três pontos de inoculação na superfície adaxial de cada folha. Foram infiltradas 

4 folhas com Xac e 4 folhas com água (Controle), as áreas infiltradas foram pontilhadas e estas 

plantas, mantidas em salas climatizadas. Após 48 horas de infiltração foi realizada a extração de 

proteínas das folhas infiltradas utilizando um Kit de Extração de Proteínas Totais de Plantas (Sigma). 

Inicialmente as áreas infiltradas foram recortadas, as plantas maceradas com N2 líquido e foram 

seguidas as etapas de extração de acordo com as instruções do kit. A fração de proteínas hidrofílicas 

(sobrenadante) foi incubada com Anti-PthA (1:60) ou soro pré-imune (Controle) e Proteína A 

Sepharose (PIERCE) a 4°C sob leve agitação por 18 h oras. Foi feito também um controle negativo 

(água infiltrada) incubado com o anticorpo Anti-PthA (1:60) e Proteína A Sepharose. Após o período 

de incubação, a resina foi recuperada por centrifugação 1.000 x g durante 1 minuto e lavada 4 vezes 

com PBS. Proteínas ligadas à resina foram eluídas com tampão de amostra SDS-PAGE, sendo 

fervida a 95°C por 15 minutos. As amostras foram re solvidas em gel de poliacrilamida (10%) SDS-

PAGE corados com Coomassie blue e detectadas por Western blot como será descrito em seguida 

no item 3.15, com os anticorpos Anti-PthA, Anti-Ubiquitina e Anti-K63 clone HWA4C4. 

 

3.13. Obtenção de Proteínas Recombinantes para Produção de Anticorpos 

As proteínas de citros Cyp e Uev clonadas em pET28a e Ubc13 clonada em pGEX4T-1 foram 

expressas em 500 mL de meio LB Amp (100 mg/mL - para pGEX) e meio LB Kana (50 mg/mL - para 

pET28a) a 37°C sob agitação constante de 200 rpm. A s culturas foram crescidas até atingirem a fase 

logarítmica – OD a 600 nm entre 0,6 e 0,8 unidades de absorbância e a síntese das proteínas 

recombinantes foi induzida por 2 horas com adição de 0,4 mM de IPTG. As células foram 

ressuspendidas com 20 mL de tampão A1 (para as construções com cauda de Histidina - 20 mM 

Tris-HCl pH 8,0; 200 mM NaCl; 15 mM imidazol; 5% glicerol; 1 mM PMSF; 0,5% Nonidet P-40) ou 

tampão A2 (para a construção com cauda de GST – PBS 1X pH 7,4; 1 mM de DTT; 0,5% Nonidet P-

40) e incubadas com 1 mg/mL de lisozima e RNAse (10 µg/mL) a 4°C por 30 minutos. As 

suspensões foram sonicadas, centrifugadas a 4°C, 14 .000 rpm por 1 hora e a fração solúvel lisada 

incubada com DNAse (0,5 µg/mL) e 2 mM de MgCl2 e filtrada em filtro 0,45 µM. As proteínas 

fusionadas a cauda de Histidina ou cauda de GST foram purificadas utilizando Äkta Purifier FPLC 

(Fast Protein Liquid Chromatography) e colunas pré-equilibradas com os mesmos tampões A1 para 

HiTrap Chelating HP 1 mL e A2 para GSTrap 1 mL  (GE Healthcare). As colunas foram lavadas 

também com 20 a 30 volumes de coluna de tampão A1 ou A2 e eluídas com gradiente de 0 a 100% 

de tampão B1 (para as construções com cauda de Histidina – 20 mM Tris-HCl pH 8,0; 200 mM NaCl; 

500 mM imidazol; 5% glicerol; 1 mM PMSF) ou B2 (para a construção com cauda de GST – 50 mM 
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de Tris-HCl pH 8,0; 20 mM de glutationa reduzida). Após purificação em todas as frações eluídas foi 

adicionado DTT para concentração final de 1 mM. As amostras foram analisadas em gel de 

poliacrilamida (10 a 13%) – SDS-PAGE e as frações com mais alto grau de pureza foram dialisadas 

para tampão C1 (para as construções 6xHis-Uev e 6xHis-Cyp – 20 mM Tris-HCl pH 8,0, 200 mM 

NaCl) ou C2 (para a construção GST-Ubc13 - 20 mM Tris-HCl pH 8,0) sob leve agitação a 4°C por 16 

a 18 horas. Para as construções com cauda de Histidina foi utilizada membrana de diálise de 3.500 

Da e para a construção GST-Ubc13, membrana de 12-14.000 Da.  

As amostras de 6xHis-Cyp, 6xHis-Uev e GST-Ubc13 foram concentradas para 1 mg/mL utilizando 

concentrador Amicon Ultra Millipore MWCO – 5.000 Da em centrífuga a 4°C – 2.500 rpm e liofilizadas 

durante um período de 2 dias. As amostras liofilizadas foram enviadas para produção de anticorpos 

por imunização seriada em ratos para Célula B – Serviço de Produção de Anticorpos Mono e 

Policlonais (http://www.celulab.ufrgs.br/).  

A especificidade dos anticorpos foi testada para detecção das proteínas recombinantes 

purificadas de E. coli e das proteínas endógenas de extratos proteicos de leveduras e de epicótilos 

de citros. Os extratos proteicos de citros foram processados por maceração mecânica com nitrogênio 

líquido. Tampão de amostra para SDS-PAGE foi adicionado e as amostras aquecidas por 15 minutos 

a 95°C, centrifugadas a 20.000 x g durante 30 minut os e as frações solúveis submetidas a  Western 

Blot. Foram utilizados também extratos solúveis de levedura como descrito no item 3.7.3. 

3.14. Tentativas de Co-Imunoprecipitação de PthA de Xac por proteínas de C. 

sinensis  

Epicótilos de laranja doce expressando transientemente PthA2 como descrito no item 3.10 foram 

macerados em nitrogênio liquído e ressuspendidos em tampão de lise (PBS pH 7,4; 10 mM MgCl2; 

0,1% Triton X-100; 10 mM EDTA; 0,1 mM PMSF) contendo inibidores de protease. Extratos proteicos 

foram imunoprecipitados com os anticorpos policlonais Anti-Cyp, Anti-Uev ou Anti-Ubc13 (1:50) ou 

com os correspondentes anticorpos pré-imunes (controles). As proteínas ligadas foram imobilizadas 

em resina - Proteína A Sephorose (PIERCE), separadas por SDS-PAGE, transferidas para 

membranas de PVDF e imunoblotadas com os anticorpos Anti-PthA (1:5000) e Anti-Cyp (1:3000), 

Anti-Uev (1:3000) ou Anti-Ubc13 (1:3000) e com os anticorpos secundários Anti-rabbit (1:3000) no 

caso de Anti-PthA como anticorpo primário e Anti-mouse (1:3000) para os demais. 

 

3.15. Western Blot 

As análises de Western blot foram realizadas a partir de géis de acrilamida de 8 a 13%. As 

proteínas separadas pelo gel foram transferidas para membrana de PVDF (difluoreto de polivinila) 
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em tampão de transferência (48 mM de Tris-base; 39 mM de glicina; 0,037% de SDS e 20% de 

metanol). A transferência foi realizada a 350 mA por 1 hora. Após a transferência a membrana foi 

incubada em solução bloqueadora (5% de leite em pó desnatado em 1X TBS-T) por 1 hora. Em 

seguida a membrana foi incubada com o anticorpo primário em solução bloqueadora. Depois desta 

incubação, a membrana foi lavada três vezes (de 10 minutos cada sob leve agitação) em solução 

TBS-T (20 mM de Tris-base; 150 mM de NaCl, pH 7,5; 0,05% de Tween 20) e incubada com o 

anticorpo secundário (ECL Kit – Amersham Biosciences) por 1 hora. A membrana foi novamente 

lavada três vezes de 10 minutos em solução TBS-T. A detecção foi feita utilizando-se o método de 

quimioluminescência do Kit ECL (Amersham Biosciences). 

 Foram utilizados os anticorpos primários da Sigma: Anti-GST (diluição de 1:3000) e Anti-6xHis 

(1:3000). Os anticorpos policlonais Anti-PthA (1:5000), Anti-Cyp, Anti-Uev e Anti-Ubc13 produzidos 

pela Célula B – Serviço de Produção de Anticorpos Mono e Policlonais. E como anticorpos 

secundários correspondentes Anti-mouse ou Anti-rabbit (ambos na diluição de 1:3000), dependendo 

do animal no qual foram produzidos. 

Além disso, nos ensaios de ubiquitinação utilizou-se também Anti-Ubiquitina (Sigma - 1:50 a 

1:500), Anti-SUMO (Sigma - 1:75) e Anti-K63 clone HWA4C4 (Biomol - 1:25 a 1:500) como 

anticorpos primários. No caso do anticorpo Anti-K63 também foi testada a incubação em solução 

TBS contendo 5% de BSA e 3 mM de azida sódica, sem adição de leite sob leve agitação a 4°C por 

20 horas, como descrito por Wang et al., 2008. Seu respectivo anticorpo secundário Anti-mouse 

também foi incubado apenas em solução TBS na ausência de leite, visto que poderia haver a 

possibilidade do mesmo inviabilizar a detecção do blot. 

 

3.16. Preparação de Amostras para SAXS (Small Angle X-ray Scaterring) 

 

3.16.1. Expressão e Purificação de PthA-RD2 

A construção PthA-RD2 (apenas domínio central contendo as 15,5 repetições da variante 2 de 

PthA) com cauda de Histidina foi expressa em 1L de LB contendo kanamicina (50 mg/mL) até OD a 

600 nm de 0,6 unidades de absorbância e induzida com 0,4 mM de IPTG por 3 horas sob agitação 

constante de 200 rpm a 25°C. As células foram centr ifugadas, ressuspendidas com tampão de 

ligação e lisadas como descrito no item 3.2.5. O extrato solúvel lisado e filtrado foi carregado em 

coluna HiTrap Chelating HP 5 mL (GE Healthcare). A coluna foi lavada com 20 volumes de coluna 

num fluxo contínuo de 1 mL/min. e eluída em 15 volumes de coluna com gradiente de imidazol em 

frações de 1 mL. Após purificação por afinidade foram feitas tentativas de purificação por Troca 

Iônica e Gel Filtração com as alíquotas de mais alto grau de pureza com o objetivo de melhorar a 
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qualidade das amostras. A proteína em questão tem ponto isoelétrico (pI) de 6,71, assim sendo em 

pH 8,0 foi realizada uma Troca Aniônica com coluna HiTrap HP Q-Sepharose 5 mL. As frações 

provenientes da purificação por Afinidade foram centrifugadas a 14.000 rpm por 15 minutos a 4°C e 

diluídas em tampão contendo 20 mM Tris-HCl pH 8,0; 5% glicerol; 1 mM PMSF e 0,5 mM DTT, de tal 

forma que após diluição a concentração de NaCl passou de 200 para 20 mM, concentração esta 

utilizada no tampão A. As proteínas foram eluídas com gradiente de NaCl (20 volumes de coluna) de 

0 a 100% de tampão B (20 mM Tris-HCl pH 8,0; 1M NaCl; 5% glicerol; 1mM PMSF e 0,5 mM DTT). 

