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DTT – ditiotreitol 

EDTA – ácido etilenodiaminotetracético 

EMSA – Electrophoretic mobility shift assays 

EST – Expressed Sequence Tags 

FPLC – Fast Protein Liquid Cromatography 

GFP – Green Fluorescent Protein 

GST – glutationa-S-transferase 

HR – hypersensitive reaction 

IPTG - Isopropyl �-D-1 thyogalactopiranoside 

Kb – Kilobases 

KDa – Kilo-Dalton  

LRR – Leucine Rich Repeats 

MAMP – Microbe- Associated Molecular Patterns 

MAP quinases – Mitogen Activated Protein kinases 

NB-LRR – Nucleotide-Binding Leucine Rich Repeats 
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NLS – Nuclear localization signal  

PAMP – Pathogen-Associated Molecular Patterns 

pb – Par de base 

PCR – Polimerase Chain Reaction 

PKA – Protein kinase A 

PKC – Protein kinase C 

PIP box – plant-inducible promotor box 

PVDF – difluoreto de polivinila 

RMN – Ressonância Magnética Nuclear 

RNA Pol II – RNA Polimerase II 

RNA Pol III – RNA Polimerase III 

RPM – Rotações por minuto 

SAXS – Small angle x-ray scattering 

SDS-PAGE – Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

TAL – Transcription activator-like 

TOR – Target of rapamycin 

TPR – Tetratricopeptide repeat 

T3S – Type III Secretion System 

Trp – triptofano 

TBS-T – tampão salino Tris contendo Tween 20 

Uev – enzima de conjugação a ubiquitina variante 

UPA – Up-Regulated by AvrBs3 

Ura – uracila 

3-AT – 3-aminotriazole 
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RESUMO 

 O cancro cítrico, causado pela bactéria Xanthomonas citri (X. citri), afeta a maioria das 

espécies de Citrus, ocorre praticamente em todos continentes e se destaca como uma séria 

ameaça à citricultura brasileira. O mecanismo molecular pelo qual X. citri causa cancro não é 

inteiramente conhecido, entretanto, sabe-se que a bactéria utiliza o sistema secretório tipo ���

para injetar proteínas de patogenicidade, entre elas, PthAs da família AvrBs3/PthA, também 

conhecidas como efetores TAL (transcriptional activator-like). Os efetores TAL atuam como 

fatores de transcrição transativando genes específicos da planta que vão beneficiar a bactéria 

ou desencadear respostas de defesa. 

 Com o objetivo de entender os mecanismos moleculares pelos quais os efetores TAL 

atuam, a técnica de duplo híbrido foi usada para identificar proteínas de laranja doce (Citrus 

sinensis) que interagem com PthA4, um dos efetores TAL de X. citri necessário para o 

desenvolvimento do cancro cítrico. A maioria das proteínas de laranja identificadas como alvos 

de PthA4 apresenta domínios de ligação à DNA ou RNA e está envolvida no controle da 

transcrição, estabilização de mRNAs e tradução. Várias dessas proteínas interagem entre si, 

sugerindo a presença de um complexo multiproteico como alvo de efetores TAL. Entre as 

proteínas envolvidas no controle da transcrição, destacamos a CsMAF1, uma proteína 

homóloga à MAF1 humana que atua como regulador negativo da RNA Polimerase III.    

 Os resultados obtidos nesse trabalho revelam que CsMAF1 complementa o fenótipo do 

mutante maf1 de levedura, reprimindo a expressão de tRNAHis e que a expressão de PthA4 na 

cepa complementada restaura a síntese desse tRNA. Portanto, os dados mostram que 

CsMAF1 atua como um repressor da RNA Pol III em levedura e que PthA4 altera o estado 

repressor de CsMAF1 sobre a RNA Pol III.  

 De forma surpreendente, verificamos que plantas de citros com níveis reduzidos de 

CsMAF1 apresentaram aumento significativo no número e intensidade de lesões 

hiperplásticas ou eruptivas quando infiltradas com X. citri, indicando que CsMAF1 

desempenha um papel crítico no desenvolvimento dos sintomas do cancro cítrico. O aumento 

das lesões do cancro nas plantas silenciadas para CsMAF1 se correlaciona com um aumento 

expressivo de tRNAs, incluindo o tRNAHis, confirmando assim o papel repressor de CsMAF1 

sobre a RNA Pol III em citros. Além disso, mostramos nesse trabalho que CsMAF1 é uma 

fosfoproteína que se encontra na forma dimérica em solução, uma característica singular 

ainda não descrita para membros dessa família de proteínas. Verificamos que CsMAF1 é 

fosforilada in vitro pelas quinases PKA e PKC e que apresenta sítios adicionais de fosforilação 

conservados para a quinase TOR, incluindo o resíduo Thr62. Curiosamente, tais sítios se 
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localizam na interface de dimerização de CsMAF1, sugerindo que a fosforilação desses sítios 

deve regular a função da proteína e/ou seu estado multimérico. De fato, verificamos que a 

substituição do resíduo de treonina Thr 62 para ácido aspártico (Asp 62) diminui a proporção 

dímero:monômero de CsMAF1, indicando que a fosforilação de resíduos na interface do 

dímero desestabiliza o dímero, e que esse pode ser um mecanismo regulatório novo para 

essa classe de proteína. Desse modo, esses achados abrem novas perspectivas para o 

entendimento não só dos mecanismos moleculares envolvidos na regulação da RNA Pol III 

pela CsMAF1, como também do papel de PthA4 na interação com CsMAF1 e sua modulação 

da transcrição 
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ABSTRACT  

Citrus canker, caused by Xanthomonas citri (X. citri), is a disease that affects most of the 

Citrus species, occurs in almost all continents and stands as a threat to the Brazilian citrus 

industry. The molecular mechanism by which X. citri causes canker is poorly understood, 

however the bacterium injects pathogenicity proteins via the type III secretion system (T3S) 

including proteins of AvrBs3/PthA family, also known as transcriptional activator-like (TAL) 

effectors. TAL effectors have been extensively studied and are known to act as transcription 

factors that transactivate specific plant genes which either benefit the bacteria or trigger 

defense responses. To gain insights into the molecular mode of action of TAL effectors, a two-

hybrid screening was performed to identify sweet orange (Citrus sinensis) proteins that interact 

with PthA4, one of the X. citri TAL effectors required for citrus canker development. Among the 

proteins identified as PthA4 interactors, most are DNA and/or RNA-binding factors involved in 

chromatin remodeling and repair, transcriptional control and mRNA stabilization/modification. 

Several of these proteins interact with each other, suggesting the presence of a multiprotein 

complex as a target of TAL effectors. Among the proteins involved in transcription control, we 

selected for further studies the CsMAF1, a homolog of the human MAF1 that acts as a 

negative regulator of RNA polymerase III. 

 The results presented here reveal that CsMAF1 complements the yeast maf1 mutant 

phenotype by repressing the tRNAHis transcription, and that PthA4 expression in the 

complemented strain restores the tRNAHis synthesis. Thus, the data show that CsMAF1 acts as 

a RNA Pol III repressor in yeast and that PthA4 somehow suppresses the repressor activity of 

CsMAF1 upon on the RNA Pol III. Surprisingly, we found that citrus plants with reduced levels 

of CsMAF1 showed a significant increase in the number, morphology and size of eruptive or 

hyperplastic lesions when infiltrated with X. citri, indicating the CsMAF1 plays a critical role in 

canker development. Increased canker lesions in CsMAF1 silenced plants correlated with a 

significant increase of tRNAs expression, including tRNAHis, thus confirming the repressor role 

of CsMAF1 upon the citrus RNA Pol III. Furthermore, we showed in this work that CsMAF1 is a 

phosphorylated and a dimer in solution, a feature that so far has not been reported for any 

member of this protein family. We found that CsMAF1 is phosphorylated in vitro by PKA and 

PKC, and has additional phosphorylation sites for the TOR kinase, including the Thr 62 

residue. Interestingly, these phosphorylation sites are located at the dimerization interface of 

CsMAF1, suggesting that phosphorylation of such sites might regulate the function of the 

protein and / or its multimeric state. Indeed, mutation of threonine residue Thr62 to aspartic 
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acid (Asp62) decreases the dimer:monomer CsMAF1 ratio, indicating that phosphorylation of 

the residues at the interface of the dimer destabilizes the dimer, and this may be a novel 

regulatory mechanism for this class of protein. Thus, these findings open new perspectives for 

the understanding of the molecular mechanisms involved in RNA Pol III regulation by CsMAF1, 

as well as for the role of PthA4 in the modulation of RNA Pol III transcription mediated by 

CsMAF1.
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APRESENTAÇÃO DO TRABALHO  

  

 O presente trabalho está dividido em quatro partes: o primeiro capítulo apresenta uma 

introdução geral sobre a situação atual da citricultura brasileira, bem como informações e 

dados atuais sobre o cancro cítrico.  

 O segundo capítulo apresenta a caracterização de proteínas de citros isoladas no screening 

inicial de duplo híbrido com a isca PthA4 e que estão associadas a um complexo multiproteico 

envolvido em estabilização de mRNA e controle da tradução. Esse capítulo apresenta dados 

que geraram um artigo publicado na revista PLoS One, onde participo como co-primeira 

autora juntamente com o aluno Tiago Antonio de Souza. Esse trabalho sugere um novo papel 

para efetores TAL na estabilização e processamento do mRNA e controle da tradução.  

 O terceiro capítulo aborda a caracterização funcional da proteína CsMAF1. Isolada no 

screening de duplo híbrido, como parceira de interação de PthA4. O homólogo de CsMAF1 em 

mamíferos e leveduras está envolvido na repressão da RNA Polimerase III (RNA Pol III). Esse 

capítulo apresenta dados de interação de CsMAF1 com RNA Pol III, bem como o 

mapeamento de sua interação com PthA4, confirmação do seu papel de repressor da RNA Pol 

III através de experimentos de complementação de fenótipo de levedura mutante maf1, e 

análise da expressão gênica de plantas de citros silenciadas para o gene maf1.  

 O quarto capítulo apresenta dados bioquímicos e biofísicos da proteína CsMAF1, incluindo 

a caracterização de sítios de fosforilação, mutação e modelagem molecular da proteína. O 

conjunto de dados desse capítulo sugere que a função repressora de CsMAF1 esteja 

relacionada à sua estrutura dimérica.    

 O anexo I refere-se ao artigo publicado pela revista PLoS One em fevereiro de 2012, no 

qual participo como co-primeira autora e minha contribuição corresponde a todo o conteúdo do 

capítulo II dessa tese.  

 O anexo II refere-se ao artigo publicado pela revista JBC (Journal of Biological Chemistry) 

em março de 2011, no qual participo como terceira autora. A minha contribuição nesse 

trabalho foi a realização de ensaios de crescimento de Agrobacterium tumefaciens, cuja 

metodologia está descrita na seção: “Experimental Procedures” em “Growth of Agrobacterium 

cells” e que geraram as figuras 4 e 5 do artigo.  
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CAPÍTULO I 

1. INTRODUÇÃO GERAL  

A Citricultura brasileira e o cancro cítrico 

O Brasil detém uma posição de destaque no cenário internacional como um dos maiores 

produtores mundiais de frutas cítricas e respondendo por mais de 50% da produção mundial 

de suco de laranja concentrado. De cada cinco copos de suco de laranja consumidos no 

mundo, três são produzidos no Brasil (Neves, 2010). Segundo dados da CitrusBR, a 

Associação Nacional dos Exportadores de Suco Cítrico, somente em 2011, o Brasil exportou 

cerca de 1,2 bilhões de dólares em receitas com essa atividade e estima-se que outros 15 

bilhões sejam movimentados anualmente pela cadeia citrícola no país com a geração de 

milhares de empregos e produção de insumos para o setor (www.citrusbr.com). 

 Entretanto, apesar da reconhecida competitividade da cadeia citrícola nacional, o Brasil tem 

enfrentado muitos desafios que comprometem a produção e a exportação do suco cítrico. 

Entre eles estão as barreira tarifárias que induzem as flutuações de preços e a competição 

que o suco de laranja vem enfrentando com outros tipos de bebidas no mercado internacional. 

Além disso, os altos custos de produção associados ao uso de fertilizantes, irrigação, mão de 

obra e, sobretudo, à fitossanidade dos pomares que requer medidas rápidas de controle de 

doenças como aquisição de mudas sadias, instalação de quebra-ventos, descontaminação de 

material de colheita, pulverização com agro-químicos, entre outros, fazem da citricultura hoje 

uma das atividades do agronegócio nacional de maior risco. Pragas e doenças foram 

responsáveis pela erradicação de 40 milhões de árvores nestes últimos dez anos (Neves, 

2010). Nesse aspecto, medidas e estudos que venham a contribuir para a sanidade dos 

pomares tornam-se bastante relevantes.  

 Entre as doenças que afetam os citros, o cancro cítrico se destaca como uma ameaça à 

citricultura brasileira, por se tratar de uma doença de fácil disseminação, sem métodos 

curativos e por não existir variedades comerciais de citros resistentes à bactéria causadora da 

doença.  

 A doença é classificada como praga quarentenária e a única forma de eliminar o cancro 

cítrico é por erradicação e queima das árvores contaminadas. Além do prejuízo de eliminar as 

árvores, as propriedades contaminadas ficam proibidas de comercializar sua produção até que 

os trabalhos de erradicação sejam concluídos, pois o comércio de frutas cítricas, suco 

concentrado e seus derivados é regulamentado por legislação internacional, e a não adoção 

de medidas de exclusão/erradicação impede o comércio desses produtos para países livres 

do patógeno (fonte: FUNDECITRUS – www.fundecitrus.com.br).  
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Embora regulamentada por leis que exigem rigor no controle da doença, em junho de 2009, 

uma nova resolução Estadual causou um afrouxamento na legislação, isentando o citricultor 

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

plantas infectadas. Antes, a determinação era de que fossem erradicadas todas as plantas de 

um talhão quando o índice de contaminação superasse 0,5%. Atualmente, a ordem é erradicar 

apenas as plantas doentes e as que estiverem em um raio de 30 metros do foco de 

contaminação. Após a mudança da lei, a incidência de cancro cítrico aumentou entre os 96 mil 

talhões cultivados no Estado de São Paulo. Segundo levantamentos feitos pelo Fundo de 

Defesa da Citricultura (Fundecitrus) e dados apresentados na 34ª Semana da Citricultura, 

realizada no Centro APTA Citros Sylvio Moreira, em Cordeirópolis, em maio de 2012, a 

incidência de cancro cítrico saltou de 0,44% para 0,99% em 2011 nos talhões do parque 

citrícola, evidenciando que o relaxamento nas inspeções e no programa de erradicação vem 

apresentando um efeito extremamente negativo no controle da doença.  

O cancro cítrico é causado por dois grupos de linhagens da bactéria Xanthomonas: 

Xanthomonas axonopodis pv. citri  (grupo Asiático), recentemente renomeado para 

Xanthomonas citri subsp. citri (X. citri) (Schaad et al., 2006), e Xanthomonas axonopodis pv. 

aurantifolii (X. aurantifolii) (grupo da América do Sul). A cancrose A, causada pela bactéria X. 

citri 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. 

Encontrada apenas na América do Sul, a bactéria X. aurantifolii é o agente causal das 

cancroses B e C, que infecta preferencialmente o limão verdadeiro (Citrus limon) na cancrose 

B e somente o limão Galego (Citrus aurantifolia) na cancrose C (Brunings e Gabriel, 2003; 

Graham et al., 2004). A Mancha Bacteriana dos Citros, ou cancrose E, causada por 

Xanthomonas axonopodis pv citrumelo (X. citrumelo), endêmica em viveiros de citros da 

Flórida, Estados Unidos, ataca principalmente, o citrumelo “Swingle” (C.paradisi x Poncirus 

trifoliata). Recentemente, dois novos isolados da espécie citri foram identificados. 

Denominados A* (Verniére et al., 1998) e Aw (Sun et al., 2004), ambos possuem 

patogenicidade restrita a Citrus aurantifolia e estão limitados, respectivamente, ao sudeste 

asiático e à Flórida.  

A bactéria X. citri penetra nos tecidos vegetais através dos estômatos (figura 1) e outras 

aberturas naturais ou por ferimentos, muitas vezes causados por ferramentas de poda 

contaminadas ou por insetos herbívoros, como é o caso da larva minadora dos citros 

(Phyllocnistis citrella), que gera galerias nas folhas (Belasque Jr. et al., 2001). Dentro do 

tecido, a bactéria cresce abundantemente no espaço intercelular. O principal sintoma da 

doença é a formação de lesões circulares (water soaked), as quais se tornam elevadas e 
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eruptivas, resultado da hipertrofia (aumento no tamanho celular) e hiperplasia (divisão celular) 

induzidas pelo patógeno (Swarup et. al., 1991; Duan et. al., 1999) (figura 1).  

 Após a proliferação no espaço intercelular, a epiderme é rompida e a bactéria é liberada 

para a superfície da planta, estando disponível para iniciar um novo ciclo de infecção. As 

lesões do cancro manifestam-se em toda a parte aérea da planta, incluindo folhas, ramos e 

frutos (figura 2). No Brasil, frutos infectados não podem ser comercializados, embora o cancro 

em si não altera as propriedades nutricionais do fruto.  
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Interação planta patógeno e mecanismos de defesa em plantas  

 Em geral, durante a interação planta-patógeno as plantas respondem à infecção 

primeiramente através de uma resposta imune basal, baseada no reconhecimento de padrões 

moleculares associados a microrganismos/patógenos (MAMPs/PAMPs). Os MAMPs/PAMPs 

mais bem caracterizados em bactérias incluem: flagelina, produtos de degradação de parede 

celular e lipopolissacarídeos. O reconhecimento dessas moléculas por receptores de 

superfície celular das plantas leva à ativação da cascata de sinalização por MAP quinases, 

indução da transcrição de genes de defesa, produção de espécies reativas de oxigênio e 

deposição de calose para o reforço da parede celular nos locais da infecção (figura 3 A). 

Todos esses eventos ocorrem para prevenir o crescimento e expansão do patógeno 

(Nurnberger et al., 2004). Porém, alguns patógenos desenvolveram a capacidade de burlar 

esse tipo de resistência, através da habilidade de translocar proteínas efetoras, através do 

sistema de secreção tipo III (TS3), para o interior da célula hospedeira, suprimindo a resposta 

de defesa basal e permitindo o desenvolvimento da doença (figura 3 B).  

O TS3, presente em patógenos animais e de plantas, é constituído por aproximadamente 

20-25 proteínas que formam uma estrutura em formato de agulha, a maioria localizada na 

membrana interna da bactéria, sendo, muitas delas homólogas a componentes do sistema 

flagelar de bactérias (Blocker et al., 2003; Tampakaki et al., 2004). No entanto, a co-evolução 

planta-patógeno levou à expressão de genes de resistência (R) na planta hospedeira. O 

isolamento de inúmeros genes R demonstrou que estes codificam proteínas NB-LRR, assim 

denominadas em função da presença de domínios de ligação a nucleotídeo (nucleotide 
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binding ou NB) e domínios ricos em leucina (leucine rich repeat ou LRR). Os domínios LRR 

participam ativamente nas interações proteína-proteína e são responsáveis pelo 

reconhecimento de proteínas efetoras implicando na indução de resposta de defesa (Gómez-

Gómez e Boller, 2000; Chinchilla et al., 2006; Chisholm et al., 2006; Altenbach e Robatzek, 

2007; Chinchilla et al., 2007) 

Na presença de uma associação do efetor com seu cognato R, uma resposta de defesa é 

ativada (figura 3 C). Nesse caso, a resistência é manifestada através da morte celular 

programada no local da infecção culminando na inibição do crescimento do patógeno. Por 

outro lado, a ausência da interação efetor e proteína R resulta na proliferação do patógeno no 

interior da planta hospedeira e no desenvolvimento da doença.  

Efetores tipo TAL 

 Entre as proteínas efetoras translocadas pelo TS3 (figura 3 C), existe uma classe 

conhecida como efetores tipo TAL (Transcription Activator-like) que são capazes de modular 
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diretamente a transcrição do hospedeiro através do reconhecimento e ativação de genes 

específicos da planta (Boch et al., 2009; Kay & Bonas, 2009, Boch & Bonas, 2010).  

 Dentre os efetores TAL mais bem estudados e largamente distribuídos no gênero 

Xanthomonas destacam-se os membros da família AvrBs3/PthA, os quais compreendem um 

grande número de proteínas conservadas. As proteínas AvrBs3 de Xanthomonas campestris 

pv vesicatoria (X. vesicatoria) e PthA de X. citri possuem identidade superior a 96% (Bonas et 

al., 1989; Swarup et al., 1991; Schornack et al., 2006). 
Os efetores TAL tem em comum um sinal de translocação via TS3 na região N-terminal, e 

no C-Terminal, domínios de localização nuclear (NLS) e de ativação transcricional, típicos de 

fatores de transcrição. Além disso, possuem um domínio central composto por 34/35 resíduos 

de aminoácidos que se repetem em tandem e que variam de proteína para proteína (Szurek et 

al., 2001; Marois et al., 2002; Szurek et al., 2002; Kay e Bonas, 2009; Römer et al., 2009b) 

(figura 4 e 5). O domínio central, como veremos a seguir, é necessário para o reconhecimento 

do DNA alvo na planta (Kay e Bonas, 2009; Römer et al., 2009b).�

MDPIRSRTPSPARELLPGPQPDGVQPTADRGVSPPAGGPLDGL

PARRTMSRTRLPSPPAPSPAFSAGSFSDLLRQFDPSLFNTSLF

DSLPPFGAHHTEAATGEWDEVQSGLRAADAPPPTMRVAVTAAR

PPRAKPAPRRRAAQPSDASPAAQVDLRTLGYSQQQQEKIKPKV
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 A proteína AvrBs3 de X. vesicatoria, bactéria que causa a mancha bacteriana em tomate e 

pimentão, é o efetor TAL mais bem caracterizado (Bonas et al., 1989). Depois de translocado 

para a célula hospedeira via TS3, AvrBs3 dimeriza-se no citoplasma (Gurlebeck et al, 2005), 

através do domínio das repetições e interage, por meio do NLS com a proteína �-importina da 

planta, sendo transportado para o núcleo. Uma vez no núcleo, utiliza o domínio central para se 

ligar diretamente aos promotores de genes-alvo, ativando genes envolvidos com o 

desenvolvimento de hiperplasia celular no caso de plantas susceptíveis (Kay et al, 2007) ou 

genes de resistência em plantas resistentes (Römer et al, 2007) (figura 6).  

7�7�

7�

������� �	� 5�����$!�� ��� ��&�� ���  �������� �#������ ���7$��� ;��� .$��"�"��� ��� ���7$��� ;��� ?���$�����&�� ���
 �������� �#������  ���� �� ���� ��$!�� ��� ���"��� ���  ������ ������$� ��� $�$��!�� ��� $�����&�� �� �� 999�� ;���
A�!���)��&��������7$�����������&����!���E<�! �������������$����$�"�$��������������)��&���"�������;���������$�
���$�"���!���������� ����+�$0����7$��$����'��������!�������"!��$�,F6������$ ���#�������A=�0�����!������
G%�����0���������������$����&������B���$�'���$0����������$���G%������.�����������H�I���7���$0��������



�
�

������
�

 Verificou-se que AvrBs3 se liga a uma sequência específica de DNA denominada de 

UpaBox, a qual está presente nos promotores de vários genes com expressão dependente de 

AvrBs3, chamados de genes UPA (upregulated by AvrBs3). Um desses genes, o UPA20, 

codifica um fator de transcrição do tipo basic helix-loop-helix (bHLH), que está diretamente 

envolvido na indução de hipertrofia celular em plantas suscetíveis à X. vesicatoria (Kay et al., 

2007). Em contrapartida, em plantas resistentes à X. vesicatoria, AvrBs3 transativa o gene bs3 

que codifica uma flavina monooxigenase que confere resistência à essa bactéria (Römer et al, 

2007).  

 O mecanismo de ligação de AvrBs3 ao DNA revelou um código de reconhecimento 

específico denominado de código TAL (Boch et al., 2009; Moscou e Bogdanove, 2009). 

Verificou-se assim que os efetores TAL possuem resíduos de aminoácidos variáveis nas 

posições 12 e 13 dentro de cada repetição do domínio central (figura 5). Cada resíduo de 

aminoácido variável se liga a um único nucleotídeo do DNA, conferindo desse modo a 

especificidade de ligação para as sequências de DNA dos promotores alvos (Boch et al., 

2009; Moscou e Bogdanove, 2009; Boch e Bonas, 2010).  

