AVA
AVQXQV UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u nes ‘JULIO DE MESQUITA FILHO”
Campus de Sao José do Rio Preto

Programa de Pos Graduacdo em Microbiologia

RICARDO BARROS MARIUTTI

EXPRESSAO EM Escherichia coli E PRODUC;AO DE ANTISSORO
POLICLONAL PARA PROTEINA P1 DO Southern bean mosaic
Virus

Orientador: Prof. Dr. José Osmar Gaspar

Sao José do Rio Preto — SP
2009



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



AVA
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nes ¥ 90LI0 DE MESQUITA FILHO”
Campus de Sao José do Rio Preto

Programa de Pos Graduacdo em Microbiologia

RICARDO BARROS MARIUTTI

EXPRESSAO EM Escherichia coli E PRODUQAO DE ANTISSORO
POLICLONAL PARA PROTEINA P1 DO Southern bean mosaic
Virus

Dissertacédo apresentada para obtencéo
do Grau de Mestre em Microbiologia.

Orientador: Prof. Dr. José Osmar Gaspar

Sao José do Rio Preto — SP
2009



Mariutti, Ricardo Barros.

Expresséo emEscherichia colie producéo de antissoro policlonal
para proteina P1 ddouthern bean mosauirus / Ricardo Barros
Mariutti. - S&o José do Rio Preto : [s.n.], 2009

xx f. ril.; 30 cm.

Orientador: José Osmar Gaspar
Dissertagcao (mestrado) — Universidade Estadualdtaulnstituto de
Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas

1. Fitopatologia. 2. Virus de plantas. 3. Sobédmgv 4. Expressaqg
emE. coli. 5. Sorologia. |. Gaspar, José Osmar. Il. Unsidade
Estadual Paulista, Instituto de Biociéncias, Letr&iéncias Exatas. IlI\
Titulo.

CDU - 581.2

Ficha catalogréfica elaborada pela Biblioteca da T
Campus de Sao José do Rio Preto - UNESP



RICARDO BARROS MARIUTTI

EXPRESSAO EM Escherichia coli E PRODUCAO DE
ANTISSORO POLICLONAL PARA PROTEINA P1 DO
Southern bean mosaic virus

DISSERTACAO PARA OBTENCAO DO GRAU DE MESTRE

BANCA EXAMINADORA

Presidente e Orientador:

(Prof. Dr. José Osmar Gaspar)

2° Examinador:

(Prof. Dr. Mario Tyago Murakami)
3°Examinador:

(Prof. Dr. Marinénio Lopes Cornélio)

Sao José do Rio Preto, 22/06/2009.



Aos meus pais Ana e Germ.
“As pessoas mais importantes da mi
vida”

Ao meu orientador Prof. Dr. José Osmar Ga:
“Um exemplo de profissional no qual me espelho”



AGRADECIMENTOS

Aos Meus pais, Ana e Germano, pela educacdo dpdasempre me apoiarem em todos

0s momentos da minha vida.

Ao Prof. Dr. José Osmar Gaspar, um profissionaingtar, pela amizade, confianca e

comprometimento com este trabalho, me orientanciongenca poupar esforgos.

A Profa. Dr2, Priscila Belintani, pela paciéncipados ensinamentos fundamentais para que
eu pudesse iniciar minha carreira cientifica.
Aos Professores: Dr. Marinénio Cornélio, Dr. Rabeta Silva e Dr. Mario Tyago

Murakami pela participacdo nas bancas de defesgjlmaindo para a correcdo e

aprimoramento deste trabalho.

Ao Prof. Dr. Jorge Rezende e ao pessoal do Lawarvatle Virologia Vegetal da
ESALQ/USP pela producéo do antissoro policlondizatilo neste trabalho.
Aos amigos e companheiros de Laboratério de Fatngia: Aninha, Livia, Luana e
Tadaiti pela colaboracdo no trabalho e pela amsizad
A FAPESP pela bolsa de mestrado concedida, NeBsoc06/59285-0.

Ao Programa de Pds-graduagédo em Microbiologia

Meus sinceros agradecimentos!