Uma alternativa foi também realizar um passo de purificação por Gel Filtração após a Afinidade. Para 

tal foi utilizado um tampão inicial sem imidazol e PMSF (20 mM Tris-HCl pH 8,0; 200 mM NaCl; 5% 

glicerol e 1 mM DTT) e coluna Superdex 75 HR 16/60 (GE Healthcare). Foi injetada uma fração 

proveniente da purificação por Afinidade (volume de 1 mL) direto no equipamento e, em seguida, foi 

feita uma segunda injeção de outra fração. Algumas alíquotas resultantes da purificação por 

Afinidade foram reservadas e dialisadas com mesmo tampão da Gel Filtração (sem imidazol e sem 

PMSF) sob leve agitação a 4°C por 18 horas. Em segu ida, as mesmas foram concentradas, assim 

como algumas frações provenientes da purificação por Gel Filtração, com Centricon Amicon Ultra 

Millipore MWCO – 5.000 Da ou Centriplus MWCO – 10.000 Da em centrífuga a 4°C – 3.000 x g. 

Todas as alíquotas preparadas foram mantidas a 4°C até serem utilizadas. 

 

3.16.2. DLS (Dynamic Light Scattering) 

A técnica de espalhamento dinâmico de luz foi utilizada como uma forma de controle de 

qualidade para avaliar a monodispersividade e o efeito de agregação das amostras para a coleta de 

dados de SAXS, além de proporcionar informação sobre tamanho hidrodinâmico das partículas em 

solução. A polidispersividade é relativa ao desvio padrão da amostra e pode ser dividida em 3 ramos: 

a amostra é monodispersa se a polidispersividade está menor que 20%, é médio dispersa se a 

polidispersividade está entre 20 e 30% e é polidispersa se a polidispersividade for maior que 30%. As 

medidas foram realizadas a temperatura constante de 4°C no equipamento DynaPro (Protein 

Solutions), sendo previamente centrifugadas 14.000 rpm por 30 minutos a 4°C. As medidas foram 

obtidas com um ângulo de espalhamento de 90°C e com  300 acumulações de 10 segundos cada. 

Parâmetros hidrodinâmicos foram determinados usando o software DYNAMICS v.6.10.1.2. 

 

3.16.3. Coleta de dados de SAXS 

Os dados de espalhamento de raios X a baixos ângulos (SAXS) foram coletados na linha de luz 

D11A-SAXS no Laboratório Nacional de Luz Síncrotron (LNLS). O comprimento da radiação foi 

ajustado para 1,488 Å e foi utilizado um detector sensível à posição MARCCD, sendo a distância 

amostra-detector ajustada para aproximadamente 141 cm para resultar num vetor de espalhamento 

de 0,1 nm-1 a 3,5 nm-1. Foi utilizada uma cela porta-amostras constituída de mica, para reduzir ao 
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mínimo possível o espalhamento do sistema e favorecer o espalhamento da amostra. O vetor de 

espalhamento é definido como q = 4πsinq /l, onde q é o ângulo de espalhamento e l, o comprimento 

de onda da radiação espalhada. 

As medidas foram realizadas com amostras em concentrações de 1 a 2 mg/mL em temperatura 

constante de 18°C. Todas as amostras foram previame nte analisadas por espalhamento dinâmico de 

luz como descrito no item 3.16.2, sendo utilizadas apenas soluções monodispersas, ou seja, que 

apresentaram polidispersividade menor que 20%. As amostras proteicas foram centrifugadas 10.000 

x g durante 15 minutos para eliminar o efeito da presença de possíveis agregados imediatamente 

antes de cada experimento. As curvas de espalhamento da amostra proteica e de seu respectivo 

tampão foram coletadas em frames de 300 segundos cada para evitar danos na amostra que 

poderiam ser induzidos por radiação. Além disso, cada frame foi cuidadosamente analisado para 

formação de bolhas ou ocorrência de agregação da proteína induzida por radiação antes do cálculo 

da intensidade média e do erro experimental associado. As intensidades experimentais foram 

corrigidas pelo background, contribuições do tampão, não homogeneidade da resposta detector e 

decaimento da fonte de luz síncrotron. Informações sobre a MM da partícula espalhadora foram 

obtidas utilizando a proteína soro albumina bovina (BSA – 66 kDa) e a proteína lisozima (14,3 kDa), 

como padrões externos de MM, sendo diluídas no mesmo tampão das amostras proteicas. A partir 

da razão entre o valor extrapolado I(q) → 0 para a proteína de interesse e os padrões, foi obtida uma 

estimativa da MM da partícula espalhadora. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

 

4.1. Interação Proteína-Proteína in vivo e in vitro 

A cepa de levedura utilizada nos ensaios de duplo-híbrido possui diferentes genes repórteres sob 

o controle de diferentes promotores e isto reduz significativamente o número de falsos-positivos 

(James & Craig, 1996; Coates & Hall, 2003). Como descrito no item 3.1 foram utilizados os seguintes 

controles negativos: pOBD-vazio + pOAD-presa, pOBD-isca + pOAD-vazio. Desta forma, caso a 

interação seja positiva, somente a condição pOBD-isca + pOAD-presa deve crescer, indicando que 

há interação entre isca-presa por se restabelecer a atividade do fator de transcrição, que culmina na 

ativação dos genes repórteres sob seu controle. Já no caso dos controles, não deve ocorrer 

crescimento, pois não há ativação dos genes repórteres, visto que a proteína fusionada a um dos 

domínios está ausente, BD (Binding Domain) no caso pOBD-vazio + pOAD-presa e AD (Activation 

Domain) no caso pOBD-isca + pOAD-vazio. Caso houvesse crescimento nos controles seria um 

indicativo de que a presença de apenas uma das proteínas (isca ou presa e não a presença do 

potencial par de interação) estaria ativando a transcrição dos genes repórteres, fenômeno este 

conhecido como transativação ou auto-ativação.  

A remoção de Adenina do meio de interação e a adição de 3-AT em concentrações crescentes (3 

e 5 mM) proporcionaram um cenário mais restritivo. O composto 3-AT, como já mencionado, atua 

como um inibidor competitivo da enzima codificada pelo gene HIS3 e seu uso se justifica pelo fato de 

que algumas leveduras apresentam uma expressão basal de Histidina, mesmo na ausência deste 

aminoácido. Com estas estratégias eliminou-se a possibilidade de auto-ativação ou transativação dos 

genes repórteres ADE2 e HIS3, pela presença somente da isca (domínio de ligação) ou da presa 

(domínio de ativação) no meio. Assim sendo, pode-se dizer que as interações isca-presa 

confirmadas não constituem falsos-positivos. 

As quatro variantes de PthAs diferem essencialmente no número das repetições do domínio 

central e em alguns outros aminoácidos ao longo das seqüências (Figura 18). Portanto, decidimos 

testar as interações entre todas as variantes de PthAs contra as presas selecionadas.  

Ensaios de duplo-híbrido confirmaram as interações, detectadas no screening inicial, entre as 

proteínas de laranja doce α-imp, Cyp, TDX, Uev e os domínios TPR e TRX da TDX com a isca PthA2 

de Xac. Com o intuito de verificar se estas proteínas presa interagiam também com outras variantes 

de PthA, além de PthA2, as iscas PthA1 (16,5 repetições no domínio central), PthA3 (15,5 repetições 

no domínio central) e PthA4 (17,5 repetições no domínio central) fusionadas em pOBD foram 

testadas. Nestes ensaios in vivo foram utilizadas as construções de PthAs indicadas na Figura 19, 

as quais possuem uma deleção na parte N-terminal, uma estratégia encontrada para evitar a 

transativação do gene repórter HIS3 causada por esta porção da proteína. A truncagem na região N-

terminal provavelmente não afetaria os resultados por não ser necessária para o desenvolvimento 
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dos sintomas do cancro cítrico. Em meio restritivo, todas as proteínas presa interagiram com as iscas 

PthA2 e PthA3, enquanto que PthA4 interagiu apenas com a α-importina (Figura 20). Curiosamente, 

PthA1 não interagiu com nenhuma das proteínas presa. Entretanto, havia a possibilidade das 

interações com as iscas PthA1 e PthA4 não terem sido detectadas por serem mais fracas, assim isca 

e presa foram riscadas em um meio menos restritivo (SC +Ade –His –Leu –Trp) (Figura 21). Neste 

meio constatou-se que a isca PthA4 interage com todas as proteínas em diferentes intensidades, 

com destaque para os domínios da TDX, uma vez que esta isca interagiu fortemente com TRX, mas 

não houve interação com TPR. Por outro lado, a isca PthA1 interagiu fracamente com a maioria das 

presas testadas e observou-se fraca interação com o domínio TRX e ausência de interação com o 

TPR, seguindo o mesmo padrão da variante PthA4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18: Representação esquemática das quatro variantes de PthAs da cepa 306 de X. citri. Mostrando que 
estas variantes diferem essencialmente no número de repetições no domínio central. Os números indicam a 
posição dos aminoácidos na seqüência e as letras, as variações dos resíduos fora da região central repetitiva. 
LRR = Leucine Rich Repeat; NLS = Nuclear Localization Signal; AD = Activation Domain.  

Figura 19: Representação esquemática das construções das quatro variantes de PthAs de Xac utilizadas nos 
ensaios in vivo de duplo-híbrido em leveduras. Os primeiros 128 resíduos de aminoácidos na porção N-terminal 
da proteína foram removidas para evitar a transativação do gene repórter HIS3. As letras indicam as variações 
dos resíduos fora da região central repetitiva.  
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Nos ensaios de duplo-híbrido pode-se constatar que as variantes de 15,5 repetições (PthA2 e 

PthA3) seguem um mesmo padrão e interagem com todas as proteínas presa testadas, enquanto 

que as variantes maiores de 16,5 e 17,5 repetições (PthA1 e PthA4, respectivamente) seguem um 

padrão contrário, visto que não interagem com a maioria das presas ou apresentam interações mais 

fracas com estas. Tendo então por base estes resultados in vivo (em leveduras), os ensaios de 

confirmação in vitro foram realizados apenas com os PthAs 2 e 4 (construções indicadas na Figura 

18). 

Os experimentos de pull-down imobilizando na resina de GST o extrato de uma das proteínas 

expressas (iscas em fusão GST – α-imp, Cyp, TDX, TPR, TRX e Uev) e aplicando em seguida, a 

presa purificada (6xHis-PthA2 ou 6xHis-PthA4) podem ser analisados nas Figuras 22A e 20B, 

respectivamente. Assim como o controle da proteína GST sozinha imobilizada na resina e incubada 

com a presa purificada. Este controle mostrou que não houve interação inespecífica das presas com 

a proteína GST em ambos os casos. Os ensaios de pull-down confirmaram os resultados obtidos no 

duplo-híbrido, de tal forma que PthA2 interage com todas as proteínas de citros testadas, inclusive 

com os domínios TPR e TRX da TDX. Interações mais fortes foram observadas com α-imp e TDX 

(Figura 22A), assim como nos dados in vivo na Figura 20.  
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Figura 20: Placas representando os ensaios de duplo-híbrido das 4 variantes de PthA com as proteínas α-imp, 
Cyp, TDX, Uev e os domínios TPR e TRX da TDX como presas, em meio restritivo SC -Ade –His –Leu –Trp 
nas concentrações de 3 a 5 mM de 3-AT. Números indicados na primeira placa: 1– pOBD-isca + pOAD-presa 
(interação); 2- pOBD-isca + pOAD-vazio e 3- pOBD-vazio + pOAD-presa (controles). O mesmo padrão segue 
para todas as demais placas. 
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Figura 21: Placas representando os ensaios de duplo-híbrido das variantes 1 e 4 de PthA com as proteínas α-
imp, TDX, Cyp, Uev e os domínios TPR e TRX da TDX como presas. Em meio menos restritivo SC +Ade –His 
–Leu –Trp nas concentrações de 3 a 5 mM de 3-AT, crescidas em estufa 30°C por 4 dias.  
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Na Figura 22B pela análise do blot Anti-PthA pode-se constatar que TDX, Cyp e Uev também 

interagem com PthA4, porém a interação com as duas últimas proteínas citadas, são mais fracas. 