 Na interação entre X. citri e C. sinensis, sabe-se que a bactéria também utiliza o TS3 para 

translocar várias proteínas efetoras de patogenicidade, além dos efetores TAL. Entre os 

efetores estudados estão aqueles que possuem o domínio PIP box (plant-inducible promotor), 

como o Apl1 (Fujikawa et al., 2006), HssB3.0 (Shiotani et al., 2007) e AvrTaw (Rybak et al., 

2009) e outros candidatos como o AvrXacE1, AvrXacE2 e Xac3090, que foram recentemente 

caracterizados por um grupo de pesquisadores da Argentina e demonstraram ter um papel 

relevante na patogenicidade de X. citri (Dunger et al., 2012).  

Por outro lado, dentre os efetores tipo TAL, destaca-se a proteína PthA. O gene pthA foi 

um dos primeiros genes avr para o qual se demonstrou uma função no desenvolvimento dos 

sintomas no hospedeiro. Quando expresso transitoriamente em folhas de citros é suficiente 

para causar lesões do tipo cancro, incluindo ruptura da epiderme, indicando que a proteína 

PthA é o fator principal de indução de hipertrofia celular e hiperplasia em citros (Swarup et al., 

1991; Duan et al., 1999).  

A expressão transitória de pthA em plantas não hospedeiras como tabaco, feijão e algodão 

levam à formação de uma reação tipo HR (Duan et al., 1999). De maneira semelhante, 

quando pthA foi inserido nas cepas X. phaseoli e X. campestris pv malvacearum, os 

transformantes permaneceram não patogênicos aos citros, entretanto, HR foi observado em 

feijão e algodão (Swarup et al., 1992). Evidências adicionais confirmam o papel de PthA na 

patogenicidade de X. citri: mutações nos genes hpr (Yang e Gabriel, 1995 b) ou pthA

causaram perda da habilidade de induzir câncer hiperplásico, lesões circulares tipo “water 

soaking” e perda da habilidade do patógeno crescer in planta (Swarup et al., 1991). Além 
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disso, E.coli carregando ambos os grupos hpr e um homólogo ao pthA causou sintomas como 

o cancro em citros (Kanamori e Tsuyumu, 1998). Portanto, por essas características, PthA tem 

sido considerado o principal fator de patogenicidade de X. citri descrito até o momento. 

 A linhagem de X. citri 306 (da Silva et al., 2002), apresenta quatro variantes de PthAs, 

todas com alto grau de identidade entre si e à proteína AvrBs3 de X. vesicatoria. As variantes 

de PthAs diferem entre si basicamente pelo número de repetições do domínio central e pelos 

resíduos polimórficos encontrados dentro das unidades repetitivas. PthA4 apresenta 17,5 

repetições de 34 aminoácidos, PthA1 possui 16,5 repetições, enquanto PthAs 2 e 3 contém 

15,5 repetições de 34 resíduos (da Silva et al., 2002; Brunings & Gabriel, 2003). A proteína 

PthA4 é considerada a variante essencial para induzir hipertrofia e hiperplasia e portanto, o 

homólogo funcional de AvrBs3 (Al-Saadi et al., 2007).  

Análises do transcriptoma de folhas de C. sinensis infiltradas com X. citri revelaram 

mudanças na expressão de muitos genes associados ao remodelamento e crescimento 

celular, incluindo genes envolvidos na biogênese de ribossomos, tráfego de vesículas, síntese 

e mobilização de auxinas e giberelinas, dois hormônios necessários para o desenvolvimento 

do cancro cítrico (Cernadas et al., 2008; Cernadas e Benedetti, 2009), indicando portanto, 

atividade dos efetores TAL no desenvolvimento dos sintomas do cancro. De fato, a expressão 

transiente de PthA2 em epicótilos de laranja doce resultou em um aumento na expressão de 

genes envolvidos na sinalização de auxina, giberelina, divisão celular e remodelamento de 

parede, os quais estão sendo considerados como alvos diretos de PthA2, dado que em suas 

sequências promotoras encontramos sequências de ligação semelhantes àquelas 

representada na figura 5B (Pereira e Benedetti, dados ainda não publicados). 

 O domínio central de efetores TAL tem sido considerado importante não apenas para o 

reconhecimento e ligação ao DNA alvo, mas também para mediar interações proteína-proteína 

(Gürlebeck et al., 2005; Murakami et al., 2010). O nosso grupo foi pioneiro em determinar por 

Ressonância Magnética Nuclear (RMN), a estrutura de um domínio repetitivo de PthA2, que 

consiste em um peptídeo correspondente a 1,5 repetições do domínio central. Além disso, 

verificamos por difração de raios-X de baixo ângulo (SAXS) que o envelope do domínio central 

de PthA2 (RD2) corrobora o modelo teórico que prediz uma estrutura de superhélice tipo TPR 

(tetratricopeptide repeat) para esse domínio e que RD2 passa por rearranjos conformacionais 

na presença de DNA (Murakami et al., 2010). Recentemente, a estrutura tridimensional do 

domínio central do efetor TAL PthXo1 (de Xanthomonas oryzae), em complexo com o DNA 

alvo, foi elucidada e confirma que as repetições de 34 resíduos se associam para formar uma 

superhélice em torno do sulco maior do DNA, como o nosso grupo havia predito, e que cada 

repetição forma uma estrutura tipo helix-loop-helix onde os resíduos variáveis 12 e 13 se 

encontram no loop ligados ao DNA  (Mak et al., 2012; Deng et al., 2012).  
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 Nosso grupo verificou ainda que PthAs formam homo e heterodímeros entre si através do 

domínio das repetições e que também interagem com a proteína �-importina de citros 

(Domingues et al., 2010). Portanto, os efetores TAL, além de ligarem DNA de forma 

específica, interagem com proteínas do hospedeiro. Entretanto, embora muito se tenha 

revelado recentemente sobre os genes alvos e especificidade ao DNA de efetores TAL, não 

sabemos ainda como esses efetores ativam a transcrição na planta. Assim, com o objetivo de 

entender os mecanismos moleculares pelos quais os efetores TAL ativam a transcrição na 

célula hospedeira, e considerando que os efetores TAL necessitam de fatores da célula 

hospedeira para transativar genes alvos, nosso grupo realizou inúmeras varreduras de duplo-

híbrido e identificou várias proteínas de citros que interagem com as diferentes variantes de 

PthAs.  

Num primeiro trabalho, o grupo identificou que PthA2 interage preferencialmente com um 

conjunto de proteínas de laranja doce envolvidas em reparo de DNA e controle da transcrição. 

Verificou-se, por exemplo, que as proteínas CsCyp, uma ciclofilina, CsTdx, uma tioredoxina, e 

o heterodímero CsUev/CsUbc13, proteínas conjugadoras de ubiquitina, interagem entre si 

formando um complexo  (Domingues et al., 2010). Ainda, dados publicados recentemente pelo 

grupo mostram que a proteína CsCyp funciona como um regulador negativo da RNA Pol II de 

citros e que PthA2 inibe sua atividade de prolil-isomerase. CsCyp está diretamente associada 

ao desenvolvimento do cancro cítrico, uma vez que plantas de laranja com níveis reduzidos 

dessa proteína apresentaram aumento nas lesões do cancro (Domingues et al. 2012).  

 Por outro lado, numa varredura de duplo-híbrido com a variante 4 de PthA, essencial para o 

desenvolvimento do cancro, identificamos várias proteínas de citros com funções no controle 

da transcrição, estabilização de mRNA e controle da tradução (de Souza et al., 2012). Esses 

achados são na verdade o objeto de estudo dessa tese e estão descritos em detalhe no 

capítulo II. Em particular, uma das proteínas identificadas como alvo de interação de PthA4 foi 

a CsMAF1, um regulador negativo da RNA Pol III, proteína essa que se tornou tema principal 

desta tese e cujas características funcionais e bioquímicas estão descritas em detalhes nos 

capítulos III e IV.   
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2.  JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS  

 Considerando a importância da citricultura para a economia do Brasil e a sua grande 

vulnerabilidade às pragas e doenças, especialmente ao cancro cítrico, esse trabalho visa 

contribuir na compreensão da função de PthA, principal efetor de patogenicidade de X. citri, 

identificando e caracterizando proteínas de laranja doce que interagem com esse efetor.  
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CAPÍTULO II: Identificação e caracterização de proteínas de laranja doce que 

interagem com PthA4.  

1. INTRODUÇÃO 

 Embora os genes alvos e a especificidade ao DNA de efetores TAL já tenham sido 

identificados (Boch et al., 2010; Bogdanove at al., 2010), não se sabe ao certo como essas 

proteínas controlam a transcrição dos genes no hospedeiro. Para abordar essa questão, e 

considerando que a atividade de efetores TAL como ativadores transcricionais provavelmente 

dependem da ação de fatores nucleares do hospedeiro, realizamos um screening de duplo 

híbrido utilizando como isca a variante PthA4 de X. citri contra uma biblioteca de cDNA de 

laranja doce (Citrus sinensis). A escolha por PthA4 se deve ao fato de que essa variante, que 

possui 17,5 repetições no domínio central, é considerada essencial para induzir hipertrofia e 

hiperplasia e portanto, o homólogo equivalente ao AvrBs3 (Al-Saadi et al., 2007). Além disso, 

screenings anteriores realizados com PthA2 e PthA3 revelaram um número de interações com 

proteínas de citros envolvidas em importação nuclear, regulação transcricional e mecanismos 

de reparo de DNA (Domingues at al., 2010). Entre as proteínas isoladas, foi caracterizado um 

complexo proteico de citros composto por uma ciclofilina (CsCYP), uma tioredoxina (CsTDX) e 

um heterodímero CsUEV/CsUBC13, envolvido em ubiquitinação “K63-linked” e reparo de 

DNA. Análises de interação das quatro variantes de PthA com esse complexo proteico revelou 

que apesar da alta similaridade entre as variantes, existe uma preferência de interação com 

proteínas alvos nas células de citros (Domingues et al., 2010).  

 Curiosamente, a grande maioria das proteínas de citros que interagem com PthA4 são 

homólogas a fatores nucleares envolvidos em remodelamento e reparo da cromatina, 

regulação transcricional e modificação/estabilização de mRNA. Além disso, essas proteínas 

também interagem com as outras variantes de PthA e surpreendentemente, interagem entre 

elas, indicando a existência de um complexo multiproteico de citros ainda não caracterizado.  

 Esse trabalho contou ainda com a colaboração de Tiago Antonio de Souza, aluno de 

mestrado do nosso grupo, que caracterizou funcional e estruturalmente uma das proteínas de 

citros que compõe esse complexo proteico, a CsHMG, conhecida por sua função como fator 

de transcrição promovendo DNA-bending e, dessa maneira, facilitando o recrutamento de 

fatores nucleares envolvidos com o remodelamento da cromatina, regulação transcricional e 

reparo de DNA (Krohn et al., 2002; Grasser et al., 2007; Prasad et al., 2007; Ueda e Yoshida, 

2010). O aluno Tiago realizou ensaios de EMSA (Electrophoretic mobility shift assays) com 

CsHMG usando como sondas DNA e RNA e, curiosamente, constatou que essa proteína se 

liga especificamente em RNAs ricos em uridina, característica, até o momento, inédita para 
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proteínas dessa família. Esse fato nos estimulou a investigar se PthA4 também teria essa 

capacidade de ligar RNA. Surpreendentemente, descobrimos que PthA4, assim como 

CsHMG, liga-se especificamente à RNA poly (U). Além disso, observamos que tanto CsHMG 

quanto PthA, interagem com duas proteínas poly(A)-binding que estão ligadas ao complexo 

multiproteico de citros via interação com uma proteína structural maintenance of chromosomes

(CsSMC) e uma translin-associated factor X (CsTRAX). No total, foram caracterizadas nove 

proteínas de citros, componentes desse complexo (de Souza et al., 2012). 

  

2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
  

• Realizar um screening de duplo híbrido usando como isca a variante PthA4 de X. 

citri e como presa, uma biblioteca de cDNAs de laranja doce;  

• Confirmar por duplo híbrido e pull down as interações entre as quatro variantes de 

PthA e as proteínas isoladas no screening de duplo híbrido inicial: CsPABP1, 

CsPABP2, CsPCBP, CsTRAX, CsSMC, CsVIP2, CsRRMP1, CsHAP3 e CsMAF1; 

• Confirmar por duplo híbrido e pull down as interações entre as proteínas isoladas 

de laranja doce: CsPABP1, CsPABP2, CsPCBP, CsTRAX, CsSMC, CsVIP2, 

CsRRMP1, CsHAP3 e CsMAF1;  

• Realizar ensaios de interação entre PthA4 e sondas de RNAs (poly A, U, G e C) 

através da técnica de EMSA (Eletrophoretic Mobility Shift Assay).  
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3. MATERIAIS E MÉTODOS  

A subclonagem da isca PthA4 no vetor pOBD (em fusão com o domínio de ligação GAL4) 

foi realizada nos sítios de restrição NotI/NotI, partindo da construção em vetor pET28a, 

disponível em nosso laboratório. Uma biblioteca de cDNAs de folha de Citrus sinensis, 

clonada no vetor pOAD e já disponível em nosso laboratório (Domingues et al., 2010), foi 

utilizada como presa.  

 Para os clones positivos que estavam fora de fase de leitura em relação à fusão com o 

domínio GAL4, foram desenhados primers específicos para que esses genes pudessem ser 

clonados em fase de leitura correta (ver Tabela 1).  

��������	�-����&�����$�,"6�����
J��J���$�������
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Nome Sequência 5’ 3’ Presa

Maf1-F GTCGACCCATGAAGTTCTTAGAATACACTCC CsMAF1 

Pabp-F GAATTCATGGAGCAACACGATGAGCAAGAGC CsPABP1 

Algumas das construções utilizadas nesse trabalho já estavam disponíveis em nosso 

laboratório, entre elas: pOBD-pthA1-∆N, pOBD-pthA2-∆N e pOBDpthA3-∆N.  

3.1 SCREENING DE DUPLO-HÍBRIDO COM A ISCA pOBDPthA4

 3.1.1 Preparação da biblioteca pOAD de citros para transformação em levedura 

Utilizou-se 50 µL de cada alíquota da biblioteca de cDNAs de Citrus sinensis (cerca de 37 

alíquotas) como inóculo para se extrair o DNA plasmidial. Esse inóculo foi crescido a 37°C sob 

agitação (200 rpm) por 16 horas. O DNA plasmidial foi purificado utilizando o kit Plasmid Maxi 

Kit (Qiagen), de acordo com o protocolo do fabricante. O rastreamento das interações entre as 

iscas e presas requer um grande número de transformantes para testar uma grande fração de 

presas presentes na biblioteca. Segundo o protocolo de Gietz (1998), antes de partir para uma 

transformação em larga-escala, é preciso testar concentrações crescentes de DNA plasmidial 

que permitirão uma boa cobertura da biblioteca de cDNAs. Desse modo, foi feita uma 

quantificação do DNA plasmidial total purificado usando o método descrito por Sambrook 

(2001) em espectrofotômetro numa absorbância de 260nm. A quantidade de DNA utilizada 

para a transformação foi de 30 µg.  

 3.1.2 Transformação em Larga-escala 
A linhagem de levedura PJ69-4a de Saccharomyces cerevisiae (MATa, trp1-901, leu2-3, 

112,  ura3-52, his3-200, gal4�, gal80�, LYS2::GAL1-HIS3, GAL2-ADE2, met2::GAL7-lacZ



�
�

������
�

[James e Craig et al., 1996]) contendo a isca de interesse (pOBDPthA4), foi inoculada em 50 

mL de 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 incubada sob agitação a 

30°C por 16 horas. Após este período, mediu-se a OD (optical density) a 600nm e calculou-se 

o volume de pré-inóculo necessário pra a obtenção de um total de 7,5x108 células, as quais 

foram centrifugadas e inoculadas em 150 mL de meio YAPD. Após incubação a 30°C por 6 

horas, sob agitação; novamente foi verificada a quantidade de células, que deveria atingir uma 

fase logarítmica - OD600nm de 2,0 unidades de absorbância, correspondente à 

aproximadamente 2,0 x 107 UFC/mL.  

A cultura foi então dividida em três tubos de 50 mL e centrifugada a 4.000 rpm por 5 

minutos. Descartou-se o sobrenadante e as células foram ressuspendidas em 25 mL de água 

estéril, quando foram novamente sedimentadas e ressuspendidas em um único tubo com 3 

mL de acetato de lítio (100 mM). A solução foi incubada em banho-maria a 30°C por 15 

minutos, sendo então centrifugada e o sobrenadante descartado. Ao pellet, na ordem 

indicada, foram adicionados: 7,2 mL PEG (50%); 1,08 mL acetato de lítio (1,0 M); 1,5 mL ss-

DNA esperma de salmão (2 mg/mL); 50 �L de DNA da biblioteca (30 �g total) e 950 �L de 

água estéril. A mistura foi homogeneizada em vórtex e incubada a 30°C por 30 minutos, 

agitando-se bem o tubo a cada 10 minutos. Após este procedimento, a mistura foi submetida 

ao choque-térmico a 45°C por 45 minutos, no decorrer dos quais, o tubo era invertido a cada 5 

minutos. Posteriormente, a mistura foi centrifugada a 4.000 rpm por 5 minutos e o 

sobrenadante removido. As células foram ressuspendidas em 20 mL de água ultrapura estéril 

e plaqueou-se 500 �L da solução em 36 placas (150 x 15 mm) contendo meio SC +Ade –His –

Leu –Trp + 3 mM 3-AT (para os clones negativos em auto-ativação GAL1-HIS). Em outra 

placa contendo SC +Ade +His +Trp -Leu, plaqueou-se 500 �L de uma diluição 1:100 da 

mistura (controle do número de transformantes totais). As placas foram incubadas a 30°C 

durante 4 dias, no decorrer dos quais, efetuou-se a contagem de colônias. 

Aproximadamente 9 milhões de clones foram plaqueados, sendo que a 

representabilidade da biblioteca é de aproximadamente 800 mil clones. Desse screening

primário, foram isoladas 175 colônias que tiveram crescimento mais acentuado. Essas 

colônias foram repicadas para dois conjuntos de placas contendo os meios: SC +Ade –His –

Leu –Trp e SC –Ade –His –Leu –Trp, respectivamente. Cerca de 90 colônias cresceram nas 

placas SC –Ade –His –Leu –Trp e foram consideradas positivas como resultado do screening.  
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 3.1.3 Isolamento do DNA plasmidial de levedura 
As colônias das placas SC –Ade –His –Leu –Trp, foram inoculadas independentemente, em 

meio seletivo SC –Ade -His –Leu –Tr a 30°C, sob agitação (250 rpm) por 18 horas. 

Centrifugou-se a 2.800 rpm a 4°C, por 5 minutos e descartou-se o sobrenadante. As células 

foram ressuspendidas no volume residual do meio e adicionou-se 1 mL de “Rescue Buffer” (50 

mM Tris-Cl pH 7,5; 10 mM EDTA; 0,3% ß-mercaptoetanol). Após este procedimento, as 

células foram centrifugadas e novamente ressuspendidas no volume residual do meio e 

adicionou-se 25 �L de solução de lise (2 mg/mL de zimoliase; 0,2 mg/mL de RNAse). As 

células foram incubadas a 37°C por 1 hora sob agitação (200 rpm). Foi adicionado 25 �L de 

SDS (10%), agitou-se bem e incubou-se à temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida, 

foi adicionado 80 �L de acetato de potássio 3 M, misturou-se bem e as células foram levadas 

ao freezer -80oC por 15 minutos. Após o descongelamento, as células foram centrifugadas a 

4.000 rpm, por 15 minutos, à 4°C e 120 �L do sobrenadante foram transferidos para um novo 

tubo (1,5mL). O mesmo volume de isopropanol foi adicionado ao sobrenadante e o tubo foi 

agitado e incubado por 15 minutos no gelo. Centrifugou-se então a 4.000 rpm, por 30 minutos, 

o sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com etanol (70%). Após a drenagem, secou-

se o pellet invertendo-se o tubo sobre um papel toalha e centrifugando-o mais uma vez por 15 

minutos a 4000 rpm. O pellet foi então ressuspendido em 15 �L de TE e usado na 

transformação de células de E. coli, DH5α,  para a obtenção dos vetores para 

sequenciamento. A reação de sequenciamento do DNA baseou-se no método Dideoxi de 

Sanger (Sanger et al., 1977) com a utilização de um kit de Sequenciamento da Applied 

Biosystems (BigDye Terminator vs. 3.0). A identificação dos clones foi feita por homologia de 

sequência usando o programa BLAST.   

3.2 ENSAIO DE DUPLO-HÍBRIDO  

As iscas clonadas em pOBD e as presas em pOAD foram separadamente transformadas 

em cepas de E.coli DH5α por choque térmico, plaqueadas em meio de cultura Luria Bertani 

(LB – 1% de peptona, 05% de extrato de levedura e 1% de cloreto de sódio) seletivo com 100 

µg/mL de Ampicilina (ambos os vetores, pOBD e pOAD possuem resistência a esse 

antibiótico) e crescidas em estufa a 37 °C por 16 horas. Os clones foram repicados em meio 

líquido seletivo LB+Amp a 37 °C por 14-16 horas. As células foram em seguida, coletadas e o 

DNA plasmidial purificado utilizando o kit QIAprep Spin Miniprep (Qiagen), de acordo com o 

protocolo do fabricante. O mesmo procedimento foi realizado para os vetores pOBD e pOAD 

vazios, ou seja, sem insertos, os quais foram utilizados como controle para confirmação das 
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interações.  Estas construções pOBD-isca e pOAD-presa foram então utilizadas para 

transformação de leveduras competentes nos ensaios de duplo híbrido. 

� 3.2.1 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 e 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 preparados inóculos 

contendo a levedura selvagem em meio YPD líquido incubados por 16 horas a 30°C e 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 1 M; 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 horas 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. 

� 3.2.2 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) 9 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 seguida, os clones obtidos foram repicados para um outro meio ainda mais restritivo 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 concentrações de 0, 3 e 5 mM. Este composto é 
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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.

3.3 SUBCLONAGENS, EXPRESSÃO E PURIFICAÇÃO DE PROTEÍNAS 

RECOMBINANTES EM E. coli 

� 3.3.1 Subclonagens nos vetores pGEX-4T-1 e pET28a

Os cDNAs correspondentes às proteínas CsPABP2, CsPCBP, CsSMC e CsVIP2 foram 

subclonados do vetor pOAD para os vetores de expressão pGEX-4T-1 (GE Healthcare) e 

pET28a (Novagen), usando-se os sítios de restrição SalI/NotI. Os cDNAs correspondentes às 

proteínas CsPABP1, CsHAP3 e CsRRM1 foram subclonados apenas no vetor pGEX-4T-1, 

usando-se os mesmos sítios SalI/NotI.  

 Após digestão com essas 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 sob incubação 

no banho a 16°C por 16 horas. Esta ligação foi então transformada em células competentes de 

E.coli DH5α por choque térmico, plaqueada em meio LB seletivo com 100 µg/mL de Amp, 

para a construção em pGEX-4T-1 e com  50 µg/mL de  Kana para a construção em pET28a 

(pET28a - resistência a kanamicina) e incubada em estufa 37°C por 16 horas. Para selecionar 

clones transformantes, foi realizado PCR de colônia com 10 clones isolados com os primers 

pyEX/pGEX forward e reverse para a construção em pGEX-4T-1 e os primers T7 e pet-Rev 

para a construção em pET28a. Estes clones foram então confirmados por sequenciamento de 

DNA. Em seguida, as culturas foram crescidas em meio líquido LB Amp e LB Kana 

(resistência de acordo com as construções) e os plasmídeos purificados por miniprep

(Qiagen). Após a confirmação da clonagem os plasmídeos foram usados para transformar 

células competentes de E.coli para expressão, BL21(DE3), por choque térmico.  

 Essas construções foram então expressas em 100 mL de meio LB Amp (100 µg/mL) e LB 

Kana (50 µg/mL) nas temperaturas: 25°C, 30°C e 37°C (com o objetivo de testar se a 

temperatura influenciaria na solubilidade da proteína) sob agitação constante de 200 rpm. As 

culturas foram crescidas até atingir a fase logarítmica - OD (optical density) a 600nm entre 0,6 

e 0,8 unidades de absorbância e a síntese das proteínas recombinantes foi induzida por 3 

horas com adição de 0,4 M de IPTG (isopropil β-D-tiogalactopiranosídeo, análogo da lactose). 
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Foram realizados testes para verificar a solubilidade e se estas proteínas fusionadas à 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 o tampão BPS 1X (Phosphate-buffered saline – 140 mM NaCl; 2,7 

mM KCl; 10 mM Na2HPO4; 1,8 mM KH2PO4) +  Nonidet P40 1% + lisozima (1 mg/mL) e 

sonicação (5 a 10 pulsos de 20s), a fim de aumentar a eficiência da lise, e resina GST 

imobilizada em PBS. Para o teste com a resina de níquel, foi utilizado o tampão Tris (20 mM 

Tris-HCl pH 8.0, 300 mM NaCl, 15 mM Imidazol, 20% Glicerol, 1 mM PMSF) + lisozima (1 

mg/mL) + Nonidet p40 (0,5%) + Rnase (20 mg/mL) e sonicação (15 pulsos de 20s), a fim de 

aumentar a eficiência da lise. O extrato foi então centrifugado à 4ºC por 1 hora a 14000 rpm e 

incubado com a resina. A indução, solubilidade e purificação foram avaliadas por gel de 

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

� 3.3.2 Expressão de PthAs 3 e 4 em E. coli

 PthAs 3 e 4 clonados em pET28a foram expressos em BL21(DE3) e purificados por 

afinidade em resina de níquel (NiNTA). 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 por 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 lisado 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. 