RESUMO

No Brasil, foram descritas maés dez viroses em feijoeiro, citande-
aguela causada pefouthern bean mosaic virgSBMV) do génercSobemovirusEste
virus tem uma restrita gama de hospedeiras, calafigaase exclusivamerdesspécies (
familia das leguminosas, sendo algumas de integgss®mico como o fejoeiro comi
e a soja. O SBMV é a espécie tipo do género, pgssticulas isométricas (ZBnm,
contendo RNA gendémico de 4-4,5kb com polaridadetipase proteina cagdial con
massa molecular de 29-30 kDa. O genoma do SBMVn&stitoido por quatrdOper
Reading FramegORFs) com sobreposicdo entre elas. A ORF 1 cadifima possiv
proteina do movimento, a ORF 2 uma poliproteineg @ar clivagem, origina tr
produtes funcionais: uma serino protease, uma proteiaadiga do genoma viral (VPg
uma polimerase com atividade relacionada a re@glecalp RNA viral (RNA polimeras
RNA-dependente, RpRd). Dentro da ORF 2 encos¢raa ORF 3, que codifica u
proteina de fugdo desconhecida. A ORF 4 codifica a proteina dadstraduzida a par
de um RNA subgenémico. O presente trabalho cone@&texpressdo da proteina P1
SBMV-SP entscherichia colisuapurificacéo e a posterior utilizacéo para a prodwis
antissoro policlonalAs atividades realizadas compreenderam a purificded particule
virais do SBMV isolado Sao Paulo (SBMV-SP) a pattirfolhas infectadas dhaseolu
vulgaris ‘Jalo’, obtencdo do RNA viral a partir de partésupurificadas, produgéo
cDNA utilizando primer antsenso, amplificacdo do gene da proteina do mowvin
purificacdo do fragmento amplificado, ligacdo entowede multiplicagdo pGE-T,
transformacdo em células competenteEstgherichia colilinhagem TOP 10, purificaca
do vetor, corte enzimatico com as enzifBam HI e Hind IIl, subclonagem nos vetores
expressdao pMAL e pET28a e testes de expressdo.afsarem gel de poliacrilami
mostrou a eficiéncia dos testes de expressadozahdio-se o vetor pET28a obtevesse
expresao de uma proteina de aproximadamente 22 kDalja#dferentes a MP + 5 K
referentes a cauda de histidina) que foi purificatilizZandose coluna com resina a b
de niquel. Utilizando-se o vetor pMAL obtese-a expressdo de uma protein:
aproximalamente 60 kDa (17 kDa referentes a MP + 43 kDaeafe a Proteina de fu
—“‘Maltose Binding Protein”) que foi purificadam colunas com resina a base de am
A proteina recombinante produzida em pMAL foi méila na producdo de antissoro
coelhos da raca Nova Zelandia. Os anticorpos piddsizmostraranse eficientes &
reagirem especificamente e ao detectar as protdénageresse mesmo em concentra
relativamente baixas quando analisados em reagd#3ad-blot” e “Western-blot”.

Palavras-chave Sobemovirus, virus de plantas, expressa& ecoli, sorologia.



ABSTRACT

In Brazil, more than ten bean virogese described, including the one cause
Southern bean mosaic virgSBMV) from genusSobemovirusThis virus has a strict hc
range, confined almost exclusively to species fleguminosadamily, and some of the
have economic importance, like the common beansaoyd. SBMV is the type spec
from this genus, has isometric particles (28-30tim) contains genomic RNA of 4,5kt
with positive polarity and a capsidal protein witlolecular mass of 290kDa. SBM\
genome consistis of fo@pen Reading Framé®RFs) with overlap between them. OF
encodes a possible movement protein, ORF 2 a ptdipr, which origin three functior
products by clivage: a serin protease, a viral mic biding protein (VPg) and
polimerase. Inside ORF 2 is situated the ORF 3t ¢éhodes a protein with unkn
function. ORF 4 encodes the capsidal protein, tatew by a subgenomic RNA. T
activities performed until this moment were the ification of SBMV isolated S&
Paulo(SBMVSP) viral particles, obtention of viral RNA from S purified partcles
cDNA production using angense primer, amplification of the supposed gemamfemer
protein, purification of the amplified fragment araiter bidng on expression vec
PGEM-T. The recombinat vector were transformedegcherichia colicells competertnc
than purified and digested wiBam HI and Hind 1l enzime. The released fragment
subcloned in pMAL and pET28a, which were used ampetentcells for expression tes
Analysis of gel poliacrialamida showed the effiagmof tests of expressioklsing pET28
was observed an expression of a protein of appm@irin 22 kDa (17 kDa relating to MF
5 kDa relating to the tail of histidine) which wpsrified in resin NiINTA by affinitive
chromatographydsing pMAL was observed an expression of a pratdgpproximately 6
kDa (17 kDa relating MP + 43 kDa referring to Mak®Binding Protein) which we
purified by &finity chromatography on amylogesin , the protein purified was used in
production of an-serum in habbits oface New Zealand. The antibodies produced
proved efficient and to respond specifically toete¢tthe proteins of interest ever
relatively low concentrations when analyzed in tieas of dot-blot and western-blot.