Pois, no caso destas proteínas, bandas de menor intensidade correspondentes a PthA4 são 

observadas no western em comparação com as bandas de interação com α-imp, TDX e TRX. Por 

este mesmo blot também foi possível observar que o domínio TPR não interage com PthA4, como 

era esperado pelo resultado do duplo-híbrido, portanto, a interação de PthA4 com TDX 

provavelmente ocorre via domínio TRX. No blot Anti-GST foi notado um pouco de degradação da 

cauda de GST para α-imp, TDX e TRX, o que não interferiu na constatação das interações. 

Como mencionado na introdução Cyp, TDX e Uev têm sido associadas com enovelamento 

proteico, ativação e controle de qualidade, desta forma foi testado se estas proteínas poderiam 

interagir entre si. Para tal, TDX e Uev foram subclonadas no vetor pOBD e testadas como isca contra 

Cyp no pOAD. Estas construções crescidas em meio SC –Ade –His –Leu –Trp contendo 5 mM 3-AT 

estão representadas na Figura 23A. Nesta figura nota-se que TDX interage com Cyp e Uev e ambos 

os domínios da TDX contribuem para esta interação (Figura 23C). Apesar da interação entre TDX e 

Uev ter se mostrado relativamente fraca nos ensaios de pull-down comparada com a interação entre 

TDX e Cyp é notada uma interação mais pronunciada entre TDX e Uev na presença de Cyp. Da 

mesma forma, maior quantidade de Cyp foi detectada no pull-down com TDX na presença de Uev 

(Figura 23B). A interação entre Cyp e Uev foi relativamente fraca tanto in vivo quanto in vitro (Figura 

23A e 23B, respectivamente). 

Figura 22: Géis de poliacrilamida 10% e Western blots, com os anticorpos Anti-PthA e Anti-GST, representando 
as interações de PthA2 (A) e PthA4 (B) com as proteínas α-imp (65 kDa), Cyp (44 kDa), TDX (63 kDa) e seus 
domínios TPR (47 kDa) e TRX (43 kDa), Uev (43 kDa) e controle GST (26 kDa). As proteínas 6xHis-PthA2 (116 
kDa) e 6xHis-PthA4 (118 kDa) purificadas estão indicadas na primeira canaleta em cada figura. As proteínas 
fusionadas a GST estão destacadas por asteriscos.  

(A) (B) 
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Inúmeros trabalhos descrevem a interação entre Ubc13 e Uev em vários organismos (Hofmann & 

Pickart,1999; Hoege et al., 2002; Mckenna et al., 2001; 2003a; 2003b; Andersen et al., 2005b; Hau et 

al., 2006; Hurley et al., 2006; Syed et al., 2006; Wen et al., 2006; Panier & Durocher, 2009; Pelzer et 

al., 2009). Visando constatar se a Uev isolada interage com Ubc13 de citros, esta proteína foi 

amplificada a partir de uma biblioteca de cDNA de Citrus sinensis e subclonada nos vetores 

apropriados para o duplo-híbrido. 

Figura 23: (A) Ensaios de duplo-híbrido mostrando a interação entre TDX, Cyp e Uev em meio SC -Ade –His 
–Leu –Trp contendo 5 mM de 3-AT; (B) Gel de poliacrilamida 13% e Western blots, com os anticorpos Anti-
GST e Anti-6xHis, referente aos ensaios de pull-down utilizando GST-TDX e GST-Cyp como iscas e 6xHis-Cyp 
(20 kDa) e 6xHis-Uev (18 kDa) como presas; (C) Ensaios de duplo-híbrido mostrando que os domínios TPR e 
TRX da TDX também interagem com Cyp e Uev. 
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(C) 
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 A Figura 24A mostra que a Ubc13 de C. sinensis (código GenBank número GQ862814) contém 

um único domínio Ubc característico desta família de proteínas e na Figura 24B nota-se a alta 

identidade de sequência desta proteína com Ubc13 humana e de levedura.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Nos ensaios de duplo-híbrido pode-se observar que a Uev interage fortemente com a Ubc13 de 

citros mesmo em meio mais restritivo na presença de 5 mM de 3AT (Figura 25A). Notavelmente, 

Ubc13 interagiu apenas com Uev e não com TDX ou Cyp, corroborando assim os dados da literatura, 

os quais mostram que Ubc13-Uev formam um heterodímero estável. Por outro lado, verificamos 

interação da Ubc13 apenas com as variantes 2 e 3 de PthA (Figura 25B), ou seja, num padrão de 

interação semelhante ao observado para as demais proteínas nas Figuras 20 e 21. Estas interações 

foram confirmadas por ensaios in vitro de GST pull-down (Figura 25C), no qual verificou-se uma forte 

interação da proteína Ubc13 com Uev e com PthA2, porém não houve interação da Ubc13 com 

PthA4. 

Na tentativa de mapear a região de interação das proteínas em estudo com a proteína efetora 

PthA foram realizados ensaios de duplo-híbrido com as formas truncadas de PthA: pOBD-PthA-LRR 

(apenas região do Leucine Rich Repeat), pOBD-PthA-RD1 (apenas domínio central de PthA1 com 

16,5 repetições), pOBD-PthA-RD2 (apenas domínio central de PthA2 com 15,5 repetições), pOBD-

PthA-RD3 (apenas domínio central de PthA3 com 15,5 repetições), pOBD-PthA-RD4 (apenas 

domínio central de PthA4 com 17,5 repetições), uma construção contendo as últimas 5,5 repetições 

do domínio central seguido da região C-terminal (pOBD-PthA 5.5rep + CT2) e uma outra contendo 

Figura 24: (A) Representação esquemática do domínio de conjugação a ubiquitina (Ubc) na seqüência de 
aminoácidos da proteína Ubc13 de C. sinensis; (B) Alinhamento de seqüências de aminoácidos da proteína 
Ubc13 de C.sinensis com as proteínas HsUbc13 e ScUbc13 mostrando a alta identidade de seqüência entre 
elas. Alinhamento realizado com o programa MultAlin (Corpet, 1988). 
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apenas a região C-terminal de PthA2 (PthA-CT2). Estas construções estão representadas na Figura 

26. 
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(B) 

(C) 

Figura 25: Placas representando os ensaios de duplo-híbrido da proteína Ubc13 de citros (A) com as presas 
Uev, Cyp e TDX; (B) com as 4 variantes de PthA, em meio SC +Ade –His –Leu –Trp nas concentrações de 3 a 
5 mM de 3-AT; (C) Géis de poliacrilamida 10% e 12%, respectivamente e Western blots, com os anticorpos 
Anti-PthA, Anti-GST e Anti-6xHis, das interações de GST-Ubc13 com 6xHis-PthA2 e 6xHis-PthA4 purificadas (à 
esquerda) e com 6xHis-Uev purificada (à direita). As proteínas purificadas estão indicadas no géis nas 
primeiras canaletas logo após a canaleta do marcador de peso molecular. As bandas correspondentes as 
proteínas GST-Ubc13 (43 kDa) estão indicadas por asteriscos. 
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Nos ensaios de duplo-híbrido com os domínios centrais de PthA1 e PthA4 ocorreu transativação 

dos controles pOBD-isca + pOAD-vazio, portanto, não foi possível trabalhar com estas truncagens. 

Não foi possível também realizar ensaios in vivo com a construção contendo apenas a região C-

terminal de PthA, pois esta construção (pOBD-PthA-CT2) auto-ativou os genes repórteres, 

inviabilizando os ensaios. Os dados obtidos nos ensaios in vivo e in vitro com PthA-RD2 e PthA-RD3 

foram muito semelhantes, assim sendo é mostrado apenas o resultado com PthA-RD2. 

O domínio central repetitivo de PthA2 (RD2), assim como a construção contendo 5,5 repetições do 

domínio central de PthA seguido de sua região C-terminal (5.5rep + CT2) interagiram com Cyp, TDX, 

Uev, Ubc13 e α-imp, porém a interação de RD2 com a proteína α-imp foi menos pronunciada (Figura 

27A). O domínio LRR interagiu apenas com a α-importina. Este resultado é muito interessante, pois 

o domínio LRR está adjacente ao domínio central repetitivo e é invariável entre PthAs. Os dados in 

vivo foram também confirmados por ensaios in vitro de pull-down (Figura 27B), os quais mostraram 

que RD2 e 5.5rep + CT2 interagem com todas as proteínas de citros em questão. No caso da 

construção PthA-CT2, que transativou os genes repórteres da levedura e não pode ser utilizada nos 

ensaios de duplo-híbrido, foi demonstrado por ensaio in vitro de GST pull-down que esta truncagem 

interage somente com a α-imp (Figura 27B). Em conjunto esses resultados indicam que a região 

central repetitiva da proteína PthA contribui para interação com as proteínas de citros Cyp, TDX, Uev 

e Ubc13, entretanto o LRR e o NLS parecem ser requeridos apenas para interação com a α-imp. 

 

 

 

 

 

 

Figura 26: Truncagens de PthAs utilizados nos ensaios in vivo de duplo-híbrido em leveduras e nos ensaios in 
vitro de GST pull-down. RD2 – domínio interno de PthA2, 5.5rep+CT2 - últimas 5,5 repetições do domínio 
central de PthA2 seguida da região C-terminal, CT2 – região C-terminal de PthA2 e LRR – invariável nos PthAs. 
Estas construções foram expressas em fusão com 6xHis, purificadas e utilizadas nos ensaios de pull-down. A 
construção CT2 foi utilizada apenas nos ensaios de pull-down, visto que este domínio auto-ativou os genes 
repórteres em leveduras e não pode ser utilizado nos ensaios in vivo. 
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Figura 27: (A) Placas representando os ensaios de duplo-híbrido, em meio menos restritivo SC +Ade –His –
Leu –Trp, das interações de 6xHis-PthA-RD2 (59 kDa) e 6xHis-PthA 5.5rep + CT2 (63 kDa) com todas as 
proteínas de citros e 6xHis-PhA-LRR (45 kDa) interagiu somente com a proteína α-imp; (B) Western blots dos 
ensaios de GST pull-down, com os anticorpos Anti-PthA e Anti-GST, do mapeamento da região de interação de 
PthA com as proteínas de citros α-imp, TDX, Cyp, TPR, TRX, Uev e Ubc13. Proteínas PthAs purificadas e o 
peso molecular das proteínas estão indicados a esquerda dos blots. As proteínas fusionadas a GST estão 
representadas por asteriscos no blot Anti-GST. 
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Como AvrBs3 dimeriza no citosol da célula hospedeira antes de ser transportada para o núcleo 

(Gürlebeck et al., 2005) levantamos então a hipótese de que as quatro variantes de PthAs poderiam 

formar homo e/ ou heterodímeros na célula hospedeira. Para testar esta hipótese ensaios de duplo-

híbrido foram empregados com o intuito de verificar todas as possíveis interações entre as variantes 

de PthA. Para tal, foram utilizadas as construções isca pOBD-∆N e pOAD-∆N (presa) dos PthAs 1, 2, 

3 e 4. Verificamos que as variantes 2 e 3 de PthA (ambas com 15,5 repetições no domínio central) 

interagem consigo mesmo, ou seja, são capazes de formar homodímeros. E que as seguintes 

combinações formam heterodímeros: PthA1 + PthA2, PthA1 + PthA3, PthA2 + PthA3, PthA2 + PthA4 

e PthA3 + PthA4 (Figura 28A). Verificamos ainda que PthA1 e PthA4 (16,5 e 17,5 repetições, 

respectivamente), em meio menos restritivo, formam homodímeros, porém não são capazes de 

formar heterodímeros entre si (Figura 28B). 