3.4 ENSAIOS DE GST-PULL DOWN  

 As proteínas recombinantes (CsTRAX, CsCSMC, CsRRMP1, CsHAP3, CsPABP1 e 

CsVIP2) expressas em fusão com GST, foram ressuspendidas em 1 mL de tampão de lise 

(PBS 1X pH 7,4; 1 mM de DTT e lisozima [1 mg/ml]), 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 
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lavada com tampão de ligação (30 volumes de coluna), para remoção de amostra não ligada. 

Em seguida, a resina foi incubada com 1 mL das proteínas inteiras: pET28a-PthA3 ou  

pET28a-PthA4, previamente expressas e purificadas por afinidade em resina de níquel 

(NiNTA) como já descrito anteriormente. A incubação foi realizada por 2 horas sob leve 

agitação a 4°C. As amostras foram 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 Anti-PthA e Anti-GST, como será descrito no item 3.5. 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.  

 As amostras foram aplicadas em géis de poliacrilamida 10% para coloração com corante 

Coomassie blue e visualização por Western blot, com os anticorpos Anti-6xHis (Sigma) e Anti-

GST (Sigma). 

3.5 WESTERN BLOT 

 As proteínas separadas pelo gel foram transferidas para membrana de PVDF (difluoreto de 

polivinila) 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 (GE Healthcare).  

 Foram utilizados os seguintes anticorpos primários: Anti-GST (Sigma - diluição de 1:3000) e 

Anti-PthA (policlonal - 1:5000). E como anticorpos secundários correspondentes Anti-mouse 

ou Anti-rabbit (ambos na diluição de 1:3000), dependendo do animal no qual foram 

produzidos. 

3.6 ENSAIOS DE EMSA (Eletrophoretic Mobility Shift Assay) 

 As sondas utilizadas nesse ensaio consistiam de quatro segmentos de 25 bases compostos 

por polímeros de adenosina (poly-A)25, uridina (poly-U)25, citidina (poly-C)25 e guanosina (poly-

G)25 (Tabela 2).  
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Nome Oligonucleotídeos de RNA – Sequência 5’ 3’

PolyA AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

PolyC CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC 

PolyG GGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGGG 

PolyU UUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUU 

 As sondas foram marcadas radioativamente usando-se [γ32P]-ATP e a enzima T4 

polinucleotídeo quinase (PNK - Fermentas). As sondas marcadas foram purificadas com o kit 

Illustra de acordo com as recomendações do fabricante.

 As reações de ligação contendo a proteína PthA4 purificada (100 a 500 ng) foram 

incubadas com 12,5 nM de cada sonda marcada, em tampão de ligação (12 mM Tris-HCl, 60 

mM KCl, 1 mM DTT, 2,5% glicerol, 5 mM MgCl2, 0,2 mM EDTA e 0,05% NP-40, pH 7,5) por 30 

minutos no gelo. Foi acrescentado o tampão de amostra de RNA e as amostras foram 

aplicadas em gel de poliacrilamida não desnaturante 6%. A corrida durou 2 horas a 70 volts. 

Após corrida os géis foram secos e expostos por 16h à -80°C para posterior autoradiografia. 

3.7 ANÁLISES DE ESPECTROMETRIA DE MASSAS 

 Folhas jovens de laranja doce foram maceradas em tampão de lise (20 mM Tris-HCl pH7.4, 

15 mM imidazol, 25 mM NaCl, 10% glicerol, 0,05% Triton X-100, 0.1 mM PMSF) e 

centrifugadas a 14.000 rpm por 10 minutos a 4°C. As proteínas recombinantes CsSMC e 

CsTRAX com his-tag foram purificadas (como descrito anteriormente), imobilizadas em resina 

de cobalto e incubadas com o lisado de células de citros, durante 16 horas a  4°C, sob 

agitação orbital. As resinas foram lavadas com 20 volumes de coluna do tampão de lise 

(quatro vezes) a 4°C. As proteínas ligadas às colunas foram fracionadas em gel de 

poliacrilamida (10%) SDS-PAGE. As bandas correspondentes às proteínas eluídas foram 

coradas com prata, cortadas do gel, reduzidas, alquiladas e digeridas com tripsina. A mistura 

de peptídeos resultante foi reconstituída em 0.1% de ácido fórmico e analisada em um 

Espectrômetro de Massas ETD enabled Orbitrap Velos (Thermo Fisher Scientific) acoplado à 

cromatografia líquida (LC-MS/MS) por um sistema EASY-nLC (Proxeon Biosystem) através de 

uma fonte de ionização nanoeletrospray Proxeon.  

 Os peptídeos foram separados em um gradiente de acetonitrila (2-90%) em 0.1% de ácido 

fórmico usando uma pré-coluna EASY-Column (2cm Xid 100 µM, 5 µM particle size) e uma 

coluna analítica EASY-Column (10cm Xid 75 µM, 3 µM particle size) a um fluxo de volume de 

300 nl/min durante 20 minutos. A voltagem do nanoeletrspray foi ajustava para 1.7 kV e a 
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temperatura da fonte para 275°C. Todos os métodos de instrumentos para a Orbitrap Velos 

foram ajustados no modo de aquisição de dados dependentes. A verificação completa dos 

espectros de MS (m/z 300 – 2000) foi adquirida no analizador do Orbitrap após a acumulação 

de um valor alvo de 1e6. A resolução foi ajustada para r= 60,000 e os 20 íons de peptídeos 

mais intensos com o estado de carga � 2 foram sequencialmente isolados para um valor alvo 

de 5,000 e fragmentados em um “trap” de íons linear por CID de baixa energia (energia de 

colisão  normalizada de 35%). O limiar de sinal para desencadear um evento MS/MS foi 

ajustado para 1000 contagens. Exclusão dinâmica foi ativada com uma lista de exclusão de 

tamanho de 500, a duração da exclusão de 60 segundos e a repetição da contagem de 1. 

Foram usados uma ativação de q=0.25 e um tempo de ativação de 10 ms. As listas de pico 

(mgf) foram geradas a partir dos arquivos de dados raw pelo software Mascot Distiller 

v.2.3.2.0, 2009 (Matrix Science Ldt.) e a busca contra os bancos de dados de ESTs de citros 

(> 200.000 sequências) e do genoma de citros (13.000 unigenes) utilizando o Mascot v.2.3.01 

(Matrix Science Ltd.), com carbamidometilação como modificações fixadas, oxidação da 

metionina, como modificação variável, uma clivagem perdida de tripsina e uma tolerância de 

10 ppm para íons precursores e 1 Da para íons fragmentados. Apenas peptídeos com um 

mínimo de 5 resíduos de aminoácidos que apresentavam limiar significativo (p<0.05) na 

pontuação Mascot-based foram considerados na análise. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

PthA4 interage com proteínas de citros com domínios de ligação a DNA e 

RNA. 

 Em relação às proteínas de citros isoladas no screening de duplo híbrido inicial realizado 

com a isca PthA4, podemos classificá-las em três grandes categorias funcionais: reparo e 

remodelamento da cromatina, regulação da transcrição e modificação/estabilização de mRNA.  

 As proteínas selecionadas estão listadas na tabela 3 e incluem uma proteína do tipo high-

mobility group (CsHMG), caracterizada pelo aluno Tiago, duas proteínas do tipo poly(A)-

binding, designadas CsPABP1 e CsPABP2, uma proteína do tipo poly(C)-binding, com um 

domínio KH (CsPCBP), uma translin-associated factor X (CsTRAX), uma proteína que contém 

o domínio structure maintenance of chromosomes (CsSMC), uma VirE2-interacting protein

(CsVIP2), uma proteína com o motivo RNA-recognition motif (CsRRMP1) e uma homóloga ao 

fator de transcrição OsHAP2A (CsHAP3).  

 Curiosamente, a proteína CsRRMP1, CsTRAX e importina-� (Domingues et al., 2010) foram 

isoladas em screening anteriores realizados com outras variantes de PthA. 
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Proteína 
Acesso

GenBank 
Características Função biológica predita 

CsHMG JN600529 Ligação à DNA; domínio HMG-box Remodelamento da cromatina; reparo de DNA; 

controle da transcrição 

CsPABP1 JN556038 Ligação à RNA; domínio RRM Modificação / estabilização mRNA 

CsPABP2 JN600528 Ligação à RNA; domínios RRM Modificação / estabilização mRNA 

CsPCBP JN600525 Ligação à RNA; domínio PCBP_KH Processamento de mRNA/splicing; ativação da 

tradução 

CsTRAX JN600526 Domínio Translin Silenciamento gênico induzido por RNA; reparo de 

DNA / recombinação 

CsSMC JN600522 Domínio SMC / Mnd1 Segregação cromatina; reparo de DNA / 

recombinação  

CsVIP2 JN600527 Domínio CCR4-NOT Remodelamento da cromatina; integralização 

DNA 

CsRRMP1 JN600523 Ligação à RNA; domínios RRM Modificação / estabilização mRNA 

CsHAP3 JN600524 Ligação à DNA Regulação da transcrição 
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 É interessante observar que todas as proteínas de citros isoladas nesse screening possuem 

um ou múltiplos domínios de ligação a RNA e/ou DNA e com exceção de CsRRMP1, todas as 

presas identificadas possuem homólogos em leveduras, humanos ou plantas, com estrutura 

tridimensional e/ou função biológica conhecida (Tabela 3). Além dessas proteínas listadas na 

tabela 3, outras proteínas envolvidas no controle da transcrição foram identificadas, incluindo 

uma auxin-response factor (CsARF) e uma homóloga à proteína MAF1 humana (CsMAF1), 

conhecida como reguladora negativa da RNA polimerase III, que será descrita nos próximos 

capítulos.   

Características estruturais e funcionais de ortólogos das presas isoladas.

CsPABP1 e CsPABP2 

Foram isoladas duas proteínas do tipo poly(A) binding protein (PABP) no screening de 

duplo híbrido com a isca PthA4: a CsPABP1 e a CsPABP2 que são homólogas às proteínas 

humanas PABPN e PABPC, respectivamente, cujas funções estão relacionadas com 

estabilização do mRNA e início da tradução (Kahvejian et al., 2001; Mandel et al., 2008). 

CsPABP1 possui um único domínio RRM e um domínio C-terminal rico em glicina/arginina e 

CsPABP2, possui quatro cópias do domínio RRM na porção N-terminal (Kühn e Wahle, 2004). 

O domínio RRM é o mais importante domínio usado no reconhecimento de RNA, presente em 

centenas de diferentes proteínas (Burd e Dreyfuss, 1994). Esse domínio possui dois motivos 

conservados RNPs, responsáveis pela especificidade do reconhecimento de cauda poli(A) 

(Deo et al., 1999).   

 Em eucariotos, a cauda poli(A) na porção 3’ do mRNA, influencia quase todos os aspectos 

do metabolismo do RNA: transporte do núcleo para o citoplasma, estabilização e tradução. No 

entanto, estudos recentes realizados em humanos, plantas e leveduras, revelam que a cauda 

poli(A) pode também marcar os RNAs para a degradação via complexo exossomo 

(Chekanova et al., 2007; LaCava et al., 2005; Vanacova et al., 2005; Wang et al., 2008). Para 

realizar essas funções biológicas, a cauda poli(A) possui sítios específicos para vários fatores 

regulatórios, entre eles estão duas proteínas do tipo PABP: PABPC no citoplasma, e PABPN1 

no núcleo (Ge et al., 2008). 

 Na maioria dos casos, a síntese de proteínas é estimulada por interações proteína-proteína 

(fatores de tradução do complexo eIF4F e PABPs) que servem para conectar a extremidade 

5’, 7-metil-G cap e a cauda poli(A) na extremidade 3’ do mRNA, formando um loop-fechado, 

através da circularização do mRNA, e o recrutamento da maquinaria ribossomal. Interações 

entre as extremidades 3’ e 5’ do mRNA também influenciam a sua estabilidade. A cauda 

poli(A) estabiliza a maioria dos mRNAs via associação com proteínas PABP. Em leveduras, 
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PABP contribui para a estabilidade do mRNA por inibir a remoção do “cap”, que é um pré-

requisito para a degradação de um número de mRNAs (Deo et al., 2001). 

 PABPC, também conhecida como Pab1 em S. cerevisiae, está presente em todos os 

eucariotos e desempenha um papel importante no início da tradução e na degradação do 

mRNA. PABPC contém quatro domínios RRM na porção N-terminal. RRM1 e RRM2 são mais 

similares à RRM3 e RRM4, respectivamente. Os dois primeiros domínios RRMs são 

principalmente responsáveis pela ligação específica à cauda poli(A) (Ge et al., 2008). A região 

C-terminal possui um domínio da família PABP que tem sido atribuído inúmeras funções 

bioquímicas, incluindo homo-oligomerização (Kuhn e Pieler, 1996) e interações proteína-

proteína. A protease 2A de poliovírus é capaz de clivar proteínas PABP entre o quarto domínio 

(RMM4) e o motivo PABP no C-terminal para diminuir o início da tradução in vitro, destacando 

a grande importância desse motivo (Joachims et al., 1999; Kerekatte et al., 1999).  

 No núcleo, PABPN1 promove a síntese da cauda poli(A) através da estimulação da proteína 

PAP [poly(A) polymerase] e controla o comprimento da cauda poli(A) (Nemeth et al., 1995). 

Microscopia eletrônica do complexo PABPN-poli(A), sugere que a oligomerização da proteína 

tem uma significância funcional. Essa estrutura dinâmica pode funcionar como uma “régua” 

molecular para determinar o comprimento da cauda poli(A) (Keller et al., 2000). Embora 

PABPN ligue à cauda poli(A) com a mesma afinidade e especificidade que PABPC, ela possui 

apenas um único domínio RRM, que separa a região C-terminal, rica em arginina, do domínio 

N-terminal, essencial para a estimulação de PAP (Ge et al., 2008). Recentemente, estudos 

realizados em levedura, sugerem que o papel de PABPN seja mais do que a poliadenilação na 

síntese do mRNA, mas sim um papel no controle da tradução via degradação do mRNA pelo 

exossomo (Perreault et al., 2007; Lemay et al., 2010).   

CsPCBP 

 A regulação da expressão gênica a nível pós-transcricional é alcançada principalmente por 

proteínas que contém domínios bem definidos envolvidos em ligação a RNA. Os motivos mais 

amplamente conhecidos são os de reconhecimento de RNA (RRM) e o domínio KH (K 

homology) (Burd e Dreyfuss, 1994; Swanson, 1995; Siomi et al., 1993). O domínio KH possui 

cerca de 60 resíduos de aminoácidos, normalmente hidrofóbicos, e com uma sequência 

consenso (VIGXXGXXI) bem conservada no meio do domínio. Uma única proteína pode 

possuir até 15 cópias do domínio KH (Burd e Dreyfuss, 1994), como é o caso da proteína 

vigilin (Musco et al., 1996). 

 Proteínas do tipo poly(C)-binding (PCBPs) possuem como principal característica a 

presença de 3 domínios KH. Membros desse grupo realizam múltiplas funções, incluindo 

estabilização de mRNA (Weiss e Liebhaber, 1995; Blyn et al., 1997; Gamarnik e Andino, 
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1997), silenciamento traducional (Collier et al., 1998; Ostareck et al., 2001) e aumento da 

tradução (Blyin et al., 1997; Andino et al., 1999). Este grupo também é encontrado em 

proteínas de plantas, que parecem ter dois domínios PCBP-like arranjados em tandem, como 

HEN4, uma proteína que desempenha um papel importante no processamento do pré-mRNA 

de AGAMOUS (AG) e no desenvolvimento da planta. Em um primeiro cenário, HEN4, 

juntamente com outras proteínas associadas, inibem o reconhecimento ou o uso de sinais de 

poliadenilação presentes no segundo íntron de AG, isso acarreta um término prematuro da 

transcrição e poliadenilação nesses sítios. Em um segundo cenário, essas proteínas 

promovem um splicing no pré-mRNA de AG (Cheng et al. 2003).   

 A proteína CsPCBP isolada de citros, possui três domínios KH arranjados em tandem e 

cada domínio apresenta o motivo GXXG bem definido. Estudos demonstraram que esse 

domínio é essencial para a função dessa proteína em levedura (Brykailo et al., 2007). 

CsTRAX 

 A proteína TRAX (Translin-associated factor X) de mamíferos foi primeiramente identificada 

em um ensaio de duplo-híbrido com o objetivo de identificar proteínas que interagiam com 

Translina (Aoki et al., 1997). Translina é uma proteína octamérica envolvida em uma 

variedade de eventos celulares, incluindo translocações cromossômicas (Aoki et al., 1995), 

transporte de mRNA e regulação da tradução (Han et al., 1995a; Kwon e Hecht, 1993).  

 Apesar de muitos estudos destacarem o papel importante de Translina e TRAX na divisão e 

proliferação celular (Ishida et al., 2002; Yang e Hecht, 2004), um trabalho mostrou que TRAX 

também pode estar envolvida no mecanismo de reparo de DNA, através de sua interação com 

uma proteína da matrix nuclear, chamada C1D, uma proteína do tipo SMC (Structural 

Maintenance of Chromosomes) (Chen et al., 2004). 

 Um outro estudo recente mostrou que o complexo Translin-TRAX é componente do 

complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC), atuando como ativador de AGO2, em 

células HeLa (Liu et al., 2009;Ye et al., 2011).  

CsSMC 

 Proteínas SMC (Structural Maintenance of Chromosomes) desempenham um papel 

importante na estrutura e dinâmica de cromossomos procariotos e eucariotos, assegurando o 

processo fiel de segregação durante a divisão celular (Koshland e Strunnikov, 1996; Cobbe e 

Heck, 2000; Hirano, 2002). Essas proteínas estão envolvidas em condensação do 

cromossomo, coesão de cromátides-irmãs, compensação da dosagem do cromossomo 

sexual, recombinação genética e reparo de DNA (Strunnikov, 1998).  
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 Os eventos de condensação do cromossomo que ocorre entre a prófase e metáfase, onde 

uma massa amorfa de cromatina é organizada em cromossomos estruturados, e a coesão de 

cromátides irmãs, são processos realizados por complexos proteicos distintos, porém 

similares estruturalmente. Esses complexos são chamados de condensina e coesina, 

respectivamente. No núcleo desses dois complexos encontram-se membros de uma família de 

ATPases cromossômicas, a família SMC, Structural Maintenance of Chromosome (Hirano, 

2002).  

 Em eucariotos, ao menos seis membros da família de proteínas SMC foram encontrados. 

Cada um deles possui parceiros específicos com os quais formam um heterodímero SMC. 

Podem ser classificados em três grupos distintos: SMC1-SMC3, SMC2-SMC4 e SMC5-SMC6. 

Esses heterodímeros também se associam com diferentes subunidades proteicas não 

pertencentes a essa família para montar um holocomplexo SMC inteiramente funcional 

(Hirano, 2002). Essas proteínas possuem a região N-terminal e C-terminal altamente 

conservadas. O domínio N-terminal possui um motivo de ligação NTP (Walker A box) que liga 

ATP. Já o domínio C-terminal contém um motivo DA box, que lembra um motivo Walker B e 

liga DNA, mas com preferência a DNA dupla fita que é capaz de adotar estruturas secundárias 

(Strunnikov e Jessberger, 1999). O complexo SMC5-SMC6 provavelmente desempenha um 

papel importante na organização cromossômica, no que diz respeito à integridade e resposta 

a DNA danificado (Hirano, 2002).  

CsVIP2 

A proteína CsVIP2 de citros possui mais de 70% de identidade com a proteína VIP2 de 

Arabidopsis thaliana e apresenta um domínio da família das proteínas NOT2/NOT3/NOT5. 

 VIP2 é uma VIRE2 Interacting Protein 2, ou seja, uma proteína de planta que interage com 

a proteína VIRE2 de Agrobacterium tumefaciens. VIRE2 é translocada para dentro da célula 

da planta e, aparentemente protege o T-DNA da bactéria da degradação. Em ensaios de 

duplo-híbrido realizados para melhor caracterizar as funções de VIRE2 no transporte e 

integração do T-DNA, duas proteínas de planta que se associam com VIRE2 foram 

identificadas em Arabidopsis thaliana, VIP1 e VIP2. VIP1 está envolvida na importação nuclear 

do complexo T-DNA, já VIP2, que possui um domínio NOT está envolvido na integralização do 

T-DNA no genoma do hospedeiro (Anand et al., 2007).  Análises comparativas de 

transcriptoma, entre o tipo selvagem e o mutante vip2 de Arabidopsis thaliana, sugeriram que 

VIP2 atua, de maneira direta ou indireta, na regulação da transcrição de muitos genes que 

codificam histonas ou proteínas relacionadas à histona. Dessa maneira, VIP2 atua na 

transformação mediada por Agrobacterium em plantas, modulando a expressão de vários 

genes que codificam histonas de plantas (Anand et al., 2007). 
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 Proteínas com o domínio NOT são componentes integrais do complexo transcricional Ccr4-

Not, conservado em eucariotos e cuja função está associada à degradação de RNA e 

regulação transcricrional (Collart, 2003; Collart e Timmers, 2004). De fato, uma das 

subunidades desse complexo, o Ccr4, é a principal deadenilase de leveduras (Tucker et al., 

2001), que catalisa o primeiro passo que conduz à subsequente degradação de mRNAs 

citoplasmáticos. Essa atividade é auxiliada por outra subunidade do complexo Ccr4-Not, a 

Caf1. Além de Ccr4 e Caf1, o complexo Ccr4-Not é composto por outras 7 subunidades, 

Caf40, Caf130 e outras 5 subunidades Not (Not1-Not5). A única subunidade que é essencial 

para a viabilidade da levedura é Not1, a plataforma do complexo Ccr4-Not (Azzouz et al., 

2009).  

CsRRMP1 

A proteína CsRRMP1 isolada de citros no duplo-híbrido é semelhante a várias proteínas de 

plantas que contém domínios RRM de reconhecimento de RNA.  

 A regulação da expressão gênica pós-transcricional é modulada principalmente por 

proteínas contendo motivos RRM. A regulação pode ser realizada por proteínas que se ligam 

diretamente ao RNA ou por proteínas que modulam a função de outros fatores regulatórios 

(Lorkovic e Barta, 2002). Proteínas que se ligam a RNA estão envolvidas na síntese, 

processamento, transporte, tradução e degradação do RNA, se destacando como importantes 

proteínas regulatórias multifuncionais (Fedoroff, 2002).  

 Os motivos conservados dessas proteínas identificam dois domínios: 1) não-catalíticos, que 

são os domínios de ligação a RNA primariamente (RBDs – RNA-binding domain), e 2) 

domínios catalíticos, que estão envolvidos com modificações do RNA (isomerização, tiolização 

e desaminação), hidrólise por ATP ou GTP (fatores de tradução, helicases de RNA e 

sintetases t-RNA aminoacil), ou degradação do RNA (ribonucleases).  

 As maiores categorias de RBDs em eucariotos, compreendem: RNA-recognition motif 

(RRM),  double-stranded (ds)RBD e  domínio K-homology (Fedoroff, 2002). 

 As proteínas com motivo RRM são as mais abundantes nos vertebrados superiores (de 0.5 

a 1% dos genes humanos) e são as mais estudas bioquimicamente e estruturalmente. 

Estudos mostraram que este domínio não está apenas envolvido no reconhecimento 

DNA/RNA, mas também na interação proteína-proteína (Cléry et al., 2008). Em plantas, a 

função da maioria das proteínas RRM não é muito conhecida, entretanto, verificou-se 

recentemente que a superexpressão de domínios RRM em arroz, aumentou o volume das 

células e afetou significativamente a morfologia das plantas (Hong et al., 2007). Esse dado é 

bastante interessante, pois nos remete novamente ao fato de que PthA induz crescimento 

celular. Além disso, é interessante notar que PthA4 aparentemente interage com a porção da 
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proteína CsRRMP1 que não contém os domínios RRM, ou seja, tais domínios estariam livres 

para interagir com RNA e executar sua função talvez relacionada à proliferação celular. 

CsHAP3 

 O Complexo HAP, que também é conhecido como NF-Y ou CBF em animais, se liga à 

CCAAT-box, um dos elementos mais comuns em promotores de genes de eucariotos, e regula 

a expressão de genes. Este complexo consiste de três subunidades distintas: HAP2/NF-

YA/CBF-B, HAP3/NF-YB/CBF-A e HAP5/NF-YC/CBF-C, todos necessários para a ligação no 

DNA. Cada subunidade contém um domínio conservado que é responsável pela afinidade ao 

DNA e interação proteína-proteína (Miyoshi et al., 2003).  

Arabidopsis tem 9 genes para HAP2, 10 para HAP3 e 10 para HAP5 (Edwards et al., 1998; 

Gusmaroli et al., 2001, 2002). Entre eles, apenas LEC1 (LEAFY COTYLEDON1), membro da 

família HAP3, foi caracterizado detalhadamente. A perda de função de mutantes LEC1 

causaram várias anormalidades no embrião (Meinke, 1992; West et al., 1994; Lottan et al., 

1998). 

 Um estudo com a família HAP3 de arroz sugere que essa proteína faça parte do complexo 

HAP, juntamente com HAP2 e HAP5 e regule a expressão de genes através da ligação ao 

CCAAT-box presente na região promotora (Miyoshi et al., 2003).   

 Portanto, os resultados que serão apresentados a seguir, sugerem que PthA4 possa afetar 

a maquinaria de controle transcricional de citros interferindo com o processamento e tradução 

de mRNA, através de sua interação com as proteínas isoladas na tabela 3.   

Ligação preferencial de PthAs pelas proteínas de citros identificadas como 

alvos de PthA4.  

 Embora o screening de duplo híbrido tenha sido realizado com a variante PthA4, 

resolvemos confirmar a interação das proteínas isoladas de citros com todas as quatro 

variantes de PthA.  

 O fato de X. citri possuir 4 variantes da proteína efetora PthA sugere uma vantagem 

evolutiva para essa bactéria, pois é possível que o número de variantes de PthA contribua 

para a formação de diferentes heterodímeros e que esses heterodímeros alcancem alvos 

diferentes dentro da célula. Ensaios de duplo-híbrido realizados por uma aluna do grupo, 

Mariane Domingues, revelaram que todas as variantes de PthA formam homodímeros e todas 

formam heterodímeros, com exceção da variante 1 e 4 que não formam heterodímeros entre 

si. Adicionalmente, algumas proteínas de citros que foram identificadas como alvos de PthAs 2 

e 3 também interagiram com outras variantes de PthA  (Domingues et al., 2010). Assim, as 
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proteínas isoladas com PthA4 foram testadas para interações com as quatro variantes de 

PthA.  

 A figura 7 mostra que a maioria das proteínas interagiram com outras variantes, 

preferencialmente com PthAs 2 e 3, além de PthA4. CsVIP2 interagiu especificamente com 

PthA4, enquanto CsPCBP, CsRRMP1 e CsHAP3 interagiram com PthAs 2 e 3 sob a condição 

mais estringente (sem adenina). 

      

  

  

 Para confirmar as interações observadas em levedura, foram realizados ensaios de GST 

pull down. Para isso, as proteínas de citros isoladas foram clonadas em vetor de expressão 

pGEX-4T-1, expressas em E. coli e purificadas em resina GST. As figuras (8 a 15) mostram os 
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testes de purificação realizados para as proteínas recombinantes de citros e PthAs 3 e 4. De 

um modo geral, as proteínas recombinantes foram expressas em frações solúveis em E. coli, 

exceto CsPBPC e CsPABP2. Por essa razão, não foi possível realizar o ensaio de pull down

com essas duas proteínas.  
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 O ensaio de GST pull down foi utilizado para confirmar as interações observadas no duplo 

híbrido. A figura 16 mostra que PthA3 interagiu com CSTRAX, CsSMC, CsRRMP1 e CsHAP3, 

enquanto PthA4 interagiu com CsPABP1 e CsVIP2, confirmando os resultados obtidos no 

duplo híbrido, que indicam que essas proteínas interagiram mais fortemente com essas 

presas.  

PthA4 liga-se especificamente em RNA “poly(U)” e forma complexos de alto 

peso molecular na presença de CsHMG. 

Como citado anteriormente, o aluno Tiago Antonio de Souza contribuiu com esse trabalho 

caracterizando funcionalmente uma das proteínas de citros identificadas como parceiras de 

interação de PthA4, a CsHMG. Tiago verificou que CsHMG interage com as 4 variantes de 

PthA e que em ensaios de gel shift CsHMG liga-se com afinidade e especificidade à RNA 

“poly(U)” (de Souza et al., 2010). Além disso, Tiago observou que PthAs recombinantes 

expressos em E. coli co-puriificavam com RNA (de Souza, T. A., 2010).  

 Desse modo, considerando que (i) CsHMG liga-se seletivamente à RNA “poly(U)”; (ii) 

CsHMG e PthA4 interagem com duas proteínas poly(A)-binding (figura 18 D); (iii) a maioria 

das proteínas-alvos de PthA4 possuem motivos de reconhecimento de RNA implicados em 

processamento e estabilização de mRNA (Tabela 3); (iv) PthAs recombinantes co-purificam 
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com RNA; e (v) o domínio de ligação a DNA dos PthAs é semelhante ao domínio PPR 

(pentatricopeptide repeat), presente em proteínas que reconhecem sequências ricas em U e 

desempenham um papel no processamento e estabilização de mRNA (Williams-Carrier et al., 

2008; Pfalz et al., 2009; Prikryl et al., 2011), nós testamos se PthA4 poderia interagir com 

moléculas de RNA. De forma surpreendente, PthA4 inteira e seu domínio de ligação a DNA 

(domínio de repetições) foram capazes de se ligar de forma especifica a RNA “poly(U)” em 

ensaios de gel shift (figura 17 A). Além disso, na presença de CsHMG, PthA4 forma 

complexos de mais alto peso molecular com RNA “poly(U)” (figura 17 B), sugerindo a 

formação de um complexo ternário. 

As proteínas de citros interagem entre si, indicando a formação de um 

complexo multiproteico.  

 Considerando que as proteínas identificadas em citros são funcionalmente relacionadas 

(Tabela 3), resolvemos testar se elas poderiam interagir entre si, utilizando a técnica de duplo 

híbrido. De acordo com a figura 18, um número significativo de interações proteína-proteína foi 
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identificado, como por exemplo, CsTRAX com CsSMC, CsPABP1, CsRRMP1 e CsVIP2 (figura 

18 A). Além disso, CsTRAX foi capaz de interagir com ela mesma, confirmando dados da 

literatura que apontam que o complexo Translina-TRAX em humanos pode ser formado a 

partir de um octâmero de Translina e um hexâmero de TRAX (Gupta et al., 2005). 

 A isca CsSMC interagiu com CsTRAX, CsPABP1, CsPABP2, CsVIP2 e com ela mesma 

(figura 18 B), corroborando dados da literatura que indicam que proteínas SMC formam 

homodímeros e heterodímeros (Hirano, 2002). CsVIP2 e CsPABP2 interagiram entre si, de 

maneira recíproca, e também formaram homodímeros (figura 18 C). CsVIP2 se associou com 

CsPCBP, enquanto CsHMG mostrou uma fraca interação com CsPABP1 e CsPABP2 (figura 

18 D). Esses resultados apontam para uma rede de interações entre os alvos de PthA4 e 

sugerem a existência de um complexo multiproteico em citros, onde CsSMC poderia funcionar 

como uma proteína “hub” (figura 18 E).  
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 Para confirmar essas interações, e considerando que CsSMC e CsTRAX  apresentaram 

maior número de interações proteína-proteína, extrato de células de folha de citros foi 

incubado com 6xHis-tag CsSMC ou CsTRAX imobilizadas em resina de cobalto. As proteínas 

eluídas que estavam ligadas à resina foram separadas em gel SDS PAGE e identificadas por 

espectrometria de massas (figura 19). 

    

 Consistente com os resultados do duplo híbrido, foram detectados peptídeos 

correspondentes à CsTRAX e à uma PABP 91% idêntica à CsPABP2 na amostra de CsSMC. 

De forma semelhante, foi identificado CsSMC na amostra com CsTRAX, porém o mais 

interessante foi encontrarmos CsMAF1 (objeto de estudo dos capítulos III e IV) e proteínas 

adicionais relacionadas com o controle da transcrição e da tradução, como o fator BTF3, uma 

proteína Argonauta (AGO1), fator de início da tradução 5a e fator de elongamento da tradução 

1-alfa, como parceiras de interação de CsSMC e CsTRAX (Tabela 4).  
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 Apesar dos dados genéticos abundantes que mostram que efetores TAL de bactérias atuam 

como ativadores transcricionais em células hospedeiras, pouco se sabe sobre o mecanismo 

molecular pelo qual eles agem. O nosso grupo identificou anteriormente, proteínas de citros 

alvos de PthAs que compreendem CsCYP, CsTDX e o heterodímero CsUEV/CsUBC13, 

associadas com a maquinaria de transcrição basal afetando o reparo de DNA (Domingues at 

al., 2010). Portanto, os resultados desse trabalho sugerem que PthA4 pode interagir com um 

novo complexo nuclear multiproteico, cujos componentes estão relacionados com o 

remodelamento e reparo da cromatina, regulação da transcrição, estabilização/modificação de 

mRNA e controle da tradução (Tabelas 3 e 4).  

 TRAX de humanos, que possui 37% de identidade com CsTRAX, é componente do 

complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC) que exibe atividade endoribonuclease 

(Liu et al., 2009; Ye X et al., 2011). Em levedura, TRAX se liga à proteína C1D, uma proteína 

do tipo SMC que é essencial para o reparo de quebras em DNA dupla fita (Chen et al., 2004; 

Erdemir et al., 2002a; Erdemir et al., 2002b). Além disso, a proteína humana homóloga à 

CsPCBP é capaz de se ligar a motivos ricos em UC dentro da região 3’ não traduzida de um 

mRNA (Yeap et al., 2002). Assim, o suposto complexo multiproteico identificado em citros 

pode desempenhar um papel no reparo de DNA e em mecanismos de processamento e/ou 

estabilização de RNA.  

 Várias evidências apoiam essa idéia. Em primeiro lugar, algumas das 

interações proteína-proteína identificadas por duplo-híbrido, como por exemplo, CsTRAX e 

CsPABP2, foram confirmadas por análise de espectrometria de massas (figura 19 e Tabela 4). 

CsPABP1 e CsPABP2 são, respectivamente, homólogas à PABPN humana e PABPC, que 

participam na estabilização de mRNA e fatores do início da tradução (Lemay et al., 2010; 

Kahvejian et al., 2001). Notavelmente, fatores de início e alongamento da tradução, assim 

como o homológo de tabaco AGO1, foram identificados como parceiros de ligação de CsSMC 

e CsTRAX (Tabela 4). Além disso, a proteína humana PABPN se liga à PABPC na presença 

de RNA e à proteínas RRM, similares a CsRRMP1 em um complexo proteico envolvido em 

degradação de mRNA. O mais interessante, no entanto, é que em um estudo recente, PABPC 

de mamíferos foi recrutado pelo complexo RISC e associado com as deadenilases 

CAF1/CCR4-NOT em um complexo multiproteico que regula o silenciamento gênico através 

da deadenilação de mRNA mediado por micro RNA (miRNA) (Fabian et al., 2009 e Huntzinger 

et al., 2010). Assim, considerando que TRAX é um componente do complexo RISC (Liu et al., 

2009; Ye X et al., 2011), AGO1 foi encontrada associada à CsSMC e CsTRAX, e CsVIP2 é 

�
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uma proteína que possui um domínio CCR4-NOT, nós propomos um modelo (figura 20) no 

qual muitas das proteínas que interagiram com o PthA4 identificadas nesse trabalho, são 

componentes de um complexo multiproteico similar ao complexo RISC de mamíferos, 

envolvido em deadenilação mediado por miRNA (Fabian et al., 2009). Nesse modelo, CsHMG 

e CsPCBP, se ligariam às sequências ricas em UC na região 3’ do mRNA (Yeap et al., 2002), 

enquanto CsPABP1 e CsPABP2 se anexariam na cauda poly(A) adjacente, criando uma 

plataforma para promover a montagem de CsSMC, CsTRAX, CsVIP2, CsRRMP1 e AGO1. O 

fato de PthA4 se ligar seletivamente em RNA “poly(U)”, aparentemente formando um 

complexo ternário com CsHMG, nos faz especular que PthA interagindo com essas proteínas 

do complexo e com RNA “poly(U)” (não necessariamente simultaneamente), poderia deslocar 

um dos componentes do complexo e inibir a deadenilação e o decaimento do mRNA.   

  

  

 Apesar de ainda não demonstrado, se o complexo formado pelas proteínas de citros é o 

equivalente ao complexo miRISC de mamíferos, envolvido em silenciamento gênico (Fabian et 

al., 2009), é possível que PthAs possam inibir a deadenilação e portanto, o decaimento de 

mRNAs, aumentando assim, a estabilidade dos mRNAs no primeiro ciclo da tradução. 

Baseado nesta idéia, é interessante notar que a �-importina, uma forte parceira de interação 
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de PthA (Domingues et al., 2010), possui um papel adicional além de promover o transporte 

citoplasma-núcleo. A �-importina, junto com a �-importina, interagem com o complexo “cap-

binding” (CBC), afeta o splicing, a formação da região 3’ e inibe a deadenilação de mRNA

(Balatsos et al., 2006; Dias et al., 2009; Dias et al., 2010; Sato e Maquat, 2009).  

 Finalmente, a identificação de CsSMC como um “hub” no interactoma com PthA4 está de 

acordo com dados recentes, que mostram que efetores que evoluíram independentemente 

convergem em “hubs” como alvos comuns (Mukhtar et al., 2011). Surpreendentemente, a 

maioria desses “hubs” se associam com proteínas que controlam a ligação/tradução de RNA, 

a transcrição/remodelamento de DNA e ubiquitinação (Mukhtar et al., 2011). Embora o 

homólogo de Arabidopsis de CsSMC não foi identificado sendo alvo de efetores de bactérias 

fitopatogênicas, CsSMC é relatada como uma proteína do tipo “SKIP-interacting”, um “hub” em 

arroz (Hou X et al., 2009). Portanto, os nossos dados sugerem que PthA interage com um 

complexo multiproteico envolvido em estabilização e processamento de mRNA associado com 

o controle da transcrição.  
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CAPÍTULO III: O silenciamento de CsMAF1, um regulador negativo da RNA 

Polimerase III e alvo de PthA4, aumenta o cancro cítrico. 

   

1. INTRODUÇÃO  

 A proteína MAF1 de citros (CsMAF1) foi identificada como parceira de interação de 

PthA4 e como proteína associada à CsSMC e CsTRAX  em extrato de células de citros, 

como descrito no capítulo II.  

MAF1 foi originalmente descoberta em Saccharomyces cerevisiae como sendo o único 

repressor direto e global da RNA Polimerase III conhecido nesse organismo (Murawski et al., 

1994). A proteína MAF1 é conservada desde leveduras a humanos (Pluta et al., 2001) e 

possui três domínios conservados A, B e C. Os domínios B e C contém os motivos PDYDFS e 

LWSFnYFFYNKklKR que definem os membros da família MAF1. MAF1 de levedura possui 

vários ortólogos em eucariotos (figura 21) e na maioria deles o segundo motivo 

(LWSFnYFFYNKklKR) possui um sinal de localização nuclear funcional, assim como em S. 

cerevisiae (Moir et al., 2006). 

Em leveduras, a repressão da atividade da RNA Pol III em resposta a limitação de 

nutrientes, estresse na parede celular, dano no DNA, estresse oxidativo e a uma variedade de 

tratamentos com drogas (Rapamicina e MMS) é mediada por MAF1 (Pluta, K. et al., 2001 e 

Upadhya et al., 2002). Portanto, condições que causam inibição da proliferação celular ativam 

diferentes vias de sinalização que convergem em MAF1 e regulam sua atividade repressora. 

(Rollins et al., 2007). A rápida repressão da transcrição da RNA Pol III assegura a 

sobrevivência da célula durante o estresse (Warner, 1999).  

Tanto a MAF1 humana quanto a de levedura são fosfoproteínas (Oficjalska-Pham et al., 

2006 e Kantidakis et al., 2010). Em condições favoráveis ao crescimento, MAF1 é fosforilada 

pelas quinases PKA, CK2, Sch9 e TORC1 (Huber et al., 2009; Graczyk et al., 2011; Wei et al., 

2009). Em condições de estresse, MAF1 é defosforilada pela fosfatase PP2A. A forma 

defosforilada de MAF1 interage com o complexo da RNA Pol III e funciona como um repressor 

(Moir et al., 2006). Tanto a fosforilação quanto a defosforilação de MAF1 pode ocorrer dentro 

do núcleo da célula. A forma fosforilada de MAF1 é exportada para o citoplasma pela 

exportina Msn5, porém não é simplesmente a saída de MAF1 do núcleo que determina a 

regulação apropriada da RNA Pol III (Towpik et al., 2008). 

 Vários estudos confirmaram que MAF1 é um regulador negativo da RNA Pol III, pois sua 

inativação em leveduras e em mamíferos resulta em níveis elevados de tRNA (Pluta et al., 

2001; Upadhya et al., 2002; Johnson et al., 2007). 
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A RNA Polimerase III (RNA Pol III) transcreve genes que codificam pequenos RNAs não 

traduzidos, como tRNAs e 5S rRNA, os RNAs U6 e H1, envolvidos em processamento de 

mRNA e tRNA, respectivamente, e o RNA 7SL, componente do complexo ribonucleoproteico 

SRP, além de pequenos RNAs regulatórios (White, 2004). Os genes alvos da RNA Pol III são 

essenciais em todas as células e estão envolvidos em processos fundamentais, como 

biogênese de ribossomos e proteínas, processamento de RNA e transporte de proteínas. A 

transcrição da RNA Pol III é altamente co-regulada com a atividade da RNA Pol I, as quais 

juntas respondem por mais de 80% da transcrição de genes nucleares das células em 

crescimento (Grummt, 2003; Paule e White, 2000; Willis et al., 2004).  

Em humanos, a falta de regulação na transcrição da RNA Pol I e III é característica 

marcante de muitas células cancerígenas e, portanto, este fenômeno tornou-se alvo de 

pesquisas importantes nos últimos anos. Uma grande variedade de células transformadas 

mostrou uma superexpressão de produtos da RNA Pol I e III, incluindo linhagens de células 

transformadas por DNA e RNA de vírus tumorais e carcinógenos químicos (White, 2004), além 

de tumores in situ, verificados em ovários, mama, pulmão e carcinomas de língua (Winter et 

al, 2000; Chen et al., 1997), ou seja, a superexpressão de transcritos da RNA Pol I e III é 

vantajoso para o desenvolvimento do câncer (Marshall e White, 2008). Isso indica um papel 

crítico de RNA Pol III na tumorigênese. MAF1, como um repressor da transcrição da RNA Pol 

III, caracteriza-se, portanto, como um potencial supressor tumoral (White, 2005). 

Estudos recentes em leveduras mostram que o tratamento com rapamicina (droga 

imunossupressora) leva a uma localização de MAF1 do núcleo para o nucléolo, onde o gene 

do 5S rRNA está localizado. O complexo TORC1, composto por Kog1, Lst8, Tor1 ou Tor2, 

atua como um passo essencial para a atividade de MAF1 no núcleo. Diante de condições 

normais de crescimento, TORC1 está ativo e fosforila MAF1, inativando-a e excluindo-a do 

nucléolo. O tratamento com rapamicina leva à inativação do complexo TORC1 e assim, a 

ativação da proteína MAF1 defosforilada (Wei et al., 2009). Na forma defosforilada, MAF1 se 

liga à RNA Pol III bloqueando sua interação com o fator TFIIIB ou interage com a subunidade 

Brf1 do fator TFIIIB, impedindo a montagem do complexo, e desse modo, prejudicando o 

recrutamento da RNA Pol III aos promotores alvos (Desai et al., 2005; Moir et al., 2006; 

Roberts et al., 2006).  

Resultados similares têm sido obtidos em células humanas, onde fatores adicionais (ex.: 

p53, RB e c-Myc) também regulam a atividade da RNA Pol III. Igualmente, MAF1 humana atua 

como um repressor da RNA Pol III in vivo e in vitro (Goodfellow et al., 2008; Rollins et al., 

2007; Reina et al., 2006) e sua atividade também é dependente da sua fosforilação.  

Portanto, considerando que isolamos uma proteína de citros homóloga à MAF1 humana 

interagindo com PthA4, elaboramos uma hipótese na qual PthA poderia deslocar MAF1 da 
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interação com a RNA Pol III, restabelecendo a biogênese normal de ribossomos e tRNAs 

contribuindo assim para o desenvolvimento de hiperplasia e hipertrofia celular. Essa hipótese 

é consistente com análises de microarranjos realizadas por nosso grupo, que mostram que X. 

citri ativa a transcrição de um conjunto de genes associados à biogênese de ribossomos 

(Cernadas et. al., 2008). De forma semelhante, a expressão transiente de PthA em citros 

induz a transcrição de várias proteínas ribossomais (Pereira & Benedetti, dados não 

publicados). Além disso, um trabalho recente publicado por nosso grupo (Domingues et al., 

2012) revela que PthA pode ativar a transcrição através da modulação da atividade do 

complexo CsCyp/Tdx/Uev/Ubc13 associado ao CTD da RNA Pol II de citros, fornecendo fortes 

evidências de que efetores TAL atuam como ativadores da transcrição  através da sua 

interação com fatores da maquinaria de transcrição basal da célula hospedeira.   

2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

• Confirmar a interação de CsMAF1 com PthA4 através de pull down;  

• Mapear a região de interação de PthA4 com CsMAF1 através de duplo híbrido; 

• Confirmar a interação de CsMAF1 com a RNA Polimerase III através de pull down;  

• Complementar a cepa de levedura mutante maf1∆ (YI3945) com CsMAF1 e 

confirmar o papel de repressor da RNA Pol III de CsMAF1;  

• Realizar silenciamento e superexpressão do gene maf1 de Citrus e verificar as 

alterações na expressão gênica de genes alvos da RNA Pol III através de PCR em 

tempo real.  
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3. MATERIAIS E MÉTODOS  

3.1 SUBCLONAGEM, EXPRESSÃO E PURIFICAÇÃO DE CsMAF1 RECOMBINANTE 

EM E. coli 

 3.1.1 CsMAF1 em pGEX-4T-1 e pET28a

 O cDNA de CsMAF1 foi removido do vetor pOAD com as enzimas de restrição SalI/NotI e 

subclonado nos vetores de expressão pGEX-4T-1 e pET28a para a expressão da proteína em 

E. coli. A metodologia de subclonagem e expressão desse clone é a mesma descrita no item 

3.3.1 do capítulo II.  

� 3.1.2 Expressão de CsMAF1 em pET28a para a produção de anticorpos  �

A construção pET28a-CsMAF1 previamente transformada na cepa BL21(DE3) por choque-

térmico, foi expressa em 3 L de meio LB Kana (50 �g/mL) na temperatura de 30°C, sob 

agitação de 200 rpm. A cultura foi crescida até atingir a fase logarítmica – OD (optical density) 

a 600nm entre 0.6 e 0.8 unidades de absorbância e a síntese da proteína recombinante foi 

induzida por 3 horas com adição de 0.4 mM de IPTG (isopropil �-D-tiogalactopiranosídeo, 

análogo da lactose). Para a purificação da proteína recombinante, foi realizada a lise das 

células utilizando-se tampão Tris (20 mM Tris-HCl pH 8.0, 300 mM NaCl, 15 mM Imidazol, 

20% Glicerol, 1 mM PMSF) + lisozima (1 mg/mL) + Nonidet p40 (0,5%) + Rnase (20 mg/mL) e 

sonicação (15 pulsos de 20s), a fim de aumentar a eficiência da lise. O extrato foi então 

centrifugado à 4ºC por 1 hora a 14000 rpm e filtrado com filtro de 0,45 µm para prosseguir 

com a cromatografia de afinidade utilizando-se a coluna Hitrap Chelating HP, 1 mL (GE) no 

sistema de FPLC ou a purificação por afinidade usando a resina TALON (Clontech) na 

bancada. Em seguida, a proteína foi dialisada em tampão Tris (20 mM Tris-HCl pH 8). A 

concentração final da proteína foi determinada pela absorbância a 280 nm usando-se o 

coeficiente de extinção molar obtido no site Expasy (http://us.expasy.org/) e esta foi enviada 

para a produção de anticorpos policlonais em ratos. 