Para verificar se apenas o domínio central de PthA (RD2) ou apenas as últimas 5,5 repetições do 

domínio central (5.5rep + CT2) seriam suficientes para homo e heterodimerização de PthA, foram 

realizados também ensaios de interação in vivo. Para tal, pOBD-PthA-RD2 e pOBD-PthA-5.5rep + 

CT2 foram utilizados com iscas contra as presas pOAD-PthA2 e pOAD-PthA3 (Figura 28C). Em 

ambos os meios de cultura na presença ou não de adenina, pode-se constatar que há interação das 

duas iscas com os PthAs 2 e 3, de tal forma que conforme esperávamos, a presença das repetições 

do domínio central de PthA são suficientes para homo e heterodimerização destas proteínas.   
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(A) (B) 

(C) 

Figura 28: (A) Placas representando os ensaios de duplo-híbrido das variantes de PthAs entre si para verificar 
a formação de homo e heterodímeros. PthAs 2 e 3 formam homodímero e também heterodimerizam entre si e 
com PthAs 1 e 4, em meio mais restritivo SC -Ade –His –Leu –Trp nas concentrações de 3 a 5 mM de 3-AT; (B) 
Em condições menos estringentes (SC +Ade –His –Leu –Trp) PthAs 1 e 4 foram homodímeros, mas não são 
capazes de formar heterodímeros; (C) Placas representando os ensaios de duplo-híbrido das iscas PthA-RD2 e 
PthA 5.5rep + CT2 com as proteínas PthA2 e PthA3 como presas. Em meio menos restritivo SC +Ade –His –
Leu –Trp nas concentrações de 3 a 5 mM de 3-AT, crescidas em estufa 30°C por 4 dias. 
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4.2. Ensaio de Atividade PPIásica de Ciclofilina 

Inicialmente o objetivo foi demonstrar que a Cyp isolada de C. sinensis é uma ciclofilina clássica e 

possui atividade de PPIase. A Figura 29 mostra o resultado da purificação das proteínas GST-Cyp 

(Figura 29A) e do controle GST (Figura 29B) utilizadas nos ensaios bioquímicos de atividade 

PPIásica. Utilizou-se neste experimento Cyp fusionada a GST e a proteína GST como controle 

negativo, pois foi previamente reportado por Gopalan e colaboradores (2004) que GST sozinha não 

possui atividade PPIase e a proteína de fusão não mostrou redução ou variação desta atividade 

comparada com a proteína pura clivada com trombina. O melhor resultado foi obtido para GST-Cyp 

na concentração de 50 nM. A Figura 29C mostra um gráfico da absorbância no comprimento de 

onda de 390 nm em função do tempo (em segundos) para a média entre triplicatas de GST-Cyp 

nesta concentração. Na presença de PPIases, a ligação prolil do substrato Suc-AAPF-rNA é mais 

rapidamente convertida para a conformação trans, que é prontamente clivada pela α-quimiotripsina 

conduzindo à formação de um produto de cor amarela, o 4-nitroaniline. Então, na presença de Cyp 

enzimaticamente ativa é esperado um aumento na absorbância no 390 nm devido a atividade 

PPIase, em relação ao tampão ou controle GST. Portanto, como observado na Figura 29C, verifica-

se que os mais altos valores da absorbância no 390 nm são obtidas nas amostras contendo Cyp (no 

gráfico – curva em vermelho), indicando que Cyp de C. sinensis  é uma PPIase ativa. 
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(B) 

(C) 

Figura 29: Purificação por afinidade em resina de GST (A) GST-Cyp. A seta indica esta proteína com peso 
molecular de 44 kDa; (B) Controle GST. Peso molecular de 26 kDa, indicado pela seta. PM = marcador de peso 
molecular (Unstained Protein Molecular Weight Marker - Fermentas); I3h = amostras com 3 horas de indução; 
Sol = amostra solúvel; P = amostra insolúvel (pellet); FT = Flow Through; Lav2= lavagem; El1 a 8 = eluições e R 
= amostra resina. As proteínas foram recuperadas em maior quantidade na primeira e segunda eluições; (C) 
Gráfico representando o ensaio de atividade enzimática PPIase pareado com α-quimiotripsina para GST-Cyp 
de citros (curva em vermelho), o controle GST (curva em azul) e o tampão da reação (curva em preto). Este 
gráfico foi gerado pelo programa ORIGIN 8. 
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Em seguida empregou-se o mesmo ensaio enzimático para verificar se Ciclosporina A (CsA), um 

inibidor de ciclofilinas, seria também um inibidor da Cyp de citros e também para constatar se a 

presença de PthA influenciaria a atividade de Cyp. Nestes ensaios foi utilizada 6xHis-Cyp 

recombinante purificada de E.coli e sem cauda de Histidina (removida por clivagem com Trombina). 

Na Figura 30A pode se notar a curva em vermelho com mais alto valor de absorbância indicando 

uma atividade PPIase aumentada para Cyp. Atividade esta que foi drasticamente reduzida na 

presença de 30 nM e 300 nM do inibidor CsA (curvas em verde e azul escuro, respectivamente). 

Curiosamente, na Figura 30B observa-se que a presença da proteína PthA2 recombinante purificada 

diminuiu a atividade PPIase de Cyp (curva em verde). Proteína BSA purificada foi utilizada como 

controle negativo neste ensaio (curva em azul escuro) para mostrar que não é qualquer proteína 

contendo resíduos de prolina que pode ser modificada por PPIases ou influenciar esta atividade 

enzimática. 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Portanto, diferente do que se acreditava PthA não é alvo de Cyp, mas sim inibe a sua atividade. A 

partir deste resultado foi considerado relevante investigar se a presença de CsA afetaria a interação 

entre Cyp e PthA. Assim sendo, ensaios de interação in vitro de pull-down foram realizados utilizando 

a isca GST-Cyp e a presa 6xHis-PthA2 (aproximadamente 100 µM de cada proteína) purificada na 

presença de 200 µM de CsA (Figura 31). Analisando-se o blot com Anti-PthA pode-se observar que 

com adição de CsA não há mais interação entre Cyp e PthA. Considerando que CsA se liga ao sítio 

ativo de Cyp e a presença de CsA previne a interação de PthA2 com Cyp, provavelmente, o sítio 

Figura 30: Gráficos representando ensaios de atividade enzimática PPIase pareado com α-quimiotripsina para 
Cyp de citros (A) na presença do inibidor CsA nas concentrações de 30 e 300 nM; (B) na presença de PthA2 
recombinante purificada e do controle BSA. As curvas em preto, azul claro e magenta representam condições 
controle. 
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ativo de Cyp é o sítio de ligação de PhA e, portanto, PthA e CsA competem pela ligação ao sítio ativo 

de Cyp. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.3. HR em Nicotiana benthamiana mediada por PthAs 

Inicialmente foram realizados 8 tratamentos com réplicas de 3 folhas infiltradas para cada 

tratamento, sendo o tampão de infiltração e cepas de Agrobacterium (LBA4404 e EHA105) 

transformadas com pBI121-GUS, utilizados como controles. Os tratamentos consistiram na infiltração 

das cepas mencionadas acima transformadas com pBI121-PthA2, pBI121-PthA3 e pBI121-PthA4. As 

infiltrações foram realizadas nas folhas mais apicais, as quais estão mais bem expostas à luz, em 

uma área de aproximadamente 1 cm2, para cada ponto de infiltração. Cinco dias após constatou-se a 

presença de lesões características de HR (Hypersensitive Response) nas folhas infiltradas (Figura 

32). Lesões estas não observadas nos controles (tampão e pBI121-GUS). Onze dias após a 

infiltração foi detectada inclusive morte celular nas regiões infiltradas (Figura 32B). Melhor resposta 

foi verificada para a cepa LBA4404, sendo esta utilizada nas demais infiltrações. Folhas 

transformadas com a variante 4 de PthA em pBI121 exibiram maior intensidade de HR (Figuras 32A 

e B). Também foi notado que folhas mais basais e menos expostas à luz, apresentaram sintomas 

mais sutis, o que pode ser explicado pelo fato da HR ser uma resposta dependente de luz. A 

presença de HR induzida por PthAs em plantas de Nicotiana mostra que a transformação com A. 

Figura 31: Western blots com os anticorpos Anti-PthA e Anti-GST representando ensaios in vitro de pull-down 
da isca GST-Cyp na presença de 6xHis-PthA2 e do inibidor de ciclofilinas, CsA. A presença do inibidor CsA 
interrompe a interação de Cyp com PthA2. A proteína 6xHis-PthA2 purificada e os controles são representados 
nas três primeiras canaletas. As bandas correspondentes a GST-Cyp estão indicadas por asteriscos. 
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tumefaciens foi eficiente, além de salientar que PthA poderia ser reconhecida pelo sistema de 

resistência desta planta, mediado por proteínas R, reforçando a existência de uma interação planta-

patógeno incompatível neste caso. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.4. Localização de PthAs em células de Nicotiana benthamiana 

Como mostrado no item acima, a transformação de plantas de N. benthamiana com 

Agrobacterium foi eficiente, e tendo por base esse resultado positivo na transformação, decidiu-se 

verificar a localização de PthA fusionada a GFP, em células de Nicotiana, por meio de microscopia 

de fluorescência. Desta forma, a infiltração foi procedida como para as construções não fusionadas a 

GFP descritas no item acima. Foram realizados os seguintes tratamentos: pBI121-PthA1-GFP, 

pBI121-PthA2-GFP, pBI121-PthA3-GFP, pBI121-PthA4-GFP e como controle pBI121-GFP 

transformados em cepas de A. tumefaciens LBA4404. 

A fluorescência da GFP foi observada de 48 até 72 horas após a infiltração nas folhas, depois 

deste período notou-se uma redução significativa de sua expressão. Para visualização em 

microscópio de fluorescência, as áreas infiltradas foram recortadas, imersas em tampão PBS pH 7,4 

Figura 32: HR em folhas de Nicotiana benthamiana (A) PthAs 2, 3, 4 e controle GUS em pBI121; (B) Lesão em 
maior aumento da região infiltrada, com pBI121-PthA4, 11 dias após a infiltração. 2 = pBI121-PthA2; 3 = 
pBI121-PthA3; 4 = pBI121-PthA4 e C = controle pBI121-GUS. Construções em pBI121 transformadas em cepas 
de Agrobacterium LBA4404. As regiões pontilhadas correspondem à demarcação das áreas infiltradas. 
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e recobertas por lamínula. A Figura 33A mostra a fluorescência detectada para o controle GFP, a 

qual encontra-se dispersa de forma geral nas células tanto epidérmicas quanto do mesófilo foliar. Em 

contrapartida, as proteínas PthAs fusionadas a GFP foram vistas preferencialmente no núcleo das 

células (Figuras 33 B, C e D).  

Para confirmar que estas fusões realmente estavam localizadas no núcleo foi utilizada a 

marcação com DAPI. Este composto é um corante fluorescente azul que se liga fortemente ao DNA e 

tem sido utilizado extensivamente em microscopia de fluorescência, por ser capaz de atravessar 

membranas celulares intactas e, com isso, pode ser usado tanto para células vivas, quanto fixadas. 