3.2 ENSAIO DE GST PULL-DOWN  

 A construção pGEX-4T-1_CsMAF1 (em fusão com GST)  foi expressa em 100 mL de meio 

LB+Amp (100 µg/mL) na temperatura de 30°C, sob agitação de 200 rpm. A proteína 

recombinante foi ressuspendida em 1 mL de tampão de lise (PBS 1X pH 7,4; 1 mM de DTT) e  

300 µL de lisozima 10 mg/ml, lisada através de sonicação e a fração solúvel obtida foi 

incubada com 50 µL de resina “Glutathione Sepharose 4 Fast Flow” (Amersham Bioscience), 

previamente equilibrada com tampão de ligação (igual ao de lise), por 1 hora e 30 minutos sob 
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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 PthA4-6XHis previamente expressa e purificada por afinidade em resina 

NiNTA ou com 1 mL de de extrato solúvel de células HEK 293 previamente lisadas com 

tampão de lise (Hepes 50 mM, NaCl 150 mM, Triton X-100 1 %, EGTA 2 mM, EDTA 2 mM, 

Na3SO4 2 mM, NaF 50 mM, pH 7,4) ao qual foi adicionado, imediatamente antes de usar, DTT 

1 mM, PMSF 1 mM, e 10 µM, benzamidina 20 µg/ml, e pepstatina 25 µg/ml).  A incubação foi 

realizada por 2 horas sob leve agitação a 4°C ou a 16 horas sob leve agitação a 4°C. As 

amostras foram 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 sendo 

fervidas por 15 minutos a 95 °C e fracionadas em gel SDS-PAGE 10% para coloração com 

corante Coomassie blue e visualização por Western blot. Como controle negativo, foi realizado 

o mesmo procedimento para a proteína GST sozinha presa à resina e incubada com PthA4-

6xHis purificada ou com extrato de células HEK 293.  

3.3 WESTERN BLOT 

 A análise por Western Blot foi realizada a partir do gel de acrilamida 10% que continham as 

proteínas eluídas do pull down. As proteínas purificadas, separadas no gel, foram transferidas 

para membrana de PVDF (difluoreto de polivinila) em tampão de transferência (48 mM de Tris-

base, 39 mM de glicina, 0,037% de SDS e 20% e metanol). A transferência foi realizada a 160 

mA por 1 hora. Após a transferência, a membrana foi incubada em solução bloqueadora (5% 

de leite em pó desnatado em 1X TBS+Tween) por 1 hora. Logo em seguida, a membrana 

oriunda do pull down de CsMAF1 com PthA4 foi incubada com o anticorpo primário Anti-PthA 

(diluição 1:5000) ou Anti-GST (1:3000) em solução bloqueadora e a membrana proveniente do 

pull down de CsMAF1 com extrato de células HEK 293 foi incubada com o anticorpo primário 

Anti-Pol III (diluição 1:500 – C39-2 Santa Cruz) ou Anti-GST (1:3000) em solução 

bloqueadora. Após a incubação com os anticorpos primários, as membranas foram lavadas 

três vezes (de 10 minutos sob leve agitação) em solução TBS (20mM de Tris-base; 150mM de 

NaCl, pH 7,5) e incubadas com anticorpos secundários anti-rabbit (1:3000), para anti-PthA ou 

anti-mouse (1:3000), para anti-GST e anti-Pol III (ECL Kit – Amersham Biosciences), por 1 

hora. As membranas foram novamente lavadas três vezes de 10 minutos em solução TBS. A 

detecção foi feita utilizando-se o método de quimioluminescência do Kit ECL (Amersham 

Biosciences).  
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3.4 ENSAIO DE DUPLO- HÍBRIDO  

� 3.4.1 Mapeamento da interação de PthA4 com  CsMAF1

Para mapear o domínio de interação de PthA4 com CsMAF1 foram utilizadas construções 

previamente disponíveis em nosso laboratório. As construções utilizadas clonadas no vetor 

pOBD (iscas) foram: PthA4 (PthA4 sem uma porção do N-terminal), PthA-ID4 (Domínio interno 

de 17,5 repetições do PthA4), PthA-5,5 (Domínio interno de 5,5 repetições de PthA4 e região 

C-terminal)  e PthA-LRR (apenas região do Leucine Rich Repeat).  

3.4.2 Transformação de leveduras competentes de S. cerevisiae

A metodologia desse experimento é a mesma descrita no item 3.2.1 do capítulo II.  

3.4.3 Ativação de genes repórteres ADE2 e HIS3 

A metodologia desse experimento é a mesma descrita no item 3.2.2 do capítulo II.  

3.5 ENSAIO DE COMPLEMENTAÇÃO DE MUTANTE EM LEVEDURA

� 3.5.1 Clonagem de MAF1 em vetor pYEX 4T-1 

Para realizar o ensaio de complementação de mutante em levedura, foi necessário clonar o 

gene da proteína CsMAF1 no vetor de expressão de levedura pYEX 4T-1 (Clontech).  Esse 

vetor utiliza o promotor CUP1 induzível por Cu2+ para promover a expressão do gene 

fusionado (Macreadie et al., 1989). Possui marcadores seletivos para os genes leu2-d e URA3 

e é altamente eficiente na expressão da proteína GST (Glutationa S-transferase) em 

leveduras. 

O plasmídeo pOAD-CsMAF1 foi digerido com as enzimas de restrição SalI e NotI, assim 

como o vetor pYEX 4T-1 vazio. O fragmento liberado na primeira digestão correspondia à 

ORF inteira de CsMAF1 e foi inserido, através de reação de ligação utilizando a enzima T4 

DNA ligase (Invitrogen), no vetor também digerido com as mesmas enzimas, e então 

transformados em E. coli DH5� competentes por choque térmico. As colônias transformantes 

foram selecionadas por PCR de colônia usando primers específicos para o vetor pYEX. Os 

clones transformantes foram então confirmados por sequenciamento de DNA. Em seguida, a 

cultura foi crescida em meio líquido LB+Amp e o plasmídeo foi purificado por miniprep (kit 

Plasmid Maxi Kit - Qiagen), de acordo com o protocolo do fabricante. Após a confirmação da 

clonagem, o plasmídeo foi usado para transformar células de levedura da cepa S. cerevisiae

YI3945 (maf1∆). Essa cepa possui o seguinte genótipo: MAT�, his3-∆1, leu2-∆0, lys2-∆0, 

ura3-∆0 e maf1∆. Além disso, foi utilizado também o plasmídeo pYEX-PthA4, já disponível em 

nosso laboratório, para transformar a cepa mutante de levedura YI3945 (maf1∆) previamente 
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transformada com pYEX-CsMAF1 e viabilizar a expressão tanto de PthA4 como de CsMAF1 

na mesma cepa de levedura.  

� 3.5.2 Transformação de pYEX-CsMAF1 e pYEX-PthA4 em levedura S. cerevisiae

maf1∆∆∆∆

 A cepa YI3945 (maf1∆) foi gentilmente cedida pela Dra. Magdalena Boguta e usada para o 

ensaio de complementação de mutante (Kwapiz et al. 2002). A transformação desta linhagem 

baseou-se no protocolo descrito por Gietz & Woods (2002). Primeiramente, a levedura foi 

estriada em meio YPD sólido (extrato de levedura 1%; peptona 2%; D-glicose 2%; Bacto-ágar 

2%) e incubada por 48 horas em estufa 30ºC. Foi preparado um inóculo contendo a levedura 

mutante (maf1∆) em meio YPD líquido incubados por 16 horas a 30ºC em shaker com 200 

rpm. As células foram centrifugadas por 1 minuto a 14000 rpm. Ao pellet foi adicionado um Mix 

de transformação contendo 240 µL PEG 3350 50% w/v; 36 µL LiAc 1 M; 50 µL ssDNA de 

esperma de salmão (2 mg/mL) fervido por 5 minutos e resfriado em banho de gelo; 5 µL de 

plasmídeo pYEX-CsMAF1 e/ou pYEX-PthA4 e água Mili-Q autoclavada para completar o 

volume final de 360µL. As células foram ressuspendidas com esse Mix, submetidas à choque 

térmico à 42oC por 2 horas e novamente centrifugadas. O pellet foi ressuspendido em 300 µL 

de água, então, alíquotas de 100 µL foram usadas para plaquear em meio sólido SC +Ade 

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

0,008% histidina; 2% Bacto-ágar) e incubadas em estufa a 30 oC por 4 dias.  

� 3.5.3 Expressão de CsMAF1 e PthA4 em levedura

Colônias de levedura YI3945 (maf1∆) transformadas com o plasmídeo pYEX-CsMAF1 ou 

pYEX-CsMAF1 + pYEX-PthA4 e colônias do tipo selvagem (BY4742) foram coletadas para 

fazer um pré-inóculo em meio líquido SC +Ade +His –Leu -Ura e incubados a 30°C em shaker

a 200 rpm por 16 horas. Depois desse período, 1 ml desses inóculos foram adicionados em 

mais 100mL de meio SC +Ade +His –Leu -Ura e incubados em shaker a 200 rpm a 30°C por 

mais 16 horas. Em seguida, as células foram centrifugadas a 550xg por 5 minutos, 

ressuspendidas novamente em 50 mL de meio SC +Ade +His –Leu -Ura e incubadas 

novamente a 30°C até atingir até atingir a fase logarítmica- OD (optical density) a 600nm entre 

0,8 e 1,2 unidades de absorbância. Após essa condição, as células de levedura pYEX-

CsMAF1 e pYEX-CsMAF1 + pYEX-PthA4 foram induzidas à síntese da proteína recombinante 

pela adição de 0,5 mM de sulfato de cobre (CuSo4) por 1 hora. Após esse período, as células 

foram centrifugadas a 4000 rpm por 5 minutos à 4°C. Durante a expressão dessas leveduras, 
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foram coletadas alíquotas das células não induzidas e induzidas por cobre para avaliação em 

gel de poliacrilamida (10%) SDS-PAGE e, posteriormente por Western blot.  

� 3.5.4. Western blot para confirmar a expressão de CsMAF1 e PthA4 em levedura 

  A metodologia desse experimento é a mesma descrita no item 3.5 do capítulo II.  

� 3.5.5 Extração de RNA de levedura 

 Os pellets provenientes da expressão das leveduras YI3945 (maf1∆) transformadas com os 

plasmídeos pYEX-CsMAF1 e pYEX-CsMAF1 + pYEX-PthA4 e do tipo selvagem (BY4742) 

foram ressuspendidos em 8 mL de tampão PBS 1X (Phosphate-buffered saline – 140 mM 

NaCl; 2,7 mM KCl; 10 mM Na2HPO4; 1,8 mM KH2PO4, em água DEPC [Dimetil Pirocarbonato]) 

mas apenas 4 mL foram usados na extração de RNA. A essa suspensão foi adicionado 1 mL 

de lyticase (20 µg/µL) e incubada por 20 minutos. Em seguida, a suspensão foi levada ao 

banho de ultra som por 30 minutos. Para isolar o RNA total das células, foi utilizado 6 mL de 

TRIzol® Reagent e as células foram homogeneizadas por 10 segundos e incubadas à 

temperatura ambiente por 5 minutos. Em sequência, foi adicionado 2 mL de clorofórmio, 

homogeneização das células e incubação à temperatura ambiente por 5 minutos. As células 

foram então, centrifugadas a 8000 rpm por 5 minutos a 8°C e a fase aquosa transferida para 

outro tubo de centrífuga. Esse passo de adição de clorofórmio, homogeneização das células e 

centrifugação foi repetido pelos menos 3 vezes até a fase aquosa se tornar límpida. Às 

amostras, foi adicionado igual volume de fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (125:24:1) e 

misturadas vigorosamente por 10 segundos. A fase aquosa foi novamente transferida para 

outro tubo e foi acrescentado 3 mL de álcool isopropílico, homogeneizado e incubado 10 

minutos à temperatura ambiente. As amostras foram centrifugadas a 12000 x g por 10 minutos 

a 8°C. O sobrenadante foi removido com cuidado e o pellet de RNA lavado com 6 mL de 

etanol 70% gelado. O pellet foi centrifugado novamente e após secar por 1 hora à temperatura 

ambiente, foi ressuspendido com 50 µL de água DEPC.  

 O RNA obtido foi analisado pela presença das bandas correspondentes ao rRNA 25S e 

18S em eletroforese em gel de agarose 1 % (p/v), preparado em tampão MOPS 10X, 

formaldeído e brometo de etídeo, conduzida sob voltagem constante (70 V) (Sambrook, et al., 

1989) e pelo Bioanalyzer Agilent 2100 expert(www.agilent.com).  

� 3.5.6 Northern Blot

 Os RNAs extraídos das leveduras foram utilizados para a análise de Northern Blot. A 

concentração do RNA total de cada levedura (WT, MAF1∆, MAF1∆ + pYEX-CsMAF e MAF1∆
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+ pYEX-CsMAF + pYEX-PthA4 ) foi ajustado para possuírem a mesma intensidade no gel de 

agarose 1,2 % (p/v) contendo formaldeído (2,2 M) e transferido por capilaridade para uma 

membrana de nylon positivamente carregada (HybondTMN+, Amersham Biosciences), em 

tampão 10 x SSPE (NaCl 1,8 M / NaHPO4.2H2O 50 mM / NaH2PO4.H2O 50 mM /  EDTA  pH 

8,0  10 mM) por 17 horas (Sambrook, et al., 1989). O RNA foi permanentemente fixado à 

membrana por exposição à radiação UV.  A membrana foi pré-hibridizada com a solução 20 x 

SSPE (NaCl 3,6 M; NaHPO4.2H2O 100 mM; NaH2PO4.H2O 100 mM; EDTA  pH 8,0  20 mM) 

por 1 hora a 37 °C. O RNA foi hibridizado a 37°C por 16 horas na mesma solução com a 

sonda de oligonucleotídeos marcada com [γ-32P] ATP e T4 polinucleotídeo quinase. A sonda 

usada foi: 5’ GCCATCTCCTAGAATCGAACCAGG- 3’ complementar a tRNAHis. Depois da 

hibridização, a membrana foi lavada uma vez com solução 2 x SSC (cloreto de sódio 0,3 M e 

citrato de sódio 0,03 M) contendo 0,1 % SDS (p/v) por 10 minutos a 37°C. Após lavagem, um 

filme de autoradiografia foi posicionado sobre a membrana hibridizada e este foi mantido na 

ausência de luz no interior de um cassete a -70 °C. O tempo de exposição foi de 4 dias 

(Sambrook, et al., 1989) e após esse período, o filme foi revelado manualmente em câmara 

escura por meio da seguinte sequência de lavagens: 4 minutos em solução reveladora 

(Kodak), 1 minuto em água destilada, 4 minutos em solução fixadora (Kodak), seguida de 

lavagem em água corrente. 

3.6 SUPEREXPRESSÃO E SILENCIAMENTO DE PROTEÍNAS DE CITROS 

Com o objetivo de obter plantas com silenciamento e superexpressão para os genes maf1, 

trax e vip2, oligonucleotídeos específicos (Tabela 5) foram construídos a partir das sequências 

desses genes para dar início à clonagem no vetor pHANNIBAL (CSIRO – figura 22). Esse 

vetor é constituído por um promotor para expressão constitutiva, 35S do vírus Cauliflower

mosaic virus (CMV), um íntron com função de auxiliar na formação do hairpin, e por um 

terminador OCS da Agrobacterium tumefaciens.  Nas regiões entre promotor e íntron, bem 

como entre íntron e terminador, existem dois sítios de clonagem distintos o que possibilita a 

inserção do mesmo fragmento do gene a ser silenciado em orientação senso e antisenso, com 

o íntron intercalando estas sequências reverso complementares.  
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� 3.6.1 Clonagem de CsMAF1 para silenciamento e superexpressão 

  Os primers do silenciamento foram desenhados manualmente e sítios de restrição 

reconhecidos pelas enzimas KpnI/XbaI (sense)  e XhoI/ClaI (antisense) foram adicionados à 

extremidade 5' dos primers foward e reverse, respectivamente. Como molde para a reação de 

PCR foi usado o plasmídeo pOAD-CsMAF1. Após a amplificação do fragmento com os

primers do silenciamento, obteve-se um produto de PCR de aproximadamente 611 pb que foi 

clonado diretamente em sistema pGEM-T-Easy (Promega) e confirmado por sequenciamento. 

Em seguida, realizou-se uma primeira digestão desse vetor pGEM-T-CsMAF1 com as 

enzimas de restrição KpnI e XhoI e subclonagem no vetor pHANNIBAL. Na sequência, uma 

segunda digestão do vetor pGEM-T-CsMAF1 com as enzimas de restrição XbaI e ClaI e 

subclonagem no mesmo vetor pHANNIBAL que havia recebido o fragmento da primeira 

digestão. O esquema da clonagem pode ser visto na figura 23.  

  

 Após a confirmação da clonagem dos fragmentos sense e antisense de CsMAF1 no vetor 

pHANNIBAL por sequenciamento, deu-se sequência à digestão desse vetor com a enzima 

NotI, para liberar o seguinte cassete: CaMV35S Promoter – Sense MAF1 –Íntron – Antisense 

MAF1 – Terminador OCS. Esse cassete foi subclonado no vetor pBlueScript II SK (+/-) 

(Fermentas) digerido com a mesma enzima. Desse vetor, o fragmento desejado foi liberado 

após digestão por PstI e SacI e subclonado no vetor binário pCambia 1303 com as mesmas 

enzimas  para posterior transformação em Agrobacterium tumefaciens. 

O fragmento para a construção da superexpressão de MAF1 foi obtido através de PCR, 

utilizando os oligonucleotídeos Maf1_XhoI-F e Maf1_BamHI-R e usando como molde o 

plasmídeo pOAD-CsMAF1. O produto de PCR obtido de aproximadamente 680 pb foi clonado 

diretamente em sistema pGEM-T-Easy e então digerido com as enzimas de restrição XhoI e 
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LDRINDFLDHLNLGERTIKGCLEAYSCKHTGTDKRLSISLEHEILDYLGKSLDTDSSSPAEFLLSRSSRKALIYLV
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BamHI, mesmas enzimas que foram adicionados à extremidade 5' dos primers foward e 

reverse respectivamente. Depois de digerido, esse fragmento foi subclonado no vetor 

pHANNIBAL com as mesmas enzimas de restrição acima, ocorrendo a perda do íntron, e 

digerido novamente com a enzima NotI para a liberação do cassete:  CaMV35S Promoter – 

MAF1 – Terminador OCS (figura 24). Esse cassete foi subclonado no vetor pBlueScript II SK 

(+/-) com a enzima NotI. Na sequência, o fragmento desejado foi liberado após digestão por 

PstI e SacI e subclonado no vetor binário pCambia 1303 com as mesmas enzimas.  

 3.6.2 Clonagem de CsTRAX para silenciamento e superexpressão 

 Foi realizado o mesmo procedimento acima para a clonagem de CsTRAX no vetor de 

silenciamento pHANNIBAL, inclusive foram utilizados os mesmos sítios das enzimas de 

restrição de CsMAF1: KpnI/XbaI (sense)  e XhoI/ClaI (antisense) que foram adicionados à 

extremidade 5' dos primers foward e reverse, respectivamente (Tabela 5). Como molde para a 

reação de PCR foi usado o plasmídeo pOAD-CsTRAX.  

 O fragmento para a construção da superexpressão de CsTRAX foi obtido através de PCR, 

utilizando os oligonucleotídeos Trax_HindIII-F e Trax_XhoI-R e usando como molde o 

plasmídeo pOAD-CsTRAX. Em seguida, foi clonado no vetor pGEM-T-Easy e digerido com 

essas mesmas enzimas de restrição que reconhecem os sítios de restrição HindIII e XhoI que 

foram adicionados à extremidade 5' dos primers foward e reverse respectivamente. Depois de 

digerido, esse fragmento foi subclonado no vetor pHANNIBAL com as mesmas enzimas de 

restrição acima e digerido novamente com a enzima NotI para a liberação do cassete:  

CaMV35S Promoter – TRAX – Terminador OCS. Esse cassete foi subclonado no vetor 

pFastBAc Htb (Invitrogen) com a mesma enzima NotI. Na sequência, o fragmento desejado foi 

liberado após digestão por EcoRI e HindIII e subclonado no vetor binário pCambia 1303. 

MKFLEYTPLDRINDFLDHLNLGERTIKGCLEAYSCKHTGTDKRLSISLEHEILDYLGKSLDTDSSSPAEFLLSRSSRKAL

IYLVLTLYHMYPDYDFSAVKAHQFFTEESWNTFKQIFETYMFEASKEWSETYGGSSLLETLYKALDEVVKLPECEIYSYN

PDSDSDPFLEKGAIWSFNFFFYNRKLKRVVSFRFSCLSNLVAEGFLVNDSTYEEDGEIFDDMDM 
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 3.6.3 Clonagem de CsVIP2 para silenciamento  

 Foi realizado o mesmo procedimento acima para a clonagem de CsVIP2 no vetor de 

silenciamento pHANNIBAL, inclusive foram utilizados os mesmos sítios das enzimas de 

restrição de CsMAF1 e CsTRAX: KpnI/XbaI (sense)  e XhoI/ClaI (antisense) que foram 

adicionados à extremidade 5' dos primers foward e reverse, respectivamente. Como molde 

para a reação de PCR foi usado o plasmídeo pOAD-CsVIP2. As subclonagens subsequentes 

nos vetores pGEM-T-Easy, pHANNIBAL e pCambia 1303 seguiu a mesma estratégia usada 

para CsTRAX.  

 A clonagem da superexpressão de CsVIP2 de citros não pôde ser realizada devido a essa 

proteína não estar completa, ou seja, não possuir a ORF inteira.  

�������	�!���	���"����)���$���$������'��$����$�������!�������$" ���� ��$$&����$�'���$���������$��

Gene Sequência

CsMAF - RNAi 5’ TCTAGACTCGAGTAGACCGCATCAATGATTTCTTGG 3’(F) 
5’ ATCGATGGTACCATTGACTAGAAATCCCTCCGCCACC 3’(R) 

CsMAF - Superexpressão 5’ CTCGAGATGAAGTTCTTAGAATACACTC 3’(F) 
5’ GGATCCTCACATGTCCATGTCATCAAATATTTCTC 3’ (R) 

CsTRAX -  RNAi 5’TCTAGACTCGAGCATAGCCAAAAGGCCGAGG  3’ (F) 
5’ATCGATGGTACCAATTGCCAACCGCATCAG 3’(R) 

CsTRAX - Superexpressão 5’ CTCGAGATGGCTTCCAAATCCAAAACCC 3’(F) 
5’ AAGCTTTCATGACTGCATGTCAGGCAC 3’(R) 

CsVIP2 - RNAi  5’ TCTAGACTCGAGTTGGTGGATCTATTCCGGGG 3’(F) 
5’ AAGCTTTCATGACTGCATGTCAGGCAC 3’(R) 

� 3.6.4 Transformação em Agrobacterium tumefaciens

O vetor binário obtido através das clonagens descritas acima foi transformado em células 

competentes de A. tumefaciens EHA 105, já disponíveis em nosso laboratório. Para 

eletroporação, foram utilizadas cubetas de 0,2 cm de espessura contendo 40 µL de células 

descongeladas e 1 µL de DNA plasmidial diluído. A eletroporação ocorreu nas condições de 

2.500 volts, 25 mFD de capacitância e 200 OHM`s (Gene Pulser da BIO-RAD). Logo após a 

transformação, foi adicionado 1 mL de meio YEP às células e estas ficaram sob agitação a 

150 rpm por 3 horas a 28ºC. As células foram centrifugadas a 9000xg por 30 segundos e 

ressuspendidas em 100 µL de meio YEP. Foram plaqueados 10 µL de células em meio YEP 

contendo estreptomicina 100 mg/L e higromicina 5 mg/ml. As placas foram incubadas por três 

dias a 28ºC. Em seguida, colônias de Agrobacterium transformadas foram selecionadas para 

a extração do DNA plasmidial e PCR para confirmação da clonagem. 
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� 3.6.5 Transformação genética de citros mediado por A. tumefaciens

Sementes de laranja doce “Hamlin” obtidas no Centro APTA Citros Sylvio Moreira / IAC, 

foram lavadas em água corrente e secas por 24 horas em temperatura ambiente, em seguida, 

foram retirados os seus tegumentos externos e desinfestadas em álcool a 70% (v/v) por 1 

minuto, seguido de imersão em hipoclorito de sódio a 2,5% (v/v) e Tween-20 a 0,1% (v/v) por 

15 minutos. Após esse período, foram lavadas três vezes em água Mili-Q estéril e incubadas 

in vitro em tubos de ensaio (150 x 25 mm) contendo 10 mL de meio de cultura para 

germinação, contendo metade da concentração dos minerais nutrientes do meio MS 

(Murashige & Skoog, 1962), consistindo de 100 mg/L de mio-inositol, 25 g/L de sacarose e 6,5 

g/L de Agar Merck.  

 As sementes foram incubadas à temperatura de 27 ± 2°C, em ausência de luz, por um 

período de quatro semanas e mais 2 semanas com fotoperíodo de 16 horas de luz e 8 horas 

de escuro, estando prontas para a retirada de explantes para os experimentos de 

transformação genética, que consistiu do corte de segmentos de epicótilo (1 cm) de 

comprimento. A preparação do inóculo de Agrobacterium consistiu da retirada de colônia 

isolada cultivada em meio YEP suplementado com os antibióticos para seleção da bactéria, 

por 48 horas, a 28°C e inoculada em 50 mL de meio YEP líquido suplementado com os 

antibióticos higromicina (0,5 mg/ml) e rifampicina (50 mg/L) e incubada sob agitação a 200 

rpm, 28°C, por 16 horas. A suspensão bacteriana foi quantificada em espectofotômetro (600 

nm), ajustada para a concentração de 108,5 x 108 ufc/mL, centrifugada a 3500 rpm, à 

temperatura ambiente, por 5 minutos e  o precipitado foi ressuspendido em meio de cultura 

MS líquido (Murashige & Skoog, 1962).  

 Os explantes provenientes de segmentos de epicótilo (1 cm) derivados de sementes 

germinadas in vitro foram cortados transversalmente e incubados na suspensão bacteriana 

por 15 minutos à uma concentração de 108, 5 x 108 ufc/mL e os explantes inoculados foram 

secos em papel de filtro para a retirada do excesso de  Agrobacterium. Em seguida, os 

explantes foram co-cultivados por 2 dias a 27°C em meio MS (Murashige & Skoog, 1962) semi 

sólido acrescido de 100 µM de acetoseringona (Sigma-Aldrich). Após o perído de co-cultivo os 

explantes foram transferidos para meio seletivo de indução de gemas e brotos, suplementados 

com BAP, higromicina e Timentin  e repicados a cada duas semanas.  

 As brotações de laranja doce “Hamlin” foram enxertadas em porta-enxerto de limão cravo, 

transferidas para o meio MS acrescido de 1 mg/L de ANA e aclimatadas em sala de 

crescimento por 30 dias e após esse período transferidas para a casa de vegetação.  
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� 3.6.6 Extração de proteínas totais de citros e análise por Western blot

As plantas contendo as construções de silenciamento e superexpressão foram transferidas 

para a casa de vegetação. Cerca de 1 mg de folha de cada planta foi coletada para extração 

de proteínas totais e confirmação do silenciamento através de Western blot. As folhas 

coletadas foram maceradas em tampão de amostra 2X SDS-PAGE com 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 e insolúvel foram centrifugadas 

a 14.000 rpm por 30 minutos em temperatura ambiente, resolvidas em gel de poliacrilamida 

(10%) SDS-PAGE corados com Coomassie blue e detectadas por Western blot com o 

anticorpo anti-MAF. 

3.7 PCR EM TEMPO REAL 

� 3.7.1 Desenho de oligonucleotídeos para reação de qRT-PCR

 Os níveis de expressão dos seguintes genes de Citrus sinensis foram analisados usando 

PCR quantitativo: tRNAHis, tRNAThr e tRNALeu. Os oligonucleotídeos correspondentes a esses 

genes foram desenhados utilizando o software Primer Express 3.0 (Life Technologies). Ver 

Tabela 6.  
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Genes Sequências
tRNAHis F – 5’GTGGCTGTAGTTTAGTGGT 3’ 

R – 5’ GTGGCTGCTGGGATTCGAGC 3’ 
tRNALeu F – 5’GTCAGGATGGCCGAGTGGT 3’ 

R – 5’ GTCAGAAGTGGGATTTGAAC 3’ 
tRNAThr F – 5’ GCTCTCGTAGCTCAGTTGG 3’ 

R – 5’ GCTCTCGTTGAGAGTCGAAC 3’ 
Suc-1 F – 5’ GCCCAATCGCTGCTCTCA 3’ 

R – 5’ CATATGACGCTGTAGTGGTTG 3’ 
IF F – 5’ CCACCGGCTTTCATCTCTTC 3’ 

R – GTCGATCGTTGAGAGTCGTTGCTAC 3’

�

� 3.7.2 Extração de RNA de tecido vegetal e síntese de cDNA

 O RNA total foi extraído de folhas jovens de laranja doce (Hamlin) silenciadas ou 

parcialmente silenciadas para a o gene da proteína CsMAF1. As folhas foram congeladas e 

maceradas em nitrogênio líquido e em seguida, o RNA total foi extraído com o reagente 

TRIzol® (Invitrogen), seguindo as recomendações do fabricante. A qualidade do RNA total 

extraído foi aferida por eletroforese em gel de agarose 1% desnaturante, com MOPS 1X 

(MOPS 20 mM; Acetato de Sódio 5 mM; EDTA 1 mM pH 7.0 em água DEPC 0,1%) e 

formaldeído 5%. O RNA total foi quantificado em espectrofotômetro (Sambrook; Russell, 
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2001), por medida da absorbância da amostra, diluída em água DEPC 0,1%, nos 

comprimentos de onda 260 e 280nm.  

� 3.7.3 Síntese de cDNA

 O RNA quantificado foi tratado com DNAse I (Fermentas) seguindo as recomendações do 

fabricante e em seguida foi realizada a síntese de fita simples de cDNA utilizando The 

Maxima® First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas) partindo de aproximadamente 2,5 �g 

de RNA total.  

� 3.7.4 qRT – PCR e análise dos dados 

 A reação de qRT – PCR foi realizada em plataforma 7500 Real-Time PCR System (Applied 

Biosystems) utilizando diluições específicas do cDNA produzido para avaliar a quantidade 

necessária para detecção dos transcritos. O qRT – PCR foi realizado com Maxima® SYBR 

Green/Fluorescein qPCR Master Mix (2X) (Fermentas) com a adição do cDNA de interesse e 

dos oligonucleotídeos para cada gene analisado. Foram utilizados dois genes endógenos 

(Suc-1 e IF) como normalizadores da reação. As reações para quantificação do nível de 

expressão relativa de cada gene foram conduzidas em triplicatas biológicas e duplicatas 

técnicas. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

A interação de PthA4 com CsMAF1 requer o domínio central e C-terminal 

íntegros de PthA4.  

Com o objetivo de mapear a região de interação de CsMAF1 com a proteína efetora PthA, 

foram utilizadas várias construções de PthA4 nos ensaios de duplo híbrido. As construções 

estão representadas na figura 25 e incluem: A) todas as variantes de PthA (1 ao 4, a partir do 

resíduo 128), B) pOBD-PthA4 (a partir do resíduo 128) e pOBD-PthA-ID4 (apenas domínio 

central de PthA4 com 17,5 repetições), C) pOBD-PthA-LRR (apenas região do  domínio 

“Leucine Rich Repeat”), pOBD-PthA-5,5 (uma construção contendo as últimas 5,5 repetições 

do domínio central seguido da região C-terminal). O domínio N-terminal inteiro de PthA4 que 

compreende do resíduo 1 a 288 não pôde ser usado nos ensaios de duplo híbrido pois 

transativou os genes repórteres na levedura. Dessa forma, de acordo com os dados de duplo 

híbrido, podemos concluir que a interação de PthA4 com CsMAF1 requer a presença dos 

domínios central e C-terminal juntos.   
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 A sequência de 160 aminoácidos do domínio N-terminal de PthA possui um domínio 

ribonucleotídeo difosfato redutase (RNR). Proteínas ribonucleotídeo redutases catalisam a 

redução de ribonucleotídeos difosfato para desoxiribonucleotídeos difosfato (dNTPs), 

precursores essenciais da síntese de DNA. Além de proteínas RNR estarem envolvidas em 

reconhecimento de ribonucleotídeos, elas são cruciais para a rápida multiplicação celular e se 

tornam alvos para drogas anticâncer e antivirais (Xu et al., 2006). Ainda não sabemos a 

relevância biológica de PthA conter um domínio RNR, entretanto, cabe ressaltar que algumas 

proteínas de citros identificadas como alvos de PthA4 (Tabela 3) possuem domínios 

associados à ligação de RNA. 

 Com o objetivo de confirmar a interação de CsMAF1 com PthA4 in vitro, realizamos um 

ensaio de pull down imobilizando em resina de GST o extrato de CsMAF1 recombinante (em 

fusão GST) e incubando, em seguida, a proteína PthA4 (com cauda de histidina) purificada 

(figura 26). A proteína GST sozinha foi usada como controle negativo imobilizada em resina 

GST e incubada com PthA4 da mesma forma.  
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CsMAF1 interage com a RNA Pol III de células HEK 293.  

 Boguta e colaboradores mostraram pela primeira vez que a proteína MAF1 de levedura 

interagia com a subunidade maior da RNA Pol III (Rpc160 ou C160) através de um screening

genético (Boguta et al., 1997). A MAF1 de humanos também interage com componentes da 

maquinaria de transcrição da Pol III que incluem a subunidade maior C160 e as subunidades 

Brf1 e Brf2 do complexo TFIIIB, necessárias para a transcrição dos genes de tRNAs e dos 

RNAs U6,  7SK e H1, respectivamente  (Reina et al., 2006; Rollins et al., 2007; Goodfellow et 

al., 2008).  

 Recentemente, Vannini e colaboradores, determinaram a estrutura tridimensional da MAF1 

humana e do complexo de repressão Pol III-MAF1, corroborando dados anteriores do grupo. 

No modelo proposto, MAF1 humana interage com a subunidade C160 da RNA Pol III no seu 

domínio “clamp”, promovendo um rearranjo do subcomplexo C82/34/31, que é necessário 

para o início da transcrição. Dessa forma, MAF1 inibe a ligação da RNA Pol III ao complexo 

TBP-Brf1-promotor (Vannini et al., 2010). Portanto, com o objetivo de demonstrar a 

conservação da via de repressão da RNA Pol III através da MAF1, resolvemos testar se a 

CsMAF1 era capaz de interagir com a RNA Pol III através de ensaio de pull down. Devido à 

dificuldade de se obter anticorpos da RNA Pol III de citros e à facilidade de manuseio e 

acesso às células de mamíferos em nosso laboratório, resolvemos utilizar nesse ensaio o 

anticorpo anti-Pol III de humanos e extrato de células HEK 293. Além disso, análises de 

BLAST revelaram que a subunidade maior da RNA Pol III de humanos (C160) possui cerca de 

50% de identidade com a subunidade equivalente da RNA Pol III de Citrus sinensis (figura 27). 
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 Para tanto, a proteína CsMAF1 recombinante (em fusão GST) foi imobilizada em resina 

GST e incubada com extrato de células HEK 293. O mesmo procedimento foi realizado com a 

proteína GST sozinha, utilizada como controle negativo. A figura 28 mostra que CsMAF1 

interage com a RNA Pol III de células HEK 293 em ensaio de GST-Pull down.  

MAF1 de citros complementa fenótipo de mutante maf1 de levedura.  

A cepa de levedura mutante maf1-∆ (YI3945), produz um aumento no nível de tRNA na 

célula, devido à inativação do regulador negativo da RNA Pol III, a proteína MAF1 (Kwapisz et 

al., 2002). Com o objetivo de confirmar se CsMAF1 de citros pertence realmente à família das 

MAF1 e possui a mesma função de regulador negativo da RNA Pol III de levedura, a 

construção pYEX 4T-1- CsMAF1 foi expressa em células da levedura mutante maf1-∆.  

 De acordo com o Western blot anti-GST e anti-MAF1, apresentado na figura 29, CsMAF1 foi 

expressa na cepa mutante de levedura na porção solúvel sob indução por CuSO4 (canaleta 4).  
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 O Northern blot, representado na figura 30, mostra que a cepa selvagem (WT) exibe uma 

transcrição normal de tRNAHis, enquanto a cepa mutante (maf1
-), apresenta transcrição 

significantemente aumentada desse tRNA e de 5S rRNA, pois a proteína MAF1 está ausente. 

A canaleta 3, que contém o mutante maf1 complementado com a proteína CsMAF1 induzida 

por Cu2+, revela uma severa contenção da transcrição de tRNAHis, confirmando que CsMAF1 

de citros é capaz de complementar o fenótipo da cepa mutante de levedura. A canaleta 4 

mostra o mutante complementado com CsMAF1 mas sem a indução por Cu2+, confirmando a 

eficiência do promotor CUP1 induzível por Cu2+ do vetor pYEX-4T-1.  
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 Com o objetivo de compreender o papel da interação de PthA4 com CsMAF1, 

transformamos a cepa mutante de levedura complementada com CsMAF1 com o plasmídeo 

pYEX-PthA4.  

 Na figura 31, é possível notar, assim como na figura 30, que a cepa mutante 

complementada com CsMAF1 (canaleta 3) reprime a transcrição exacerbada de tRNAHis. 

Quando expressamos PthA4 nessa cepa (canaleta 4 da figura 31), ocorre um 

restabelecimento da transcrição de tRNAHis e de 5S rRNA. Portanto, uma vez que PthA regula 

um certo número genes envolvidos na biogênese de ribossomos, acreditamos que ele possa 

deslocar CsMAF1 do complexo com a RNA Pol III, permitindo, desse modo, que a transcrição 

de genes alvos da RNA Pol III (5S RNA e tRNAs) seja retomada, contribuindo para o aumento 

da proliferação celular que é a característica marcante do cancro cítrico.  
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O silenciamento do gene maf1 de citros aumenta as lesões do cancro cítrico.  

 Com o objetivo de estudar a função da proteína CsMAF1 em citros e seu papel no 

desenvolvimento do cancro cítrico, a variedade de laranja doce “Hamlin” foi transformada com 

as contruções para o silenciamento e superexpressão do gene maf1.  

 Os explantes de laranja doce da variedade “Hamlin”, transformados via A. tumefaciens com 

os vetores binários, foram transferidos para meio seletivo e foram repicados a cada três 

semanas, no entanto, após 90 dias, os explantes transgênicos regenerados não tiveram 

crescimento vigoroso e alguns apresentavam sinais de amarelamento nas folhas (figura 32 A). 

Por esse motivo, realizamos microenxertias em porta enxerto “Troyer” a fim de tentar 

minimizar o efeito do crescimento pouco vigoroso em meio ágar. A microenxertia pode ser 

vista na figura 32 B. 
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 Observou-se um rápido crescimento das plantas após a aplicação dessa técnica (figura 32 

C). Em seguida, as plantas transgênicas foram transferidas para a casa de vegetação para 

mais um período de crescimento. Depois de dois meses na casa de vegetação, algumas 

folhas das plantas transgênicas que possuíam a construção para o silenciamento do gene 

maf1 foram coletadas para a quantificação dos níveis de expressão dessa proteína através de 

Western blot. A transformação genética em citros com a construção para a superexpressão de 

CsMAF1 foi posterior à do silenciamento e por isso não foi possível ainda realizar as análises 

de expressão gênica nessas plantas.  

 As plantas transgênicas que carregavam a construção de silenciamento tiveram seus níveis 

de expressão de CsMAF1 analisados por Western blot usando-se o anticorpo anti-CsMAF1. 

Como pode ser visto na figura 33 A, a quantidade de proteína carregada no gel de acrilamida 

usado no Western blot foi equilibrada de acordo com a coloração com “Coomassie Brilliant 

Blue” das bandas correspondentes à subunidade maior da proteína Rubisco (RBCL). 

Podemos observar que o antisoro anti-CsMAF1 detectou duas bandas majoritárias nas 

amostras de proteínas de folhas da planta selvagem (figura 33 A).  
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 De acordo com a figura 33 A, a banda superior com cerca de 28 kDa corresponde à forma 

fosforilada de CsMAF1, enquanto a banda inferior, com cerca de 26 kDa corresponde à forma 

não fosforilada da proteína. Essa questão sobre a fosforilação de CsMAF1 será abordada 

mais profundamente no capítulo IV. O gráfico da figura 33 B apresenta a medida da área 

relativa de cada banda da proteína CsMAF1 nas plantas silenciadas (RNAi4, RNAi5 e RNAi6) 

em relação à planta controle (não transformada). 

 É possível observar que as bandas de 28 kDa nas plantas silenciadas apresentam cerca de 

50% de redução em relação ao controle, enquanto as bandas inferiores tiveram uma redução 

de 45% em relação ao controle.  
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 Após a confirmação da diminuição da expressão de CsMAF1 nas plantas RNAi por Western 

blot, a técnica de qRT-PCR foi utilizada com o objetivo de analisar as variações na expressão 

de genes alvos da RNA Pol III, neste caso, tRNAs.  

 Os cDNAs provenientes das amostras de RNA  de folhas dessas plantas RNAi (figura 34), 

inclusive do controle (planta não transformada), foram analisados por qrt-PCR para verificar a 

quantidade de trasncritos dos genes escolhidos.  

 Os genes escolhidos foram: tRNAHis, tRNALeu, tRNAThr e como controle endógeno, dois 

genes constitutivos: Suc-1 (succinato desidrogenase) e IF (initiation factor). As sequências de 

nucleotídeos dos primers utilizados na reação de PCR em tempo real podem ser visualizadas 

na tabela 6.   

 De acordo com os gráficos obtidos a partir do qRT-PCR (figura 35), todos os genes tRNAs 

analisados apresentaram um aumento significativo  nas plantas RNAi em relação ao controle 

(planta não transformada).  
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 Esses resultados corroboram os dados obtidos nas figuras 30 e 31 e são consistentes com 

as observações feitas com o mutante maf1 de levedura (Kwapisz et al., 2002). Mas o que nos 

surpreendeu foi que embora o silenciamento de CsMAF1 tenha sido parcial, isso foi suficiente 

para que houvesse um aumento significativo na transcrição de tRNAs nessas plantas.  

 O fenótipo dessas plantas, após serem infiltradas com um inóculo de X. citri com OD600nm de 

0,01, corrobora os dados do PCR em tempo real, pois o aumento de tRNAs implica em um 

aumento na síntese proteica da célula e consequentemente, vemos uma proliferação celular 

mais acentuada com um maior número de pústulas coalescentes e eruptivas nas plantas 

RNAi, como pode ser visto na imagem das plantas RNAi5 e 6 (figura 36). 

  

 Desse modo, pensamos que a superexpressão de CsMAF1 poderia causar o efeito 

contrário ao do silenciamento e diminuir ou até mesmo conter os sintomas do cancro cítrico. 

Estudos realizados com a MAF1 humana mostraram que a superexpressão dessa proteína 

inibiu a formação oncogênica, provavelmente devido à sua habilidade de reprimir a transcrição 

dependente da RNA Pol III (Johnson et al., 2007).  

  



�
�

���	��
�



�
�

���	��
�

CAPÍTULO IV: Caracterização estrutural e funcional da proteína CsMAF1 de 

Citrus sinensis.

1. INTRODUÇÃO  

 A atividade da RNA Pol III requer o constante monitoramento do ambiente e a interrupção 

imediata da transcrição mediante condições de estresse. Em levedura, a proteína MAF1 é o 

único regulador negativo da RNA Pol III que age como um efetor de várias vias de sinalização 

(Upadhya et al., 2002; Desai et al., 2005).  

 Em condições de crescimento favoráveis, MAF1 é inativada por fosforilação, que opera em 

vários níveis para impedir a repressão da RNA Pol III. Além de diminuir a ligação direta de 

MAF1 à RNA Pol III, a fosforilação também atua para facilitar a exportação de MAF1 do núcleo 

e para impedir a sua importação do citoplasma para o núcleo.  Diferentes quinases regulam 

essas funções através da fosforilação da MAF1.  

O transporte núcleo-citoplasma é regulado pela quinase PKA. A fosforilação de MAF1 de 

levedura por PKA, em dois sítios adjacentes ao sinal de localização nuclear na região N-

terminal, impede que ela seja importada para o núcleo e reprima a RNA Pol III (Moir et al., 

2006). A fosforilação da MAF1 nuclear pela Sch9 presumivelmente, favorece a sua interação 

com a exportina Msn5 e, consequentemente, seu transporte para fora do núcleo. Além de 

afetar o transporte nuclear, a fosforilação de MAF1 por Sch9 causa um impacto na sua 

interação com RNA Pol III, pois estudos revelaram que a inativação de todos os potenciais 

sítios de fosforilação de Sch9, resultou em um aumento na associação MAF1-RNA Pol III 

(Huber et al., 2009; Lee et al., 2009; Boguta, 2009).  

Embora ocorra essa translocação de MAF1 entre núcleo e citoplasma, essa atividade não 

é essencial para a ativação da RNA Pol III, mas sim a fosforilação de MAF1 em função de 

uma mudança na condição de crescimento, de desfavorável para favorável (Huber et al., 

2009; Towpik et al., 2008; Wei et al., 2009). Várias evidências indicam que a levedura pode 

regular a atividade de MAF1 sem excluí-la do núcleo. Em células de levedura em que a 

exportina nuclear Msn5 é deletada ou em células W303a, em que MAF1 é constitutivamente 

nuclear, a fosforilação de MAF1 e a atividade da Pol III podem ser completamente reguladas 

por outras quinases, como a TORC1 (Moir et al., 2006; Towpik et al., 2008; Wei et al., 2009). 

Portanto, apesar do entusiasmo inicial do transporte de MAF1 citoplasma-núcleo estar 

relacionado com a fosforilação e ser resposta da inibição da via TOR, isso se tornou 

dispensável para a sua regulação, sugerindo que os passos essenciais para a regulação da 

função repressora de MAF1 ocorresse dentro do núcleo, mais especificamente no nucléolo, 

que é o sítio da biogênese de ribossomos, onde está localizado o DNA ribossomal 5S e tRNAs 
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(Wei Y. & Zheng S., 2010). O transporte nucleoplasma-nucléolo de MAF1 proporciona um 

novo mecanismo de regulação da MAF1 dentro do núcleo.  

A quinase TOR de mamíferos (mTOR) localiza-se em genes de tRNA e 5S rRNA através 

da interação com TFIIIC, um fator de ligação ao DNA que reconhece os promotores desses 

genes. Por causa dessa associação, a fosforilação mediada por mTOR de MAF1,  

funcionalmente contribui para a regulação da atividade repressiva de MAF1 em genes tRNA e 

5S rRNA de mamíferos (Kantidakis et al., 2010).  

 Em contraste, o complexo TORC1 de levedura liga-se à rDNA da cromatina dos genes 

35S assim como do 5S, e não é detectada nos genes de tRNA (Wei et al., 2009). Tem sido 

postulado que TORC1 fosforila MAF1 no loci do rDNA, regulando dessa forma, seu transporte 

do nucléolo para o nucleoplasma (Wei et al., 2009). No entanto, a fosforilação por TORC1 foi 

detectada apenas na MAF1 recombinante de levedura e os sítios de fosforilação não foram 

identificados (Wei et al., 2009). Além disso, a associação de MAF1 com genes de rDNA 5S 

tem sido controverso (Graczyk et al., 2011). TORC1 fosforila Sch9 em múltiplos locais, e esta 

fosforilação é necessária para a atividade catalítica de Sch9 em levedura (Huber et al., 2009). 

Portanto, TORC1 poderia controlar MAF1 de levedura indiretamente, através da fosforilação 

de Sch9 no nucleoplasma.  

A regulação da RNA Pol III envolve outra quinase importante, a CK2, conhecida por estar 

envolvida na sinalização direcionada da transcrição e regulação do ciclo celular (Olsten e 

Litchfield, 2004). Foi demonstrado há uma década, que a fosforilação mediada por CK2 de 

TBP, uma subunidade do fator TFIIIB de levedura, é necessária para o recrutamento eficiente 

do complexo TFIIIB para os promotores da RNA Pol III. Sob condições favoráveis de 

crescimento, CK2 interage fisicamente com TFIIIB, mas sob condições de estresse, sua 

subunidade catalítica se dissocia do complexo (Ghavidel e Schultz, 2001). O mecanismo de 

controle da RNA Pol III pela CK2 não é completamente conhecido, mas tem sido postulado a 

participação de um fator adicional (Schultz, 2003). Recentemente, um trabalho apresentou 

evidências de que a quinase CK2 de levedura está presente em genes tRNA, mas não é 

detectada em genes 5S rRNA (Graczyk et al., 2011), contrastando com TORC1 que está 

preferencialmente presente em genes 5S rRNA (Wei et al., 2009). Curiosamente, MAF1 

também é detectada, principalmente, em genes tRNA e não é encontrada em genes 5S rRNA 

(Graczyk et al., 2011). Além disso, MAF1 interage com e é fosforilada por CK2, sugerindo 

assim, que MAF1 poderia ser o fator adicional envolvido na regulação da RNA Pol III mediada 

por CK2 (Graczyk et al., 2011).  