Na microscopia de fluorescência, DAPI é excitado com luz ultravioleta e quando ligado ao DNA fita-

dupla sua absorção máxima é de 358 nm e sua emissão máxima de 461 nm (Du et al., 1998). Este 

corante foi adicionado sobre a superfície foliar recortada na lâmina, recoberto com lamínula e 

deixado agir no escuro por 10 a 15 minutos antes de ser observado.  

Por estes experimentos pode-se então demonstrar que as variantes de PthA possuem 

localização nuclear em células de N. benthamiana e provavelmente, também, em citros.  
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Figura 33: Fluorescência em Nicotiana benthamiana representando a localização das variantes de PthA no 
núcleo. (A) controle pBI121-GFP em células do mesófilo foliar; (B) pBI121-PthA1-GFP; (C) pBI121-PthA2-GFP 
e (D) pBI121-PthA4-GFP em células epidérmicas. Na seqüência de três imagens em A, B e C: campo claro, 
emissão da fluorescência da GFP e coloração com DAPI. As setas estão indicando núcleos transformados com 
PthA. 
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4.5. Localização de Proteínas de Citros Fusionadas com DsRed 

Como descrito no item 3.6 foi produzida uma construção controle do gene repórter DsRed no 

pBI121. Esta construção foi transformada em Agrobacterium LBA4404 como mencionado 

anteriormente e infiltrada em N. benthamiana com o intuito de verificar sua funcionalidade. Assim 

como para GFP as observações foram feitas de 48 a 72 horas após infiltração. Com 48 horas pode-

se visualizar apenas a fluorescência basal da clorofila dispersa por todo o tecido do mesófilo. 

Entretanto, com 72 horas foi observada uma melhor fluorescência da DsRed nas células epidérmicas 

do que nas células do mesófilo (devido a grande quantidade de cloroplastos e, conseqüentemente, 

de clorofila). A construção controle, portanto, apresentou uma ótima taxa de expressão transiente 

estando dispersa por toda a célula, como visto também para o controle GFP. Em relação às 

construções das proteínas TDX, Cyp, Uev e Ubc13 de citros fusionadas a DsRed, obteve-se sucesso 

na clonagem apenas com Cyp e Uev. Assim como para o controle melhor nível de expressão foi visto 

nas células epidérmicas 72 horas após a infiltração. Na Figura 34 pode-se verificar que tanto Cyp 

quanto Uev estão localizadas no núcleo das células epidérmicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34: Fluorescência em Nicotiana benthamiana representando a localização das proteínas Cyp e Uev no 
núcleo de células epidérmicas. (A) e (B) pBI121-Cyp-DsRed; (C) pBI121-Uev-DsRed. Na seqüência de três 
imagens: campo claro, emissão da fluorescência da DsRed e coloração com DAPI. As setas, no campo claro, 
indicam núcleos.  
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4.6. Complementação do Fenótipo de Cepas Mutantes com Ubc13 e Uev de Citros 

As cepas de levedura mutantes ∆ubc13 e ∆mms2/uev1a são deficientes na ubiquitinação K63 e 

com isso são incapazes de crescer na presença de metil metano sulfonato (MMS), uma vez que 

estas cepas são deficientes em vias de reparo de DNA (Broomfield et al, 1998; Hofmann & Pickart, 

1999). Para testar se as correspondentes proteínas de citros estão também envolvidas no reparo de 

DNA, as proteínas de citros Ubc13 e Uev foram expressas nos respectivos mutantes de levedura 

∆ubc13 e ∆mms2/uev1a. Os blots da Figura 35A mostram que estas proteínas de citros foram 

expressas nas cepas mutantes de leveduras, e estão presentes mesmo na fração não-induzida, que 

corresponderia à expressão basal das células, visto que houve um longo período de crescimento das 

culturas antes da indução com CuSO4. Na Figura 35B pode-se observar que a cepa selvagem 

SUB62 cresce mesmo na presença de MMS, uma vez que esta é ativa no reparo de DNA, porém as 

cepas mutantes tiveram seu crescimento prejudicado em um gradiente de MMS, assim como era 

esperado. Foi constatado também que as cepas mutantes ∆ubc13 e ∆mms2/uev1a transformadas 

com as proteínas de C. sinensis  Ubc13 e Uev, respectivamente, tiveram seu crescimento 

recuperado na presença de MMS, indicando que estas proteínas estão envolvidas em vias de reparo 

de DNA e assim poderiam ser homólogos funcionais das proteínas Ubc13 e Uev de levedura.  

.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 35: Proteínas de C. sinensis Ubc13 e Uev complementam funcionalmente mutantes de levedura 
∆ubc13 e ∆mms2/uev1a, respectivamente. Em (A) membrana incubada com Anti-GST, indicando a expressão 
das proteínas GST-Ubc13 e GST-Uev (ambas com 43 kDa), presentes mesmo na fração não-induzida; (B) 
placa controle e placa gradiente MMS crescidas em meio YPD por 24 horas em estufa 30°C. 
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4.7. Expressão e Purificação de Proteínas Recombinantes em S. cerevisiae 

As proteínas de citros Ubc13 e Uev bem como PthAs 2 e 4 de Xac clonadas em vetor pYEX 4T-1, 

ou seja, em fusão com cauda de GST apresentaram um ótimo nível de expressão tanto na cepa 

selvagem SUB62 quanto nas cepas mutantes ∆ubc13 e ∆mms2/uev1a. Esta expressão pode ser 

visualizada na Figura 36, referente aos géis de poliacrilamida 10% (Figuras 36A e 36B) e 8% 

(Figuras 36C e 36D) com as amostras não-induzidas e induzidas com CuSO4. A expressão de GST-

Ubc13 e GST-Uev foi confirmada com blots incubados com Anti-GST (Figuras 37A e 37B) e as 

proteínas GST-PthA2 e GST-PthA4 foram confirmadas com blots incubados com Anti-PthA (Figuras 

37C e 37D). Pode-se constatar que todas as proteinas estão presentes mesmo nas frações não-

induzidas, o que corresponde à expressão basal das células, visto que houve um longo período de 

crescimento das culturas antes da indução com CuSO4.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 36: Expressão e indução por CuSO4 em sistema de levedura nas cepas SUB62 e mutantes ∆ubc13 e 
∆mms2/uev1a de proteínas clonadas em pYEX 4T-1. (A) GST-Ubc13. A seta indica banda correspondente a 
esta proteína com peso molecular de 43 kDa; (B) GST-Uev. Peso molecular de 43 kDa, indicado pela seta;  (C) 
GST-PthA2. A seta indica banda correspondente a esta proteína com peso molecular de 143 kDa e (D) GST-
PthA4 com 148 kDa. PM = marcador de peso molecular (Unstained Protein Molecular Weight Marker - 
Fermentas); NI = amostras não induzidas; I = amostra induzida com CuSO4. Canaletas 1 e 2 – SUB62; 3 e 4 - 
∆ubc13; 5 e 6 - ∆mms2/uev1a. 
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Na primeira tentativa de purificação dos PthAs 2 e 4 produzidos em sistema de levedura, 

utilizando o reagente Y-Per e lyticase para lise das células, como descrito no item 3.7.3, não foram 

obtidos bons resultados (Figuras 38A e 38B), uma vez que as proteínas estavam em grande parte 

na fração insolúvel e, portanto, não se ligaram a resina. Uma estratégia que melhorou a lise e a 

solubilidade das células foi o uso de lyticase e ciclos de congelamento/descongelamento. Porém, os 

melhores resultados foram detectados com o acréscimo de glass beads (Figura 38C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37: Blots referentes a Expressão e Indução por CuSO4 em sistema de levedura nas cepas SUB62 e 
mutantes ∆ubc13 e ∆mms2/uev1a de proteínas clonadas em pYEX 4T-1. (A) GST-Ubc13 e (B) GST-Uev, 
sendo ambos os blots incubados com anticorpo Anti-GST; (C) GST-PthA2 e (D) GST-PthA4, sendo ambos os 
blots incubados com anticorpo Anti-PthA. NI = amostras não induzidas; I = amostra induzida com CuSO4. 
Canaletas 1 e 2 - SUB62; 3 e 4 - ∆ubc13; 5 e 6 - ∆mms2/uev1a. 

            NI         I          NI        I         NI         I    

          1          2          3         4           5         6 
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Figura 38: Tentativas de Purificação em sistema de levedura na cepa SUB62 de proteínas PthAs clonadas em 
pYEX 4T-1. (A) GST-PthA2; (B) GST-PthA4; (C) GST-PthA2 nas duas canaletas iniciais após marcador de 
peso molecular e GST-PthA4 nas duas últimas canaletas. NI = amostras não induzidas; I = amostra induzida 
com CuSO4; Sol = fração solúvel; P = fração insolúvel (pellet); FT = Flow Through; Lav = Lavagem; El = Eluição 
e R = Resina.  

 

(A) (B) (C) 

     PM  NI    I      Sol     P     FT     Lav   El   R      PM  NI    I     Sol     P     FT     Lav   El    R      PM  Sol   P               Sol      P 



Tese de Doutorado 

 

 73 

O fato das proteínas de citros Ubc13 e Uev complementarem mutantes de levedura deficientes em 

vias de reparo de DNA sugere que PthA poderia ser ubiquitinado in vivo pelo complexo Ubc13-Uev 

de levedura. Para testar esta hipótese PthAs 2 e 4 foram expressas em fusão com cauda de GST na 

cepa de levedura selvagem SUB62 e nas cepas mutantes ∆ubc13 e ∆mms2/uev1a, como 

mencionado acima. As proteínas purificadas correspondentes foram transferidas pra membrana de 

PVDF e incubada com Anti-PthA para confirmar que PthAs 2 e 4 estavam sendo expressos na cepa 

de levedura selvagem e nas cepas mutantes. Como observado na Figura 39A temos bandas 

correspondentes a GST-PthA2 e GST-PthA4, indicando que o processo de purificação foi bem 

sucedido e estas proteínas foram expressas em quantidades relativamente iguais tanto na cepa 

selvagem quanto nas cepas mutantes. As mesmas amostras foram então transferidas para 

membrana de PVDF e incubadas com Anti-Ubiquitina (Figura 39B) para verificar se os PthAs seriam 

ubiquitinados in vivo (neste caso em leveduras). A presença de bandas de menor peso molecular 

detectadas tanto no blot marcado com Anti-PthA, quanto no blot marcado com Anti-Ubiquitina 

indicam que PthAs sofreram degradação nas células de levedura. Na membrana incubada com Anti-

Ubiquitina, foi detectada uma banda correspondente ao tamanho de GST-PthA2 na cepa selvagem 

em relação aos mutantes e a GST-PthA4 como indicado pela seta, porém quando a membrana foi 

incubada com o anticorpo monoclonal Anti-K63 nenhuma banda foi detectada (Figura 39C), o que 

nos leva a acreditar que PthAs 2 e 4 não sofrem ubiquitinação específica K63. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 39: Blots referentes a Purificação em sistema de levedura das proteínas PthA2 e PthA4 clonadas em 
pYEX 4T-1 (com aproximadamente 140 e 147 kDa, respectivamente) na cepa selvagem SUB62 (WT) e nas 
cepas mutantes ∆ubc13 e ∆mms2/uev1a. Em (A) membrana incubada com Anti-PthA; (B) membrana incubada 
com Anti-Ubiquitina e (C) membrana incubada com Anti-K63. As bandas indicadas por setas no primeiro blot 
correspondem ao tamanho esperado das proteínas GST-PthA2 e GST-PthA4 purificadas. Em todas as 
canaletas foram aplicadas amostras correspondentes a proteínas que se ligaram a resina de GST. 
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4.8. Ubiquitinação em C. sinensis 

Para testar se PthAs são ubiquitinados in planta, epicótilos de Citrus da variedade `Hamlin` foram 

transformados com PthA2, PthA4 ou controle GUS. 

Na extração de proteínas de epicótilos de laranja doce transformados de forma transiente via 

Agrobacterium, melhores resultados foram obtidos com um simples processo de extração utilizando 

tampão de amostra de SDS-PAGE como descrito no item 3.10. Sendo que se pode observar uma 

grande quantidade de proteínas na fração solúvel das amostras (Figura 40).  Estas amostras foram 

então utilizadas para verificar se PthAs são ubiquitinados in vivo (em Citrus), uma vez que não foi 

possível detectar ubiquitinação destas proteínas em leveduras, como descrito no item anterior. Na 

Figura 41A observamos que nenhuma banda foi detectada no controle GUS com o anticorpo Anti-

PthA, de acordo com o esperado, e neste mesmo blot observa-se também que PthAs 2 e 4 foram 

fortemente expressos em epicótilos de citros, de tal forma que a expressão transiente foi satisfatória.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Porém, não foram encontradas bandas correspondentes a PthAs nos blots com Anti-K63 (Figura 

41B), Anti-Ubiquitina (Figura 41C) e nem Anti-SUMO (Figura 41D), indicando que PthAs não sofrem 

ubiquitinação especifica K-63 in vivo e nem mesmo sumoilação, que poderia ser uma outra 

possibilidade de modificação pós-traducional. 

Foram detectadas bandas extras no blot com anticorpo ubiquitina específico Anti-K63, as quais 

estão presentes em células de citros transformadas com GUS, mas não nas amostras transformadas 

com PthAs (Figura 41B), o que nos levou a supor que PthAs poderiam inibir ubiquitinação K63.  

 

 

Figura 40: Gel de poliacrilamida 8% representando a Extração de proteínas de epicótilos de Citrus `Hamlin` 
transformados com pBI121-PthA2, pBI121-PthA4 ou controle pB121-GUS. Sol = fração solúvel; P = fração 
insolúvel. Canaletas 1 e 2 – pB121-GUS; 3 e 4 - pBI121-PthA2; 5 e 6 - pBI121-PthA4. 

PM                     Sol      P     Sol      P      Sol      P     

          1       2      3       4       5       6 
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4.9. PthAs X Mecanismos de Reparo no DNA 

Para verificar a hipótese de que PthAs poderiam inibir ubiquitinação K63, utilizou-se a cepa de 

levedura selvagem SUB62 expressando PthA2 ou PthA4 para testar a habilidade destas construções 

de crescerem na presença do agente alquilante MMS, que induz dano no DNA. Na Figura 42A 

observou-se que PthAs, na presença deste agente, inibiram significativamente o crescimento de 

células de leveduras normais. Houve ainda um efeito negativo mais pronunciado na expressão de 

PthA2 sobre o reparo no DNA do que quando PthA4 foi expresso, embora os níveis intracelulares de 

PthA4 foram mais elevados em comparação com PthA2 (Figura 42B). Na Figura 42C, com o 

anticorpo Anti-Ubiquitina geral pode-se notar uma perda de bandas na amostra de levedura 

expressando PthA2, comparado com o controle GUS e PthA4. Esta inibição preferencial de PthA2 

pela ubiquitinação K63 estaria de acordo com nossa observação de que PthA2 interage 

preferencialmente com Ubc13/Uev em ensaios in vivo e in vitro descritos no item 4.1. Com as 

mesmas amostras foi feito também blot com o anticorpo ubiquitina especifico Anti-K63, porém não 

foram detectadas bandas. Estes dados então indicam que preferencialmente PthA2 inibe 

ubiquitinação K63 requerida em vias de reparo ao dano no DNA. 
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Figura 41: Blots referentes à Expressão Transiente de PthA2, PthA4 e controle GUS via transformação por 
Agrobacterium em epicótilos de Citrus `Hamlin`. Membranas incubadas com (A) Anti-PthA; (B) Anti-K63; (C) 
Anti-Ubiquitina e (D) Anti-SUMO. As setas em (A) indicam bandas correspondentes as proteínas PthA2 e 
PthA4 sendo expressas fortemente em Citrus. Nos demais blots não foram detectadas bandas 
correspondentes a PthAs. 
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4.10. Localização de PthAs em Leveduras 

Para visualização dos PthAs por Microscopia de Fluorescência o melhor procedimento encontrado 

foi utilizando as cepas de leveduras frescas logo após indução por CuSO4 e fixadas com 

glutaraldeído e Triton X-100. Neste experimento pode-se notar que PthA2 apresentou uma 

distribuição mais dispersa, estando presente tanto no núcleo quanto no citoplasma das células, 

enquanto PthA4 foi observado principalmente no núcleo. Além disso, não foram verificadas 

diferenças na distribuição dos PthAs entre a cepa selvagem de levedura SUB62 (Figura 43A) e as 

cepas mutantes ∆ubc13 (Figura 43B) e ∆mms2/uev1a (Figura 43C). Uma vez que acreditavamos 

que a ausência das proteínas Ubc13 e Uev e, portanto, a ausência de ubiquitinação K63 poderia 

alterar a localização dos PthAs nas células.  

 

 

Figura 42: (A) Cepa selvagem de levedura SUB62 e SUB62 expressando separadamente PthAs 2 e 4, 
crescidas em meio YPD (controle) e YPD + gradiente de MMS. As placas foram incubadas por 24 horas em 
estufa 30°C;  (B) Blot com anticorpo Anti-PthA confirmando a expressão de PthAs em células de levedura; (C) 
Blot com anticorpo Anti-Ubiquitina das amostras de PthAs e do controle expressos na cepa selvagem de 
levedura SUB62. 
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Figura 41: Imagens de Microscopia de Fluorescência representando PthA2-GFP e PthA4-GFP expressos nas 
cepas de levedura SUB62 e nas cepas mutantes ∆ubc13 e ∆mms2/uev1a. (A) cepa selvagem SUB62; (B) 
cepa mutante ∆ubc13 e (C) cepa mutante ∆mms2/uev1a. Corante DAPI foi utilizado para marcação de núcleos. 
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4.11. Co-Imunoprecipitação de PthA em C. sinensis 

Para os ensaios de co-imunoprecipitação em citros inicialmente foram realizados testes para 

obtenção de um bom protocolo para extração de proteínas de folhas de laranja doce. Os melhores 

resultados foram obtidos com um simples processo de maceração das folhas com N2 liquido (Figura 

44A). Com este protocolo obteve-se uma quantidade bem maior de proteínas na forma solúvel 

comparado com o protocolo utilizando o kit de Extração de Proteínas Totais de Plantas (Figura 44B). 

Como descrito no item 3.12 a fração de proteínas solúveis foi incubada com Anti-PthA ou soro pré-

imune (Controle) e Proteína A Sepharose, além de um controle negativo (água infiltrada) incubado 

com anticorpo Anti-PthA e Proteína A Sepharose. As amostras foram resolvidas em gel de 

poliacrilamida (Figuras 45 e Figura 46A) e blotadas com os anticorpos Anti-PthA (Figura 46B) e 

Anti-Ubiquitina (Figura 46C). Tanto no gel quanto nos blots, as duas maiores bandas evidentes 

correspondem as cadeias leve e pesada da Imunoglobulina G e não foram detectadas bandas 

correspondentes a PthAs nem com Anti-PthA e nem com Anti-Ubiquitina, além disso não foram 

observadas diferenças entre a condição Xac + Anti-PthA em relação aos controles Xac + anticorpo 

pré-imune e água + Anti-PthA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 44: Géis de poliacrilamida 10% representando a Extração de proteínas de folhas de Citrus `Hamlin` (A) 
simples protocolo de maceração com N2 liquido e (B) utilizando kit de Extração de Proteínas Totais (Sigma). Em 
(A) Sol = fração solúvel e P = fração insolúvel e em (B) Canaleta 1 – amostra de proteínas hidrofílicas; 2 – 
amostra de proteínas hidrofóbicas; 3 – amostra de proteínas insolúveis.  
 

(A) (B) 

PM     1      2       3                1       2       3        PM  Sol     P             Sol      P       



Tese de Doutorado 

 

 79 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 46: Ensaios de Co-Imunoprecipitação em folhas de laranja doce infiltradas com suspensão de Xac. (A) 
Gel de poliacrilamida 10% SDS-PAGE representando um destes ensaios com controles de PthAs 2 e 4 com 
cauda de Histidina purificados de bactérias; (B) Blot com anticorpo Anti-PthA e (C) Blot com anticorpo Anti-
Ubiquitina. Canaletas 1 e 2 – Controles PthAs 2 e 4 purificados de E. coli, respectivamente; Canaleta 3 – 
suspensão de Xac incubada com anticorpo Anti-PthA; Canaleta 4 – suspensão de Xac incubada com anticorpo 
pré-imune e Canaleta 5 – Controle negativo de água incubado com anticorpo Anti-PthA. 

Figura 45: Géis de poliacrilamida 10% representando os Ensaios de Co-Imunoprecipitação em folhas de 
laranja doce infiltradas com suspensão de Xac. (A) suspensão de Xac incubada com anticorpo Anti-PthA; (B) 
Controles - suspensão de Xac incubada com anticorpo pré-imune e água incubado com anticorpo Anti-PthA. XS 
= suspensão de Xac; XH = suspensão de Xac solúvel; FT = Flow-Through; L1 = primeira lavagem; L4 = última 
lavagem e R = resina.  
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PM  XS  XH   FT    L1   L4     R      PM  FT   L1    L4     R     H    FT    L1   L4     R       
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4.12. Obtenção de Proteínas Recombinantes para Produção de Anticorpos 

 

• Cyp em pET28a 

A proteína Cyp com cauda de Histidina apresentou um bom nível de expressão a 37°C ( Figura 

47A). Pode-se observar uma boa quantidade de proteína na fração solúvel, a qual foi utilizada para 

purificação por Afinidade em resina de níquel com o sistema FPLC. A proteína foi eluída com quase 

100% de tampão B, nas alíquotas de B12 a C1 indicadas na Figura 47B. Como a purificação por 

afinidade teve um bom resultado e as amostras eluídas apresentaram um bom grau de pureza não 

foram necessários passos adicionais de purificação. Portanto, as alíquotas destacadas por um 

retângulo na Figura 47B foram dialisadas para remoção do imidazol do tampão de eluição e então, 

concentradas e dialisadas como descrito no item 3.13. A amostra final após diálise e concentração 

para 1 mg/mL está indicada na Figura 47C, sendo que a mesma foi liofilizada e enviada para 

produção de anticorpos. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 47: Géis de poliacrilamida 13% SDS-PAGE representando a Expressão e Purificação por Afinidade em 
resina de níquel da proteína Cyp com cauda de Histidina (A); (B) Expressão e Purificação; (C) Amostra final da 
proteína dialisada e concentrada. A seta indica a proteína 6xHis-Cyp com peso molecular de 20 kDa. PM = 
marcador de peso molecular; NI = amostra não-induzida; I3h = amostra com 3 horas de indução; Sol = amostra 
solúvel; P = amostra insolúvel; FT = Flow Through; Lav = lavagem e A7 a C1 = frações da eluição. Retângulo 
destacado em (B) indicam as frações da eluição utilizadas. 