O modelo da figura 37 mostra a regulação de MAF1 através de múltiplos níveis de 

fosforilação.   



�
�

���	
�
�

 Os resultados que serão apresentados a seguir, confirmam que a CsMAF1 também é 

fosforilada por PKA e possui sítios de fosforilação da quinase TOR altamente conservados. 

Além disso, observamos que CsMAF1 se localiza no núcleo de células de mamíferos, dando 

indícios de que sua regulação realmente aconteça nesse local.  
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Porém, questões relativas à regulação de CsMAF1 por fosforilação, sua interação com a 

RNA Pol III na forma dimérica ou monomérica e como PthA4 interfere com a interação 

CsMAF1-RNA Pol III ainda precisam ser elucidadas. Cabe ressaltar, que até o momento não 

há dados relevantes na literatura sobre essa proteína em plantas e trabalhos sobre a sua 

regulação pela via TOR são recentes e limitados. Portanto, o papel da fosforilação no controle 

do estado dimérico da CsMAF1 e, consequentemente, sua afinidade pela RNA Pol III poderia 

caracterizar um novo mecanismo regulatório para proteínas dessa família em plantas.    

2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

• Fosforilar CsMAF1 com as quinases PKA, PKC e mTOR;  

• Mapear o sítio de fosforilação de PKA através de espectrometria de massas; 

• Realizar sublocalização celular de CsMAF1 em células de mamíferos;   

• Realizar ensaios espectroscópicos com a proteína CsMAF1, como: Dicroísmo 

circular (CD), Dynamic Light Scattering (DLS) e Desnaturação Térmica 

Progressiva;  

• Confirmar as interações entre as proteínas de citros isoladas no screening de 

duplo híbrido com CsMAF1;  

• Realizar modelagem computacional por homologia da CsMAF1 e compará-la com 

a estrutura de MAF1 humana, recém resolvida; 

•  Realizar mutagênese sítio dirigida em um dos supostos sítios de fosforilação de 

TOR em CsMAF1; 

• Realizar tentativas de cristalização de CsMAF1. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS  

�

3.1 ENSAIOS DE FOSFORILAÇÃO IN VITRO COM PKA E PKC 

A reação de fosforilação in vitro com a PKA (murine), foi realizada com cerca de 1 µg/µL de 

proteína CsMAF1 (com His-tag) ou CsMAF1-Ser45Ala/Asp recém purificada, 1X PKA Reaction 

Buffer (50 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, pH 7,5), 0,2 mM de ATP “frio”, 500 µCi/µMol de [γ-
32P]ATP e 2500 U da subunidade catalítica da proteína quinase A (PKA). A reação de 

fosforilação com PKC (rat brain) foi realizada com cerca de 1 µg/µL de proteína CsMAF1 (com 

His-tag) recém purificada, 1X PKC Reaction Buffer ( 20 mM HEPES, pH 7,4; 1 mM DTT, 1 

mg/ml Type III-S histone; 10 mM MgCl2; 1,7 mM CaCl2; 0,6 mg/ml phosphatidyl serine), 500 

µCi/µMol de [γ-32P]ATP e 1000 U da proteína quinase C (PKC). Ambas as reações, cujo 

volume total foi de 20 µl, foram incubadas por 30 minutos a 30°C. Em seguida, as reações 

foram interrompidas com a adição de 10 µl de tampão de amostra SDS-PAGE 2X e 

imediatamente fervidas a 95°C por 5 minutos. Apenas 15 µl de amostra de cada reação de 

fosforilação foi aplicada em gel de SDS-PAGE 10% e procedeu-se com uma corrida de 1 hora 

de 30 minutos a 120V. Após a corrida, o gel foi seco à vácuo com Gel Dyer 583 (Bio Rad) por 

1 hora e 30 minutos e exposto a um filme autoradiográfico, que ficou incubado 24 horas a - 

80°C. A proteína Glutationa-S-Transferase (GST) foi utilizada como controle negativo tanto da 

fosforilação por PKA quanto por PKC.

3.2 ENSAIO DE FOSFORILAÇÃO mTOR 

O ensaio de fosforilação in vitro de CsMAF1 com a quinase mTOR, foi realizado após a 

imunoprecipitação dessa quinase em células HeLa. Células transfectadas com o plasmídeo 

Myc-mTOR foram lavadas uma vez com PBS gelado, em seguida lisadas com o tampão de 

lise mTOR ( 40 mM HEPES pH7.4; 2 mM EDTA; 10 mM �-glicerofosfato; 0,3% (w/v) CHAPS e 

inibidores de protease). O material insolúvel foi removido por centrifugação e o anticorpo anti-

Myc (Sigma) foi incubado com o lisado por 2 horas a 4°C. Foi adicionada resina de proteína G-

Sepharose ao lisado e incubado por mais 1 hora a 4 °C para imunoprecipitar o complexo Myc-

mTOR. A resina foi lavada uma vez com tampão de baixo teor de sal (40 mM HEPES pH7.4; 

10 mM �-glicerofosfato; 150 mM NaCl; 0,3% (w/v) CHAPS e inibidores de protease), depois, 

mais duas vezes com tampão de alto teor de sal (40 mM HEPES pH7.4; 10 mM �-

glicerofosfato; 400 mM NaCl; 0,3% (w/v) CHAPS e inibidores de protease), para remover a 

proteína inibitória PRAS40. Em seguida, mais duas lavagens com tampão HEPES/KCl ( 25 

mM HEPES pH 7.4; 20 mM KCl). A resina foi dividida em tubos de 1,5 mL para a reação de 

fosforilação seguindo o protocolo do item 3.1 acima. 
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3.3 IDENTIFICAÇÃO DOS SÍTIOS DE FOSFORILAÇÃO DE PKA  

As bandas referentes à fosforilação de CsMAF1 por PKA foram recortadas do gel e as 

proteínas foram reduzidas, alquiladas e digeridas com tripsina. Os peptídeos foram separados 

por gradiente de hidrofobicidade em coluna C18 (100 um x 100 mm) (Waters) em nano 

Acquity Ultra Performance LC (Waters) acoplado a uma interface de ESI nanospray em um 

espectrômetro de massa do tipo Q-Tof Ultima (MicroMass/Waters). Os arquivos de dados 

gerados pelo Q-Tof foram processados em programa Mascot Distiller v.2.3, 2009 (Matrix 

Science Ldt.). Com o objetivo de identificar as proteínas foi utilizado o programa Mascot 

Server v.2.3 (Matrix Science Ltd.), tendo como parâmetros uma clivagem perdida pela tripsina, 

modificação fixa de carbamidometilação, modificações variáveis de oxidação da metionina e 

fosforilação em serina, treonina e tirosina e 0,1 Da de tolerância de massas para precursores 

e 0,1 Da de tolerância de massas para fragmentos. As buscas foram realizadas utilizando o 

banco de dados citrus EST do NCBI (3307740 sequências; 848920132 resíduos). Foi 

realizada a validação manual dos espectros para confirmação dos sítios de fosforilação. 

3.4 SUBLOCALIZAÇÃO CELULAR DE CsMAF1  

� 3.4.1 Clonagem de CsMAF1 no vetor pEGFP-C1 

 Com o objetivo de realizar o ensaio de sublocalização celular de CsMAF1, foi necessário 

clonar o gene da proteína MAF1 de citros no vetor de expressão de mamíferos pEGFP-C1 

(Clontech).  Quando clonado no MCS (múltiplo sítio de clonagem) deste vetor, o gene da 

proteína de interesse é expresso como uma proteína de fusão ligada a EGFP (Enhanced 

Green Fluorescent Protein). O gene de CsMAF1 foi subclonado do vetor pOAD com as 

enzimas de restrição PstI e SalI para o vetor pEGFP-C1, digerido com PstI e XhoI, gerando 

fragmentos de DNA com final coesivo compatível. Após a digestão com essas 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 sob incubação no banho a 16oC por 16 horas. Em 

seguida foi transformado em DH5α e a confirmação da inserção do gene no vetor desejado foi 

feita através de sequenciamento.  

  

� 3.4.2 Transfecção de pEGFP-CsMAF1 em linhagem de células HEK 293 E HeLa 

 A transfecção transiente das células, com o plasmídeo pEGFP-CsMAF1 foi realizada com o 

reagente lipofectamine (Invitrogen). No dia anterior à transfecção, foram distribuídas 35000 

células por poço em placas de 6 poços (cada um com 10cm2 de diâmetro) em 500 µL de meio 

de cultura completo sem antibiótico, para que a confluência das células fosse de 50 a 80% no 

momento da transfecção. A transfecção foi feita seguindo as recomendações do fabricante. 
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Foi diluído cerca de 0.4 �g de DNA em 25 �l de OptiMEM sem soro (Invitrogen) misturando-se 

gentilmente. A lipofectamina também foi diluída para 5  �l em 25 �l de OptiMEM sem soro 

(Invitrogen). Para cada poço, foi misturado o DNA diluído (25 �l) e a lipofectamina diluída (25 

�l), em um volume total de 50 �l e incubados por 30 minutos a temperatura ambiente. 

Posteriormente, foi acrescentada 150 �l do meio OptiMEM, gerando um volume total de 200 �l 

e misturado gentilmente. O meio de crescimento foi removido das células e substituído por 

200 �l de meio sem soro. Em cada poço foi adicionado 200 �l dos complexos diluídos e 

incubados a 37oC em um incubador de CO2 por 24 horas. Foi adicionado 400 �l do meio de 

crescimento contendo 2X mais a concentração normal de soro, sem remover o mix de 

transfecção.  

3.5 MODELAGEM MOLECULAR POR HOMOLOGIA ESTRUTURAL  
A modelagem molecular da estrutura de MAF1 de Citrus foi realizada pelo pesquisador Dr. 

Paulo Sérgio de Oliveira do Laboratório Nacional de Biociências em caráter de colaboração. A 

modelagem foi realizada utilizando-se o programa Yasara (Yer Another Scientific Artificial 

Reality Application). O programa recebe uma sequência de aminoácidos como entrada e 

retorna um modelo refinado de alta resolução, usando um protocolo aprovado pela CASP 

(Critical Assessment of Structure Prediction) (Krieger et al., 2009).  O processo de modelagem 

encontra-se descrito abaixo: 

  A sequência de aminoácidos dada como entrada é comparada contra a base de dados 

Uniprot através da ferramenta PSI-BLAST (Altschul et al., 1997) de forma a se construir uma 

matriz de pontuação posição-específica (PSSM, na sigla em inglês) a partir de sequências 

relacionadas. O perfil obtido é usado em uma busca no PDB (Protein Data Bank) por 

homólogos que possam servir de molde para a modelagem da sequência de entrada. Nessa 

etapa, descartaremos as sequências de entrada cuja homologia seja muito remota (baseado 

no E-valor) para ser detectada pelo PSI-BLAST. Cada molde obtido é, então, classificado 

segundo sua pontuação de alinhamento e sua qualidade estrutural, determinada pelo 

programa WHAT_CHECK (Hooft et al., 1996a), o qual é obtido da base de dados PDBFinder2 

(Hooft et al., 1996b).  

 Os modelos serão criados utilizando-se apenas os moldes com maior pontuação. Para cada 

molde disponível, é feito um alinhamento baseado em estrutura entre o molde e a sequência 

de entrada. Tal alinhamento é parcialmente baseado nas matrizes de pontuação SSALN (Qiu 

& Elber, 2006). Ele é otimizado iterativamente usando informações adicionais como: 

informação evolucional contida em sequências provenientes do SwissProt e do TrEMBL, 

informação estrutural proveniente do molde, bem como a estrutura secundária predita para a 
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sequência de entrada (King & Sternberg, 1996; Jones DT, 1999). Caso o alinhamento feito 

não seja acurado, alinhamentos alternativos que usam uma abordagem estocástica 

(Mueckstein et al., 2002) são criados e para todos eles modelos serão construídos. 

 Se os moldes encontram-se em estados oligoméricos (de acordo com a base de dados 

PQS), os modelos podem ser construídos nesse mesmo estado, de forma que interações 

entre as cadeias laterais sejam consideradas. No caso de haver inserções e/ou deleções, um 

subconjunto não-redundante do PDB (Wang & Dunbrack, 2003) é usado para determinar 

quais os melhores pontos de ancoragem para a alça e obter informações sobre as possíveis 

conformações de alças.  

 As conformações são classificadas por um sistema de pontuação que considera a 

similaridade entre as sequências, choques com o restante da estrutura e o encaixe nos pontos 

de ancoragem. No entanto, neste último caso, uma vez que as alças extraídas do banco nem 

sempre se encaixam perfeitamente, é usado o algoritmo de minimização cíclica de 

coordenadas (Canutescu & Dunbrack, 2003) para o ajuste. Ocorre então a etapa de 

modelagem das cadeias laterais. Nessa etapa, é feita a otimização das alças, que consiste em 

uma análise sequencial, na qual, para cada alça, são testadas as diversas conformações 

obtidas do banco de dados (Wang & Dunbrack, 2003) e, para cada uma dessas 

conformações, otimiza-se as cadeias laterais dos resíduos presentes na alça e adjacências, 

através do cálculo das energias de interação e solvatação.  

 Após esse primeiro processo de modelagem estrutural, as ligações de hidrogênio do 

modelo obtido são otimizadas, levando em consideração o pH e a existência de ligantes, 

através da utilização de uma versão aprimorada do método WHAT IF (Hooft et al., 1996c). Um 

refinamento de alta resolução na presença de moléculas de solvente é realizado pelo método 

de minimização de energia, usando os modelos de campos de força mais recentes 

(AMBER94, AMBER96, AMBER99, AMBER03, NOVA, YAMBER, YAMBER2 and YAMBER3, 

YASARA e YASARA2) e o resultado passa por um processo de validação feito pela 

ferramenta WHAT_CHECK (Hooft et al., 1996a) para assegurar que o refinamento não moveu 

o modelo na direção errada. Nos modelos resultantes, indicadores de qualidade para cada 

resíduo são determinados. Um modelo híbrido é construído, no qual regiões mal modeladas 

são substituídas iterativamente por fragmentos dos outros modelos.  

 Os rotâmeros das cadeias laterais de proteínas são fortemente influenciados pela 

conformação do esqueleto polipeptídico (Hooft et al., 1995), por isso, para a modelagem das 

cadeias laterais, o programa extrai os rotâmeros preferenciais e suas probabilidades 

associadas de uma biblioteca de rotâmeros dependentes do esqueleto da cadeia peptídica 

(Dunbrack & Cohen, 1997). Baseado nesses rotâmeros, são determinadas quais cadeias 

laterais podem influenciar potencialmente umas as outras e um grafo é construído de forma 
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que cada dois resíduos que potencialmente interajam entre si compartilhem uma aresta 

(Canutescu et al., 2003). O grafo resultante é particionado em subgrafos que não 

compartilham nenhuma aresta entre si. Esses subgrafos, por sua vez, são partidos em 

componentes biconexas, que são grafos que não podem ser desconectados pela remoção de 

um único vértice. O problema combinatório é então reduzido a encontrar a energia mínima dos 

componentes biconexos e combinar os resultados para se determinar a conformação de 

energia mínima global. Para tanto, o Yasara usa uma função simplificada de energia de 

repulsão, que leva em conta, principalmente, forças repulsivas de Van der Waals. Porém, para 

levar em consideração as complexas interações eletrostáticas na superfície, o programa 

realiza uma nova rodada de otimização, só que dessa vez considerando explicitamente efeitos 

eletrostáticos e de solvatação, bem como preferências de empacotamento e desvios na 

geometria dos rotâmeros ideais.  

 O dímero de CsMAF1 foi construído pela superposição de dois monômeros idênticos sobre 

os monômeros do dímero da proteína estruturalmente similar Integron cassette protein 

VCH_CASS14  (3IMO). 

3.6 MUTAGÊNESE SÍTIO DIRIGIDA 

Foram desenhados óligos específicos para mutação sítio dirigida da Ser45 e da Thr62 de 

CsMAF1 de acordo com as instruções do manual: QuikChange® Site-Directed Mutagenesis 

Kit da Stratagene, ver  tabela 7. 

��������	�[��'��"���������$�"����)���$� ������!"��'6��$��$���������'���������$��"��?�������$5�*���

Mutação Óligo Função

Ser45 � Ala F - GGAACTGATAAAAGACTGGCCATCAGCTTGGAACATGAG 
R - CTCATGTTCCAAGCTGATGGCCAGTCTTTTATCAGTTCC 

Não fosforilável 

Ser45 � Asp F – GGAACTGATAAAAGACTGGACATCAGCTTGGAACATGAG 
R - CTCATGTTCCAAGCTGATGTCCAGTCTTTTATCAGTTCC 

Mimetiza fosforilação 

Thr62� Ala F - TTGGGAAATCATTGGATGCTGACTCTTCCTCACCAGCTG 
R - CAGCTGGTGAGGAAGAGTCAGCATCCAATGATTTCCCAA 

Não fosforilável 

Thr62� Asp F – TTGGGAAATCATTGGATGATGACTCTTCCTCACCAGCTG 
R - CAGCTGGTGAGGAAGAGTCATCATCCAATGATTTCCCAA 

Mimetiza fosforilação 

 O PCR mutagênico foi realizado de acordo com as instruções do kit do fabricante 

(Stratagene). Logo após o PCR, as amostras foram resfriadas até 37°C e incubadas com 1 µL 

da enzima DpnI (10U/µl) por 1 hora a 37°C. Em seguida, 1 µl de cada amostra foi 

transformada em células competentes de E. coli DH5� por eletroporação. Os clones positivos 

foram confirmados por sequenciamento.  
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3.7 ANÁLISES ESPECTROSCÓPICAS DA PROTEÍNA CsMAF1

 3.7.1 Dicroísmo Circular (CD) 

 Os ensaios de CD, para verificar o conteúdo de estrutura secundária de CsMAF1 foi 

realizado com 36 �M de proteína. Os espectros de CD foram obtidos utilizando-se um 

espectropolarímetro J-810 (JASCO), no comprimento de onda de 200 a 260nm, com cubeta 

de quartzo de 1 mm de caminho ótico. A concentração de proteína foi determinada pela 

absorbância a 280nm usando-se o coeficiente de extinção molar obtido no site Expasy 

(http://us.expasy.org/).  

 Além de denotar a estrutura secundária da proteína, o aparelho também foi utilizado para 

análise do comportamento da proteína ao longo de um gradiente crescente de temperatura 

com intervalos de 5 ºC, cuja amplitude foi de 20 ºC a 95 ºC, seguida de diminuição gradativa 

de temperatura. 

 3.7.2 DLS (Dynamic Light Scattering)

Os ensaios de DLS realizados para verificar a homogeneidade e monodispersividade da 

amostra, recomendado para ensaios cristalográficos, foram realizados logo após a purificação 

por gel filtração e utilizando-se o aparelho Protein Solutions DynaPro, na temperatura de 20°C, 

com 100 medidas com 10 acumulações cada e 10 �M de proteína por amostra. 

3.8 TENTATIVA DE CRISTALIZAÇÃO DE CsMAF1  

As tentativas de cristalização da proteína CsMAF1 foram realizadas utilizando-se a técnica 

de sitting drop com difusão de vapor. As gotas foram feitas pelo robô Honeybee Pipettor e os 

scrennings iniciais foram realizados com 6 kits, totalizando 544 condições. As placas de 

cristalização foram mantidas em um laboratório de cristalografia à 18°C e estão sendo 

periodicamente visualizadas através de microscópios. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO  

CsMAF1 é uma proteína com múltiplos sítios de fosforilação. 

MAF1 de levedura possui cinco sítios de fosforilação identificados,  enquanto MAF1 

humana possui sete sítios identificados (Tabelas 8 e 9).  

��������	� 9�����#����&�� ���.$ �����!������ ���5�$$�$���$� $����$���� #�$#������&�����5�*����� 1���	�	 ����	�
$�%��������	�&���	����'(##)���

��������	�9�����#����&�� ���.$ �����!���������5�$$�$���$�$����$����#�$#������&�����5�*��2"!����;.��������
���5��2��$0��������

 A primeira quinase identificada em levedura que fosforila MAF1 foi a PKA. A MAF1 de 

levedura possui seis sítios consenso de PKA (Ser90, Ser101, Ser177, Ser178, Ser209 e Ser210) que 

são fosforilados por essa quinase in vitro (Moir et al., 2006). A enzima PKA participa da via 

TOR, que está relacionada com proliferação celular em resposta a fatores de crescimento e/ou 

nutrientes em leveduras e mamíferos (Jacinto e Hall, 2003). Assim como a via TOR, a via 

Pkc1 também está envolvida na transdução de sinais mediante condições de estresse e 

limitação de nutrientes em células de levedura. A principal quinase efetora dessa via é a PKC 

(Roberts et al., 2006). Por essa razão, resolvemos fazer uma busca para encontrar sítios 

consenso de PKA e PKC em CsMAF1 e testar se ela é também fosforilada por essas duas 

quinases. O programa utilizado para a busca foi  NetPhosK 1.0 Server e os resíduos com 

maior score para sítios de PKA foram: Ser45, Ser76, Ser136 e Ser210 (figura 38, sítios Ser45 e 

Resíduo 
Fosforilado

Chi et al., 2007 Li et al., 2007
Albuquerque et 

al.,2008
Huber et al., 2009

Ser90 Não Não Sim  Não 
Ser177 Sim Não Não Sim  
Ser209 Não Sim  Não Não 
Ser210 Não Sim  Sim Não 
Ser346 Não Não Sim Não  

Resíduo 
Fosforilado

Olsen et
al., 2006

Matsuoka 
et al., 2007

Stokes et
al., 2007

Dephoure 
et al., 2008

Mayya et 
al., 2009

Olsen et 
al., 2010

Shor et
al., 2010

Michels et
al., 2010

Ser60 Não Não Sim Sim Não Sim Não Sim
Thr64 Não Não Não Sim Não Sim Não Sim 
Ser65 Não Não Não Não Não Não Não Sim 
Ser68 Não Não Não Sim Não Sim Não Sim 
Ser75 Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim Sim 
Thr212 Não Não Não Não Não Não Não Sim 
Ser214 Não Não Não Não Sim Não Não Sim 
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Ser76 em amarelo) e para PKC foram: Thr98 e Thr112 (figura 38, sítios respectivamente, 

destacados em azul).  

 O resultado do ensaio de fosforilação in vitro com a enzima PKA e PKC pode ser visto na 

figura 39.

�

  

As duas quinases fosforilam CsMAF1 in vitro, porém CsMAF1 é muito mais fosforilada por 

PKA, já que foi usada a mesma concentração dessa proteína nos ensaios com as duas 

enzimas. Embora seja um gel desnaturante, é possível visualizar uma maior concentração do 
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monômero do que do dímero, sugerindo que a fosforilação poderia desestabilizar o dímero. 

Além disso, foi possível mapear e confirmar os sítios de fosforilação da PKA através de 

espectrometria de massas. Segundo o espectro resultante da análise (figura 40), a serina 

fosforilada por PKA em CsMAF1 é a Ser45 (destacada em vermelho na figura 38). 

  

 Mas qual seria o papel da fosforilação na função de MAF1? Um dos papéis proposto por 

muitos autores é que a fosforilação de MAF1 de levedura determina sua localização celular. 

MAF1 de levedura possui dois sítios de localização nuclear (NLS), um na região N-terminal e 

outro na região C-terminal. O NLS do N-terminal é regulado através da fosforilação de todos 

os seguintes resíduos: Ser90, Ser101, Ser177, Ser178, Ser209 e Ser210. Quando esses resíduos 

são mutados para alanina, MAF1 torna-se constitutivamente nuclear, corroborando a idéia de 

que a fosforilação atua como um sinal de exclusão nuclear, ou seja, a fosforilação “esconde” o 

sítio de localização nuclear de MAF1 e impede que ela seja importada para o núcleo em 

condições normais de crescimento (Moir et al., 2006 e Wei e Zheng, 2009). Mas a fosforilação 

de MAF1 de levedura por PKA ou Sch9 não é suficiente para impedir a repressão da RNA Pol 

III. Mutações simultâneas nos sítios de PKA (Ser90, Ser101, Ser177, Ser178, Ser209 e Ser210) para 

glutamato, mimetizando a fosforilação de MAF1 e, portanto, a sua inativação, não foram 

suficientes para impedir a repressão da RNA Pol III durante o estresse (Moir et al., 2006), 

���������	�.$ ���������51`51����#�$#� � �����������5�*�0�!�$�������,"����$������#�$#������������
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revelando a existência de um outro mecanismo envolvido na regulação da função repressora 

de MAF1 dentro do núcleo.  