(A) (B) (C) 

PM  NI    I3h     Sol    P    FT   Lav PM    A7  A12  A15  B2   B7   B12  B14  B15  C1 PM  Cyp 



Tese de Doutorado 

 

 81 

• Uev em pET28a 

A proteína Uev com cauda de Histidina foi bem expressa a 37°C e o protocolo empregado 

produziu uma quantidade suficiente de proteínas na forma solúvel (Figura 48A). O extrato solúvel foi 

submetido à purificação por Afinidade em resina de níquel no sistema FPLC e foi obtida, na eluição, 

uma quantidade razoável de proteína com um ótimo grau de pureza (Figura 48B). No gráfico da 

Figura 48D há um pico no qual a proteína foi eluída com quase 100% de tampão B. As amostras 

correspondentes a este pico podem ser observadas na Figura 48B. Algumas alíquotas da eluição 

foram dialisadas e concentradas para 1 mg/mL. O resultado final da amostra que em seguida foi 

liofilizada e enviada para produção de anticorpos está indicada na Figura 48C. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 48: Géis de poliacrilamida 13% SDS-PAGE representando a Expressão e Purificação por Afinidade em 
resina de níquel da proteína Uev com cauda de Histidina (A); (B) Expressão e Purificação; (C) Amostra final da 
proteína dialisada e concentrada e (D) Gráfico da Purificação gerado pelo sistema FPLC. A seta indica a 
proteína 6xHis-Uev com peso molecular de 18 kDa. PM = marcador de peso molecular; NI = amostra não-
induzida; I3h = amostra com 3 horas de indução; Sol = amostra solúvel; P = amostra insolúvel; FT = Flow 
Through; Lav = lavagem e B8 a B15 = frações da eluição.  
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PM     NI     I3h        Sol      P     FT   Lav  PM    B8     B9    B10    B11    B12   B13   B14   B15   PM   Uev 
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• Ubc13 em pGEX4T-1 

Diversos testes foram realizados com o intuito de utilizar a construção da proteína Ubc13 com 

cauda de Histidina em pET28a, porém nenhum deles foi satisfatório, visto que esta proteína expressa 

muito pouco neste vetor e se liga de forma inespecífica na resina de níquel, sendo eluída com uma 

série de contaminantes, apesar de haver um pico bem definido no gráfico gerado pelo programa do 

sistema FPLC. A presença de contaminantes nas frações eluídas acabou inviabilizando a utilização 

destas amostras para produção de anticorpos e, desta forma, optamos por trabalhar com a 

construção com cauda de GST em pGEX4T-1. O nível de expressão da proteína foi melhor nesta 

construção, assim como a quantidade de proteína na fração solúvel do extrato (Figura 49A). Apesar 

da proteína ter sido eluída juntamente com alguns contaminantes (Figura 49B), a quantidade de 

proteína purificada foi bem maior quando comparada à quantidade de contaminantes, diferentemente 

do que foi verificado para a construção com cauda de Histidina. As alíquotas da eluição destacadas 

no retângulo da Figura 49B foram dialisadas, concentradas, liofilizadas e enviadas para obtenção de 

anticorpos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 49: Géis de poliacrilamida 10%SDS-PAGE representando a Expressão e Purificação por Afinidade em 
resina de GST da proteína Ubc13 em pGEX4T-1. (A); (B) Expressão e Purificação e (C) Gráfico da Purificação 
gerado pelo sistema FPLC. A seta indica a proteína GST-Ubc13 com peso molecular de 43 kDa. PM = 
marcador de peso molecular; NI = amostra não-induzida; I3h = amostra com 3 horas de indução; Sol = amostra 
solúvel; P = amostra insolúvel; FT = Flow Through; Lav = lavagem e A1 a A9 = frações da eluição. Retângulo 
destacado em (B) indicam as frações da eluição utilizadas. 
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4.13. Complementação do Fenótipo de Cepas Mutantes com Cyp de Citros 

De acordo com Arévalo-Rodríguez & Heitman (2005) a proteína CypA, conservada em leveduras, 

normalmente atua no núcleo das células no controle da esporulação e é codificada pelo gene CPR1. 

Foi reportado também que Cpr1 se torna essencial em células que tenham a função da proteína 

Ess1 comprometida e, nestes casos, a superexpressão de Cpr1 suprime as mutações de ∆ess1, 

sugerindo uma sobreposição funcional entre essas duas prolil-isomerases não relacionadas e 

proporcionando assim evidência de que a atividade enzimática de CypA de levedura é importante 

para a função biológica. A proteína Cyp de citros apresenta 70% de identidade de seqüência com a 

proteína Cpr1 de levedura (Figura 50). Tendo em vista a elevada identidade entre estas proteínas 

decidimos testar se a Cyp de citros seria capaz de complementar o fenótipo de cepas de levedura 

mutantes em Cpr1 ou Ess1. As cepas mutantes ∆ess1 (H164R) e ∆cpr1/∆cpr1 (33513) foram 

gentilmente cedidas por Steven Hanes (Wu et al., 2000) e Joseph Heitman (Arévalo-Rodríguez & 

Heitman, 2005), respectivamente. Procedemos, então, para as transformações destas cepas com 

Cyp fusionada a GST (no vetor pYEX 4T-1) ou com o vetor vazio (controle negativo), como descrito 

no item 3.8. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Na Figura 51A pode-se constatar que a proteína Cyp de citros foi expressa no mutante Cpr1, 

estando presente mesmo na fração não-induzida, como também foi visto para Uev e Ubc13 neste 

mesmo sistema de expressão que emprega um promotor induzido por cobre. Células induzidas 

expressando GST-Cyp ou GST (controle) foram então crescidas em meio de pré-esporulação e, em 

seguida, transferidas para um meio de esporulação. Contagens de células em processo de 

esporulação (Figura 51B) foram feitas apartir do terceiro dia após transferência para o meio de 

esporulação. As contagens foram realizadas em 20 campos de imagem, em microscópio, para cada 

uma das seguintes condições [33513 – cepa mutante não transformada; 33513 + pYEX vazio (GST) 

e 33513 + pYEX-Cyp (GST-Cyp)]. As médias dessas contagens ao longo do tempo bem como o erro 

Figura 50: Alinhamento de seqüências de aminoácidos da proteína Cyp de C.sinensis com a proteína ScCPR1 
mostrando a identidade de seqüência entre elas. Alinhamento realizado com o programa MultAlin (Corpet, 
1988). 
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padrão associado estão indicadas no gráfico da Figura 51C. Analisando este gráfico observa-se que 

Cyp de citros foi capaz de substituir a função da proteína Cpr1 de levedura no processo de 

esporulação, visto que a porcentagem de ascos foi bem maior nas células complementadas com 

GST-Cyp de citros, comparadas com as células não transformadas e com o controle GST. Nota-se 

também que mesmo células de leveduras mutantes em CypA (∆cpr1/∆cpr1 - 33513) são ainda 

capazes de passar por processo de esporulação em níveis reduzidos, indicando que CypA é 

importante para a esporulação, mas não estritamente essencial, como já havia sido reportado 

anteriormente (Arévalo-Rodríguez & Heitman, 2005). Esses dados indicam que Cyp de citros poderia 

ter a mesma função de Cpr1 de leveduras. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CypA também interage com Ess1, uma prolil-isomerase envolvida no remodelamento de 

cromatina e no processo de transcrição através da isomerização de prolinas do C-terminal (CTD) da 

RNA polimerase II (Hani et al., 1999; Wu et al., 2000; Krishnamurthy et al., 2009). A ligação de Ess1, 

Figura 51: (A) Cepa mutante de levedura 33513 (∆cpr1/∆cpr1) expressando a proteína Cyp de C. sinensis em 
fusão com cauda de GST. Proteínas foram induzidas com 0,5 mM de CuSo4 por 2 horas e blotadas com 
anticorpo Anti-GST. Amostras não-induzidas (NI) e induzidas (I) são mostradas; (B) Leveduras em processo de 
esporulação 120 horas após incubação em meio apropriado estão indicadas por círculos; (C) Cyp de citros 
complementou cepas de levedura mutantes ∆cpr1/∆cpr1 deficientes no processo de esporulação. A 
esporulação foi medida ao longo do tempo após transferência para um meio de esporulação e representada 
como a porcentagem de ascos em relação ao número total de células para a cepa mutante 33513 não 
transformada (em preto), 33513 transformada com pYEX vazio (em azul) e 33513 transformada com pYEX-Cyp 
(em vermelho). 33513 não transformada e 33513 transformada com pYEX vazio representam os controles. 
Barras de erro padrão são indicados para os tempos de 120 e 144 horas. 

(A) 
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(C) 
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altera sua estrutura para promover a ligação ou dissociação de proteínas que interagem com CTD e 

funcionam na transcrição e no processamento de mRNA (Wu et al., 2000). Além disso, a atividade 

de Ess1 é afetada por uma ubiquitina E3 ligase que promove ubiquitinação K63 e na degradação de 

RNA polimerase II (Wu et al., 2001; Somesh et al., 2007). Ess1 consiste, portanto, num forte link 

entre PPIases e a maquinaria transcricional. Tendo por base estes dados testamos se a Cyp de 

citros seria capaz também de complementar a função da proteína Ess1 de levedura.  

O blot da Figura 52A indica que a proteína GST-Cyp de citros transformada na cepa mutante de 

levedura para Ess1 (H164R) está sendo expressa mesmo na fração não induzida do extrato de 

células. A cepa mutante H164R tem dois dos três resíduos catalíticos de PPIases substituídos, 

porém estas substituições não alteram a atividade mitótica em temperaturas permissivas, assim, 

esses mutantes são capazes de crescer a 21°C, mas n ão a 37°C. Na Figura 52B pode-se notar que 

a expressão de Cyp de citros foi capaz de recuperar o crescimento de mutantes ∆ess1 na 

temperatura não-permissiva de 37°C. Este resultado sugere que Cyp de citros poderia desempenhar 

funções semelhantes as de Ess1 de levedura na maquinaria transcricional, através da isomerização 

de prolinas do CTD da RNA pol II. 
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Figura 52: (A) Western blot marcado com anticorpo Anti-GST indicando a expressão da proteína GST-Cyp na 
cepa mutante de levedura H164R (∆ess1). Amostras não-induzidas (NI) e induzidas (I) são mostradas; (B) 
Crescimento da cepa de levedura selvagem W303-1A (WT), da cepa mutante H164R não transformada e das 
cepas mutantes transformadas com GST-Cyp ou com GST (controle – pYEX vazio) em temperaturas 
permissiva (21°C) e não-permissiva (37°C).  Células foram crescidas até a fase logarítmica em meio YPD e 
diluições seriadas foram plaqueadas e incubadas por 24 horas em estufa nas temperaturas indicadas. Extratos 
de células expressando WT e células com o gene Ess1 deletado (H164R) também serviram como controles.  
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4.14. Co-Imunoprecipitação de PthA de Xac  por Cyp de C. sinensis 

Inicialmente foram realizados testes para estabelecer a titulação e verificar a especificidade dos 

anticorpos produzidos e, ainda, se haveria reação cruzada com proteínas endógenas de leveduras e 

de citros. Os anticorpos obtidos, Anti-Cyp, Anti-Uev e Anti-Ubc13, foram específicos e marcaram as 

correspondentes proteínas recombinantes purificadas de E. coli. Nos três anticorpos em questão, 

títulos de 1:1000 a 1:3000 foram suficientes para a detecção. Porém, o anticorpo Anti-Cyp foi o único 

capaz de fazer reação cruzada com proteínas endógenas de citros, enquanto Anti-Uev e Anti-Ubc13 

falharam no reconhecimento de proteínas endógenas, tanto de leveduras quanto de citros (Figura 

53). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A técnica de Co-Imunoprecipitação foi empregada com o objetivo de confirmar a interação das 

proteínas de citros com PthA de Xac in vivo (in planta), gerando assim uma maior confiabilidade na 

descrição das interações detectadas. Para tal, epicótilos de laranja doce expressando 

Figura 53: Blots marcados com os anticorpos Anti-Cyp, Anti-Uev e Anti-Ubc13 para verificar se os anticorpos 
produzidos reconhecem as correspondentes proteínas endógenas em leveduras e em citros. Canaleta 1 – 
proteína recombinante purificada de E. coli; Canaleta 2 – extrato lisado de levedura da cepa selvagem SUB62; 
Canaleta 3 - lisados celulares de epicótilos de citros expressando GUS; Canaleta 4 - lisados celulares de 
epicótilos de citros expressando PthA2. Peso Molecular das proteínas Cyp e Uev com cauda 6xHis e de Ubc13 
com cauda GST são indicados a esquerda. 
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transientemente PthA2 foram lisados em tampão apropriado como descrito no item 3.14 e procedeu-

se a incubação do extrato proteico com cada um dos anticorpos mencionados acima separadamente 

ou com o respectivo anticorpo pré-imune (controles) e Proteína A Sepharose. As amostras foram 

imunoblotadas com Anti-PthA e com Anti-Cyp, Anti-Uev ou Anti-Ubc13. No caso da incubação com 

Anti-Uev e Anti-Ubc13 nada foi detectado nos blots marcados com Anti-PthA, entretanto encontrou-

se um resultado positivo para a incubação com Anti-Cyp (Figura 54). Nesta figura pode-se notar que 

PthA de Xac foi co-imunoprecipitada por Cyp de citros. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 54: Lisados celulares de epicótilos de citros expressando transientemente PthA2 imumoprecipitados 
com Anti-Cyp (canaleta 2) ou com soro pré-imune (canaleta 3 - controle) e imunoblotados com os anticorpos 
Anti-PthA e Anti-Cyp. Na canaleta 1 está indicada a amostra de entrada (input) – extrato proteico incubado com 
Anti-Cyp, porém antes da incubação com Proteína A Sepharose.  
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4.15. Preparação de Amostras para SAXS 

Para os experimentos de SAXS foi utilizada a construção PthA-RD2 com cauda de Histidina. Esta 

proteína apresentou bom nível de expressão a 25°C s endo que maior parte da proteína foi obtida na 

parte solúvel do extrato de E.coli (Figura 55A). O processo de purificação foi bem sucedido e grande 

quantidade de proteína foi eluída, como pode ser visto na Figura 55B, porém na eluição também foi 

detectada a presença de contaminantes que se ligaram de forma inespecífica na resina. Analisando 

o gráfico da Figura 55C pode-se notar que o volume de lavagem foi pequeno e que os 

contaminantes poderiam ter sido eliminados caso a lavagem fosse maior, de tal forma que o valor de 

mAU decaísse até próximo ao zero, ou ainda, no primeiro pico do gráfico poderia ter sido dado um 

hold, até que o valor de mAU decaísse próximo ao zero, e pudesse haver uma melhor separação 

entre a amostra desejada e os contaminantes. Foi realizado um passo de Gel Filtração após a 

purificação por Afinidade. 
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Figura 55: Géis de poliacrilamida 10% SDS-PAGE representando a Expressão e Purificação por Afinidade em 
resina de níquel da proteína PthA-RD2 em pET28a. (A); (B) Expressão e Purificação e (C) Gráfico da 
Purificação gerado pelo sistema FPLC. A seta indica a proteína 6xHis- PthA-RD2 com peso molecular de 59 
kDa. PM = marcador de peso molecular; NI = amostra não-induzida; I3h = amostra com 3 horas de indução; 
Sol = amostra solúvel; P = amostra insolúvel; FT = Flow Through; Lav = lavagem e A14 a F7 = frações da 
eluição.  
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Diversas tentativas foram realizadas para a etapa de Gel Filtração no processo de Purificação, 

nas quais vários picos são observados durante a eluição da amostra, porém em nenhum deles a 

eluição da proteína em questão foi satisfatória.  

Como descrito no item 3.16.1 para tentar melhorar a qualidade das amostras para a coleta de 

SAXS foi realizado ainda uma etapa de Troca Aniônica. Para tal foi utilizada uma alíquota 

proveniente de Purificação por Afinidade e dialisada. Entretanto, o resultado encontrado também não 

foi bom, visto que esta etapa apenas diluiu a amostra inicial de entrada e não houve separação das 

bandas correspondentes aos contaminantes.  

      Desta forma, as melhores amostras obtidas e utilizadas na coleta de dados de SAXS estão 

representadas na Figura 56A. Amostras estas provenientes de purificação por Afinidade e Gel 

Filtração, purificada apenas por Afinidade, purificada por Afinidade e dialisada, purificada por 

Afinidade, dialisada e concentrada ou purificadas por Afinidade, Gel Filtração e concentradas. O 

melhor conjunto de dados da coleta foi obtido com a amostra purificada apenas por Afinidade e 

dialisada para remoção do imidazol do tampão de eluição. Na Figura 56B está indicado o DLS 

proveniente desta amostra, no qual a polidispersividade está dentro da faixa considerada como uma 

amostra monodispersa (abaixo de 20%) e o peso molecular estimado, próximo do valor real da 

proteína.  Análise dos dados de SAXS foi realizada em colaboração com Dr. Mário T. Murakami do 

Laboratório Nacional de Biociências (LNBio). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 56: (A) Gel de poliacrilamida 10% SDS-PAGE representando as amostras utilizadas na coleta de dados 
de SAXS. (B) DLS para a amostra que resultou no melhor conjunto de dados para coleta de SAXS. A seta 
indica a proteína 6xHis-PthA-RD2 com peso molecular de 59 kDa.  1 - amostra purificada por Afinidade e Gel 
Filtração; 2 - purificada apenas por Afinidade; 3 - purificada por Afinidade e dialisada; 4 - purificada por 
Afinidade, dialisada e concentrada; 5 e 6 - purificadas por Afinidade, Gel Filtração e concentradas.  
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5. CONCLUSÕES 

  De acordo com os objetivos propostos para este trabalho foram descritas novas e diferenciais 

interações das variantes de PthA de Xac com as proteínas de citros Cyp, TDX e o par Ubc13-Uev. 

 

• As 4 variantes de PthA de Xac exibiram 2 padrões distintos de interação: PthA2 e PthA3 

(15,5 repetições no domínio central) interagem com todas as proteínas de Citrus sinensis analisadas 

(α-importina, TDX, Cyp, Uev e Ubc13), tanto in vivo quanto in vitro; enquanto que as interações com 

as variantes 1 e 4 de PthA (16,5 e 17,5 repetições, respectivamente) são mais fracas ou não há 

interação; 

• As variantes de PthA de 15,5 repetições formam homo e heterodímeros, enquanto as 

variantes maiores, 16,5 e 17,5 repetições não são capazes de formar heterodímeros.  Neste caso, a 

especificidade das interações é mediada pelo domínio central da proteína; 

• A presença de 5,5 repetições do domínio central de PthA foi essencial para interação com 

todas as proteínas de citros testadas, o que indica que a região central de PthA seja a responsável 

por mediar as interações com as proteínas de citros TDX, Cyp, Uev e Ubc13. Portanto, os resultados 

obtidos até agora indicam que a região repetitiva de PthA pode não ser apenas crítica para o 

reconhecimento de seqüências promotoras alvo de citros, como esperado, considerando o papel 

desempenhado por AvrBs3, mas parece também desempenhar um importante papel na interação 

com proteínas do hospedeiro; 

• A região do LRR de PthA, adjacente ao NLS, é suficiente para promover interação com a 

proteína α-importina; 

• PthAs de Xac e as proteínas de citros Cyp e Uev possuem localização nuclear em células 

epidérmicas de Nicotiana benthamiana;  

• PthAs induzem HR em plantas de tabaco, de tal forma que PthA poderia ser reconhecida 

pelo sistema de resistência desta planta, mediado por proteínas R, reforçando a existência de uma 

interação planta-patógeno incompatível neste caso; 

• As proteínas de citros TDX, Cyp, Uev e Ubc13 interagem entre si e podem fazer parte de um 

possível complexo juntamente com PthAs de Xac; 

• Cyp de citros é uma ciclofilina clássica, ou seja, possui atividade de PPIase e é inibida por 

Ciclosporina A; 

• PthA e CsA competem pela ligação ao sítio ativo de Cyp e ao contrário do que se acreditava 

PthA não é alvo de Cyp, mas sim inibe sua atividade; 
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• Cyp de citros complementou funcionalmente mutantes de leveduras Cpr1 e Ess1 envolvidos 

na maquinaria transcricional, indicando que a proteína de citros poderia exercer um papel 

semelhante; 

• PthA de Xac foi co-imunoprecipitado com Anti-Cyp em epicótilos de citros, confirmando os 

ensaios de interação em leveduras e in vitro; 

• Análises da expressão gênica de PthA na presença do inibidor de Cyp, CsA, estão sendo 

realizadas para investigar um possível papel de Cyp de citros na transcrição dependente de PthA; 

• Ubc13 de citros interage, in vivo e in vitro, com Uev e apenas com a variante 2 de PthA, mas 

não com a variante 4, o que indica que o número de repetições no domínio central de PthA afeta seu 

perfil de interação, de tal forma que PthA2, mas não PthA4, poderia ser alvo da ubiquitinação K63; 

•   Ubc13 e Uev de citros complementaram funcionalmente as cepas mutantes de leveduras 

∆ubc13 e ∆mms2/uev1a, respectivamente, indicando que estas proteínas poderiam ser homólogos 

funcionais das proteínas Ubc13 e Uev de levedura e assim, estariam envolvidas em vias de reparo 

de DNA;  

• Dados de Ubiquitinação in vivo (em leveduras e em citros) nos leva a acreditar que PthAs 2 

e 4 não sofrem ubiquitinação específica K63, sendo que preferencialmente PthA2 inibe ubiquitinação 

K63 requerida para o reparo no DNA; 

•  Por meio de ensaios de fluorescência em N. benthamiana foi visto que a ausência de 

ubiquitinação K63 (cepas mutantes de leveduras) não altera a localização dos PthAs nas células e, 

portanto, não é dependente do complexo Ubc13-Uev; 

•  Os dados obtidos apontam para um modelo em que PthAs deveriam inibir a atividade de 

um complexo de proteínas de citros associado com reparo ao dano no DNA; 

•  PthAs poderiam inibir também a ubiquitinação K63 do CTD da RNA pol II e ao mesmo 

tempo favorecer a ação de Cyp para aumentar as taxas de iniciação e terminação da transcrição. 

Esta idéia está de acordo com o papel esperado para PthAs como ativadores transcricionais e é 

suportada pelo fato que ambas as proteínas de citros Cyp e Uev foram identificadas no núcleo.  

De forma geral, nossos dados permitem concluir que PthAs de X. citri, funcionam como fatores de 

transcrição em citros, porém, não devem atuar de forma isolada e sim necessitam da atividade de 

outras proteínas da célula hospedeira para promoverem uma ação como ativadores transcricionais. 

Nossos dados sugerem que pelo menos PthAs 2 e 3 modulam a transcrição alterando a atividade da 

RNA polimerase II pela inibição de proteínas acessórias da maquinaria transcricional. 
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7. ANEXO I – Artigo publicado como primeira autoria 
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8. ANEXO II – Artigo publicado em colaboração 
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