 Um estudo recente mostrou que a quinase TORC1 (principal complexo da via TOR) 

também modula a localização nucleolar de MAF1 e sua associação com a cromatina, que é 

essencial para a inibição da atividade da RNA Pol III (Wei & Zheng, 2009). Estudos em MAF1 

humana sugerem uma regulação um pouco distinta da MAF1 de levedura, pois não ocorre o 

transporte núcleo-citoplasma mediado por fosforilação, uma vez que em células de mamíferos, 

MAF1 se encontra predominantemente no núcleo. Vale a pena mencionar que o sinal de 

localização nuclear de MAF1 de levedura está próximo aos sítios de fosforilação e na proteína 

humana não (Michels, 2011). Estudos recentes revelaram que MAF1 humana é fosforilada por 

mTOR na Ser75, mas que pode haver sítios adicionais a este que levam a uma 

hiperfosforilação da proteína e, consequentemente, sua inativação (Kantidakis et al., 2010, 

Michels et al., 2010 e Shor et al., 2010).  

 A superexpressão de MAF1 humana com o resíduo Ser75 mutado para alanina (MAF1-

S75A) ou MAF1 com mutações combinadas nos resíduos Ser60, Thr64, Ser68 e Ser75 também 

para alanina (MAF1-4A) em condições de crescimento normal, resultaram em uma redução 

pronunciada da transcrição de tRNA quando comparada com a superexpressão da MAF1 

selvagem. A redução foi mais significativa em MAF1-4A do que em MAF1-S75A, indicando 

que somente a fosforilação no resíduo Ser75 é insuficiente para a completa inibição de MAF1 

(Shor et al., 2010).  

 Até o momento, os dados de fosforilação obtidos com a CsMAF1 confirmaram a presença 

de vários sítios de fosforilação e que ela sofre fosforilação in vitro por PKA e PKC. Embora 

tenha, dentro do domínio conservado na região C-terminal, um sinal de localização nuclear, o 

sítio de fosforilação identificado em CsMAF1 (Ser45) se encontra na região N-terminal. 

Mutação sítio dirigida no resíduo Ser45 de CsMAF1 para Alanina (não fosforilável) e Ácido 

aspártico (mimetiza fosforilção), ajudaram a confirmar o sítio de fosforilação de PKA. A figura 

41 mostra que esses mutantes não são capazes de sofrer fosforilação por PKA, devido à 

alteração de aminoácidos no resíduo 45.  
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 Outro dado interessante é que o alinhamento das sequências de CsMAF1 com MAF1 

humana revelou um alto grau de conservação nos sítios de fosforilação da TOR, como pode 

ser visto na figura 42. A Ser75 da MAF1 humana está em verde e é equivalente à Ser73 de 

CsMAF1, a Ser68 da MAF1 humana em lilás é equivalente à Ser66 de CsMAF1, a Thr64 da 

MAF1 humana em vermelho é equivalente à Thr62 de CsMAF1 e a Ser60 da MAF1 humana em 

cinza é equivalente à Ser59 de CsMAF1. Em amarelo estão os domínios conservados de 

MAF1 com o sinal de localização nuclear sublinhado (domínio C-terminal) e em azul a Ser45 de 

CsMAF1 identificada na espectrometria de massas.  
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 Baseado neste alto grau de conservação, realizamos um ensaio de fosforilação in vitro de 

CsMAF1 com a quinase mTOR, imunoprecipitada de células HeLa transfectadas com o vetor 

Myc-mTOR (figura 43).  

   

 O resultado obtido nesse experimento foi inconclusivo, visto que o controle negativo 

composto por células não transfectadas, apresenta o mesmo padrão de bandeamento que a 

reação contendo CsMAF1 + mTOR. Uma possível explicação seria a presença de alguma 

outra quinase que também fosforila CsMAF1 no extrato de células do controle e na 

imunoprecipitação realizada com anti-Myc, gerando uma contaminação. Alguns ajustes serão 

necessários para aperfeiçoar esse experimento.  

 Embora CsMAF1 seja fosforilada por PKA e tenha um sítio de localização nuclear adjacente 

ao sítio de fosforilação dessa quinase, assim como em levedura, a similaridade de sequência 

de aminoácidos é muito maior com a MAF1 humana do que com a de levedura. Além disso, os 

sítios de fosforilação da mTOR na MAF1 humana são altamente conservados na CsMAF1, 

enquanto em levedura, não há identificação desses sítios. Portanto, podemos dizer que a 

MAF1 de citros se comporta como um híbrido, compartilhando características tanto da MAF1 

humana quanto de levedura.  
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CsMAF1 se localiza no núcleo de células de mamíferos. �

A fosforilação de MAF1 regula tanto o transporte citoplasma-núcleo (Moir et al., 2006 e 

Roberts et al., 2006) quanto o transporte nucleoplasma-nucléolo (Wei Y. et al., 2009), que é o 

passo essencial para a regulação da RNA Pol III. Em leveduras, as quinases responsáveis 

pelo transporte citoplasma-núcleo de MAF1 são PKA e Sch9 (Moir et al., 2006 e Yuehua e 

Zheng, 2009) e é interessante notar que ambas compartilham os mesmos sítios de 

fosforilação. Entretanto, em células de mamíferos essa questão do transporte citoplasma-

núcleo ainda não está muito bem esclarecida, embora a MAF1 humana possua um sítio de 

localização nuclear no C-terminal. Alguns autores defendem a localização predominantemente 

nuclear de MAF1 de mamíferos em células HeLa e em outras linhagens de células 

cancerígenas, independentemente do tratamento com rapamicina (Rollins et al., 2007; 

Kantidakis et al., 2010).  

 Diante da facilidade de manuseio e do acesso às células de mamíferos em nosso 

laboratório, além de garantirem que as proteínas sintetizadas possuam todos os elementos 

pós-traducionais necessários à sua atividade biológica in vivo, transfectamos a construção 

pEGFP-CsMAF1 (plasmídeo: enhanced green fluorescent protein) em células HEK 293 e 

HeLa. A figura 44 mostra células HEK 293 vivas (não fixadas) expressando CsMAF1 

fusionada à proteína GFP. É possível notar que CsMAF1 se encontra tanto no citoplasma 

quanto no núcleo dessas células. Assim como a MAF1 de humanos em células HeLa, como 

descrito anteriormente por  Kantidakis et al. (2010), vemos a localização de CsMAF1 

predominantemente nuclear (figura 45).  
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Portanto, é possível concluir que CsMAF1 localiza-se mais intensamente no núcleo de 

células HEK 293 e exclusivamente no núcleo de células HeLa.   

Evidências da dimerização de CsMAF1. 

A proteína CsMAF1 clonada em pET28a em fusão com His-tag foi induzida na temperatura 

de 30°C por 3 horas, apresentando uma alta solubilidade nessa temperatura. A proteína foi 

purificada com resina de cobalto e obteve-se grande quantidade de proteína recombinante 

purificada. A figura 46 mostra que a proteína recombinante CsMAF1 migra com peso 

molecular de aproximadamente 30 kDa e 60 kDa. A banda de 30 kDa já era esperada, de 

acordo com a sequência primária de aminoácidos da proteína mais a cauda de histidina, mas 

a banda com 60 kDa não era esperada, sugerindo a formação de dímeros mesmo em 

condições desnaturantes. Isso demonstra que a dimerização pode ocorrer através de 

interações hidrofóbicas, visto que pontes dissulfeto se desestabilizariam nessas condições. 
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 Alguns experimentos foram realizados na tentativa de confirmar a presença do dímero de 

CsMAF1, como por exemplo, eletroforese em gel nativo, cromatografia de exclusão molecular, 

DLS, Western blot, análise da proteína por espectrometria de massas  e duplo híbrido.  

 A eletroforese em gel nativo revelou que o dímero de CsMAF1 migra com a mesma massa 

molecular da proteína BSA, que possui aproximadamente 62 kDa (figura 47).  
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O cromatograma da exclusão molecular (gel friltração), que pode ser visto na figura 48, 

revela 2 picos que se referem à proteína CsMAF1. As frações eluídas dos dois picos podem 

ser observadas em gel SDS PAGE 10% e confirmam que a proteína encontra-se tanto na 

forma dimérica quanto monomérica, com peso molecular de 60 kDa e 30 kDa, 

respectivamente.  

  

 O ensaio de DLS foi realizado com a proteína recém purificada da gel filtração em coluna 

Superdex 75 10/300 GL. O raio hidrodinâmico obtido foi de 3.4 nm e o peso molecular 

estimado foi de 58 kDa, bem próximo ao peso molecular esperado para o dímero de CsMAF1, 

que é de aproximadamente 60 kDa.  Esta análise indicou 13.1% de monodispersividade, a 

intensidade foi de 62.6% e a massa de 99.9%, indicando que a proteína se encontra pura e 

predominantemente dimérica em solução (figura 49).   
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 Com o objetivo de se obter anticorpos de CsMAF1 para a realização de Western blots, 

alíquotas da eluição da purificação por afinidade de CsMAF1 foram dialisadas, concentradas a 

5 mg/ml, liofilizadas e enviadas para a produção de anticorpos por imunização seriada em 

ratos. Com o objetivo de comprovar a especificidade e a qualidade do antisoro produzido, 

foram testadas 4 alíquotas da proteína nas seguintes concentrações: 0,03 µg, 0,015 µg, 0,007 

µg e 0,003 µg em gel SDS PAGE 10%. Após a corrida, as proteínas foram transferidas para 

membrana de PVDF por técnica de Western blot. Além disso, extrato de proteínas de citros 

também foi testado com o anticorpo na diluição 1:3000.  O resultado do Western blot pode ser 

visto na figura 50 A e B.  

Amostra 
Massa 

Molecular 
(kDa) 

Raio 
Hidrodinâmico 

(nm) 
% Pd % Int % Massa 

Tampão MES 
pH 6,5

615073000 3396.0 0.0 37.4 0.1 

CsMAF1 58 3.4 13.1 62.6 99.9 
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 As análises de Western blot mostraram que o antisoro é específico e capaz de detectar 

cerca de até 3 ng da proteína recombinante CsMAF1 com uma diluição de 1:3000, tanto na 

forma dimérica quanto monomérica. Além disso, o antisoro foi capaz de detectar CsMAF1 

endógena no extrato de proteína total de epicótilo de citros. Curiosamente, a proteína 

endógena também é detectada na forma dimérica e monomérica.   Adicionalmente, alíquotas 

da proteína CsMAF1, eluídas da purificação por afinidade foram separadas em gel SDS PAGE 

10% com ou sem o agente redutor DTT (figura 51) e identificadas por espectrometria de 

massas. Tanto a banda correspondente ao monômero quanto a banda correspondente ao 

dímero foram confirmadas sendo a proteína CsMAF1.  
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 Dados de duplo híbrido também confirmaram a dimerização de CsMAF1, além de sua 

interação com outras proteínas isoladas no screening de duplo híbrido inicial e componentes 

do complexo proteico descrito no capítulo II.  A figura 52 A, B e C mostra que a isca pOBD-

CsMAF1 interagiu com as presas: pOAD-CsMAF1, pOAD-CsTRAX e pOAD-CsPABP2 em 

meio com estringência gradativa (SC-Ade com 0, 3 e 5 mM de 3AT). A figura 52 D, E e F 

confirma a interação de pOBD-CsMAF1 com as presas: pOAD-CsSMC, pOAD-CsVIP2 e 

pOAD-CsPCBP em meio com estringência gradativa (SC-Ade com 0, 3 e 5 mM de 3AT). Até o 

momento, não há relatos na literatura sobre a dimerização de proteínas da família MAF1, e 

sua provável relevância biológica. No entanto, vale destacar, que um estudo recente 

demonstrou que os domínios A e BC da proteína MAF1 humana bem como a de levedura 

interagem entre si e que esta interação é crucial para a regulação da atividade de MAF1 

através da fosforilação (Gajda et al., 2010) 

  

A estrutura tridimensional da MAF1 humana foi resolvida recentemente (Vannini et al., 

2010), no entanto, a estrutura se refere a uma variante da MAF1 humana que não tem duas 

regiões móveis, portanto a proteína não está inteira. A porção cristalizada abrange os resíduos 
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1 a 35 e 83 a 205. Tendo como base a estrutura tridimensional da MAF1 humana, 

propusemos a modelagem molecular por homologia estrutural da CsMAF1 como uma maneira 

de compararmos as duas proteínas e uma ferramenta para entendermos a relação da 

estrutura com a fosforilação e a dimerização da CsMAF1, que é uma característica exclusiva 

dessa proteína em citros. A técnica baseia-se no conhecimento de que a conformação 

estrutural de uma proteína é mais conservada que sua sequência de aminoácidos durante o 

processo evolutivo, e que pequenas mudanças na sequência, em geral, resultam em apenas, 

sutis modificações na estrutura tridimensional (Nayeem et al., 2006). A figura 53 mostra a 

comparação estrutural e da distribuição de cargas da MAF1 humana (item A, extraído de 

Vannini et al., 2010) e de CsMAF1 (item B), resultado da modelagem molecular realizada em 

colaboração com o pesquisador Dr. Paulo Sérgio de Oliveira, do LNBio.

  

É evidente a semelhança na estrutura e na distribuição de cargas entre as duas proteínas. 

Na região onde ocorre a fosforilação nas duas proteínas, no caso da MAF1 humana, a região 

móvel do N-terminal (não aparece estruturado na figura 53 A) e no caso da CsMAF1 a região 
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do loop onde se encontra a Ser45, podemos notar que a carga dos resíduos é positiva, 

proporcionando um ambiente propício para a fosforilação. O que chama mais atenção no 

modelo da CsMAF1 é que o sinal de localização nuclear localizado na região C-terminal da 

sequência linear primária de aminoácidos da proteína (figura 42) está estrategicamente 

localizado acima da Ser45 fosforilada pela PKA. Isso indica que quando fosforilada, esse sítio 

pode ficar inacessível, dificultando a importação da proteína para o núcleo, como ocorre em 

levedura.   

 O dímero de CsMAF1 foi construído a partir de exaustivas simulações de “docking” e 

dinâmica molecular, bem como cálculos de perturbação de energia livre. Surpreendentemente, 

buscas realizadas com o software CATH, disponibilizado pelo banco de dados PDB, revelaram 

que a superposição de dois monômeros de CsMAF1 sobre o dímero da proteína “Integron 

cassette protein VCH_CASS14” (3IMO), cristalizada na forma dimérica e que é 

estruturalmente bastante similar à CsMAF1, não se conflitaram estruturalmente. Embora essa 

proteína não tenha similaridade funcional com MAF1, o score obtido pelo software revela que 

o modelo é muito confiável e tem grande chance de refletir uma estrutura real (figura 54).

 É interessante observar no modelo do dímero de CsMAF1 (figura 55 A) que justamente na 

face de dimerização da proteína encontramos o resíduo Thr62 (destacado em preto), 

equivalente ao Thr64 da MAF1 humana que juntamente com Ser60, Ser68 e Ser75 são 

apontadas como sítios de fosforilação da mTOR. Os sítios equivalentes da TOR em CsMAF1 

estão destacados na figura 55 B: Ser73 em azul, Ser66 em amarelo e Thr62 em preto.   
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 Na figura 55 B é possível notar que os resíduos de CsMAF1 que são equivalentes aos 

resíduos fosforilados por mTOR na MAF1 humana, formam uma espécie de “zíper molecular” 

por toda a extensão do sítio de dimerização. Isso nos leva a crer que conforme esses resíduos 

são fosforilados, ocorra a desestabilização do dímero e, possivelmente, a ruptura do mesmo. 

Vale a pena lembrar que provavelmente esse dímero está ligado à RNA Pol III e que a 

fosforilação, através da TOR, pode ser um mecanismo para diminuir a afinidade de CsMAF1 à 

RNA Pol III e abolir sua função repressora. Essa é a hipótese que formulamos para tentar 

explicar o papel da fosforilação na dimerização e na função da proteína. Para tentar provar 

essa hipótese, realizamos mutagênese sítio dirigida no resíduo Thr62 da MAF de citros para 

alanina (não fosforilável) e para ácido aspártico (mimetiza a fosforilação) a fim de verificar se 
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somente a fosforilação desse resíduo, que está exatamente na interface de dimerização, seria 

suficiente para desestabilizar o dímero e, consequentemente, eliminar a atividade de 

repressão da CsMAF1 sobre a RNA Pol III. 

  A figura 56 mostra que houve uma diminuição sutil na concentração do dímero na proteína 

mutante (CsMAF1 Thr62Asp) em relação à proteína selvagem (CsMAF1 WT) na purificação 

por afinidade. Mas esses são dados muito preliminares e necessitam de outros experimentos, 

que estão sendo realizados em colaboração com a pesquisadora Dra. Juliana Smetana, para 

comprovar que essa mutação no resíduo Thr62 é capaz de desestabilizar o dímero. Como 

perspectiva futura, temos a intenção de mutar os outros três sítios de fosforilação putativos da 

TOR em CsMAF1 (figura 42) e verificar se a proteína mutante que carrega essas 4 mutações 

é capaz de interagir com a RNA Pol III e se mantém a estrutura dimérica ou é convertida 

totalmente para a forma monomérica.   

  

 A proteína CsMAF1 também foi analisada quanto ao conteúdo de estrutura secundária, 

utilizando-se a técnica espectroscópica de dicroísmo circular (CD). A análise foi feita com 36 

�M de proteína diluída em água. O gráfico obtido a partir da análise dos dados fornecidos 

após a coleta dos espectros pelo espectropolarímetro J-810 (JASCO), pode ser observado na 

figura 57 A. Os resultados indicam que a proteína está bem estruturada e apresenta 55% de 

�-hélice, 20% de estrutura secundária tipo fitas �, 20% de estrutura desordenada e 4% de 

turns. 
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� Com o objetivo de analisar a estabilidade térmica da proteína CsMAF1, realizamos ensaios 

de desnaturação térmica progressiva, para determinar a influência da temperatura na sua 

estrutura secundária. Esse ensaio consistiu num gradiente crescente de temperatura, onde a 

estrutura secundária da proteína foi observada em intervalos de 5 ºC, cuja amplitude foi de 20 

ºC a 90 °C (figura 58). 
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 Conforme mostra a figura 58, ocorre uma mudança na conformação da estrutura secundária 

da proteína CsMAF1, cuja temperatura limite é de 60 °C, na qual a proteína perde quase toda 

a porcentagem de �-hélices. Assim, foi realizada a deconvolução no site DICHROWEB, para a 

obtenção dos valores de cada estrutura, nas temperaturas de 20ºC, 65ºC e 90ºC (figura 59). 
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 Os resultados mostraram que a proteína CsMAF1 apresenta porcentagens diferentes de 

estruturas secundárias em diferentes temperaturas, indicando uma alteração em sua estrutura 

secundária nativa ao longo da progressão da temperatura. A tabela 11 apresenta as 

porcentagens das estruturas secundárias de CsMAF1 nas temperaturas de 20°C, 65ºC e 

90°C, obtidos após a deconvolução por DICHROWEB. 
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 De acordo com os resultados apresentados na figura 59 e na tabela 11, é possível inferir 

que ao longo do gradiente de aumento de temperatura a proteína CsMAF1 perde 86% de sua 

estrutura �-hélice, aumentando 44% em estruturas do tipo folhas �, 83% nas estruturas tipo �

turns e 39% de estruturas desordenadas. Isso mostra a mudança de conformação da proteína 

CsMAF1, cuja temperatura limite de desnaturação gira em torno de 60oC. Após essa 

temperatura, a porcentagem de estruturas secundárias não varia e e a proteína começa a 

apresentar uma conversão estrutural para estruturas do tipo folhas �.  

 Adicionalmente, tentativas de cristalização da CsMAF1 e da mutante CsMAF1-Thr62Asp, 

estão sendo realizadas. Novas purificações foram feitas a fim de aumentar a concentração da 

proteína em cerca de 20 mg/mL. Além disso, estão sendo testadas digestões com tripsina 

e/ou quimiotripsina (proteólise in situ) para tentar conseguir cristais adequados para a 

determinação da estrutura, visto que CsMAF1 possui algumas regiões móveis e 

desenoveladas. Essa técnica tem se mostrado bastante eficiente para se obter cristais de 

proteínas recalcitrantes ( Dong et al., 2007 e Wernimont & Edwards, 2009). Até o momento, 

não observamos a formação de cristais nas placas, somente a presença de precipitados 

cristalinos e a formação de pequenas esferulitas.    

Temperatura �- hélice (%) Folhas � (%) � turns (%) 
Estrutura 

desordenada (%) 

20o C 55 20 4 20 

65o C 8 36 23 33 

90o C 8 37 22 33 
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5. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 O objetivo principal deste trabalho foi a identificação e caracterização de proteínas de 

laranja doce que interagem com o efetor PthA4 de Xanthomonas citri.  

 Apesar dos avanços na compreensão da estrutura e função de efetores TAL, pouco se sabe 

ainda como essas proteínas interagem com a maquinaria transcricional basal do hospedeiro 

para ativar ou modular a transcrição. Portanto, caracterizar esse novo papel proposto para 

efetores TAL, se torna uma quebra de paradigma, já que o grande enfoque da atividade 

desses efetores, atualmente, tem sido na sua habilidade em ligar-se ao DNA do hospedeiro e 

promover a transcrição de genes alvos. Desse modo, o trabalho atual se torna muito 

significativo ao passo que contribui para a compreensão de como a patogenicidade de PthA 

atua dentro da planta, propondo novos mecanismos de manipulação da maquinaria de 

controle transcricional do hospedeiro.  

 O presente trabalho, em especial o conteúdo dos capítulos III e IV, descreve um novo alvo 

de PthA4, a proteína de citros CsMAF1, regulador negativo da RNA Polimerase III. Os 

resultados obtidos até o momento, referentes à MAF1 de citros, nos permitiram concluir que:  

I – A interação de PthA4 com CsMAF1 requer os domínios central e C-terminal de PthA4 

unidos; 

II – CsMAF1 interage com a RNA Pol III de células de mamíferos; 

III – CsMAF1 se localiza no núcleo de células de mamíferos, indicando intensa atividade 

nessa região;   

IV - CsMAF1 complementa o fenótipo do mutante maf1 de levedura, reprimindo a transcrição 

de tRNAHis e a expressão de PthA4 na cepa complementada restaura a síntese desse tRNA, 

indicando que PthA4 altera o estado repressor de CsMAF1 sobre a RNA Pol III;  

V – Plantas de citros com níveis reduzidos de CsMAF1 apresentam aumento significativo no 

número e intensidade de lesões hiperplásticas ou eruptivas quando infiltradas com X. citri, e o 

aumento das lesões se correlaciona com um aumento expressivo de certos tRNAs;  

VI- CsMAF1 recombinante e endógena encontram-se diméricas em solução;  

VII – CsMAF1 é uma fosfoproteína e é fosforilada in vitro pelas quinases PKA e PKC e o sítio 

de fosforilação de PKA é o resíduo Ser45. Além dessas quinases, CsMAF1 possui sítios de 

fosforilação conservados para a quinase TOR, incluindo o resíduo Thr62; 

VIII- A mutação do resíduo de treonina Thr62 para ácido aspártico (Asp62) diminui a 

proporção dímero:monômero de CsMAF1, indicando que a fosforilação de resíduos na 

interface de dimerização pode desestabilizar o dímero e que esse pode ser um mecanismo 

regulatório novo para essa classe de proteína. 
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 As perspectivas para esse trabalho incluem i) a identificação de novos parceiros de 

interação de CsMAF1, principalmente quinases e fosfatases; ii) confirmação e análise de 

plantas que superexpressam CsMAF1, com o objetivo de ver diminuição nos sintomas do 

cancro cítrico; iii) realizar mutações adicionais nos outros três sítios de fosforilação putativos 

da TOR em CsMAF1 e verificar se a proteína mutante que carrega essas 4 mutações é capaz 

de interagir com a RNA Pol III e se mantém a estrutura dimérica ou é convertida totalmente 

para a forma monomérica; iv) levando em consideração que a MAF1 de Arabidopsis (AtMAF1) 

possui 81% de identidade com a CsMAF1, pretendemos usar uma linhagem de Arabidopsis 

silenciada transientemente para o gene da tor para investigar se esse mutante influencia a 

fosforilação de AtMAF1 e qual papel que o complexo TOR desempenha no crescimento e 

desenvolvimento da planta, permitindo extrapolar os resultados para citros. Além disso, é 

possível transformar Arabidopsis com PthA4 e verificar se a presença do efetor TAL aumenta 

ou diminui a fosforilação de AtMAF1 na planta.  
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7. ANEXOS  

I – Artigo publicado em fevereiro de 2012 na revista  PLoS One, no 

qual participo como co-primeira autora.  

II – Artigo publicado em março de 2011 na revista JBC (Journal of 

Biological Chemistry), no qual participo como terceira autora.   
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