Keywords: Sobemovirus, plant virus, expressioiincoli serology.
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ABREVIACOES DE SUBSTANCIAS UTILIZADAS

2-ME: 23-mercaptoetanol

BCIP/NBT : 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato/nitro-blue tetzolio
BSA: soro albumina bovina

dATP, dCTP, dGTP, dTTP: desoxinucleotideos (ATP: adenina trifosfato; C
citosina trifosfato; GTP: guanidina trifosfato; TT#nidina trifosfato)
DEPC: dietil pirocarbonato de sédio

dsDNA: DNA de fita dupla

DTT: ditiotreitol

EDTA: acido etileno diamino tetra acetico

IPTG : isopropil 3-D-galactosidase

KCI: cloreto de potassio

LB : meio Luria-Bertani

MgCl,: cloreto de magnésio

NacCl: cloreto de sodio

NaOH: hidroxido de sodio

ORF: Open Reading Frame

PBS: solucéo salina tamponada com fosfato

PBS-T: PBS contendo Tween 20 0,3%

PEG: polietileno glicol

SDS lauril sulfato de sédio ou dodecil sulfato de iedd

ssRNA RNA de fita simples

Tris-HCI : tampéao Tris-base com pH ajustado com HCI

X-gal: substrato cromogénico 5-bromo-4-cloro-3-inddtD-galactosidase
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l. INTRODUCAO

O feijdo Phaseolus vulgarisL.), leguminosa comum da familia das fabaceas
(Leguminoseae) (Cronquist, 1981), constitui umaaidisiras mais importantes existentes, sendo
consumida por todo o mundo, devido principalmemteseu valor nutritivo. A cultura do feijao
no Brasil assume um grande valor social, pois donst base da alimentacdo da populacao,
sendo fonte de proteina vegetal de baixo custougladfeijdo com arroz é o prato principal na
alimentacdo da maioria da populacao brasileirat(€al2000). Dados das safras (2008) mostram
gue o Brasil produziu cerca de 3,52 milhdes delsolas de feijdo, sendo a regido sudeste a
maior produtora (CONAB, 2009).

A produtividade da cultura é grandementdaala pela ocorréncia de doencas que
diminuem sensivelmente a producéo e, consequenteymeduzem a sua oferta, provocando um
aumento nos precos de mercado (Cultura, 2000)s Bstencas tém exercido um papel relevante
na baixa produtividade de feijoeiros no Brasil éraal paises latino-americanos (Jayasinghe,
1982; Costa & Costa, 1983). As mais numerosas sasianadas por fungos seguindo-se as de
etiologia viral, varias com expressiva importaresandémica (Gamez, 1977).

No Brasil, foram descritas mais de dez virosesfeipeiro (Costa et al 1972;
Bianchini et al1997), citando-se aquela causada [@sathern bean mosaic virgSBMV), do
géneroSobemovirugHull & Fargette, 2005). Este virus tem uma réstgama de hospedeiras,
confinada quase exclusivamente a espécies da daos leguminosas, sendo algumas de
interesse econdmico como o feijoeiro comum e a. 9djato embora o0 SBMV n&o seja no
momento um problema fitossanitario, observacdesadgo no Estado do Parana tém indicado a
sua presenca em infec¢cdes mistas principalmente @w@wvan golden mosaic virug&énero
Begomovirus Familia Geminiviridag, levando a possibilidade de problemas futurosa par

cultura do feijoeiro (Bianchini, A. Comunicacéo peal).

.1 GENERO Sobemovirus

O nomeSobemovirug originado das iniciais da espécie tipo do gérSaxghern
bean mosaic virus e o género compreende 13 espécies definitivas,osetas: Blueberry
shoestring virus(BSSV), Cocksfoot mottle virugCoMV), Lucerne transient streak virus
(LTSV), Rice yellow mottle viruRYMV), Ryegrass mottle viruRGMoV), Sesbania mosaic



12

virus (SeMV), Solanum nodiflorum mottle vir/lSNMoV), Southern bean mosaic virSBMV),
Southern cowpea mosaic virgSCPMV), Sowbane mosaic viruSoMV), Subterranean clover
mottle virus(SCMoV), Turnip rosette virug§TRoV) e Velvet tobacco mottle viru§/TMoV)

(Hull & Fargette, 2005). As espécies SBMV e SCPM¥ne a principio consideradas como
isolados do SBMV (respectivamente isolados feij@awpi) (Fauquet & Mayo, 1999). Ha ainda
4 possiveis espécies no género, cujas caractasisgs@o similares aos sobemovirus, mas que
necessitam de informacfes adicionais para serelmidas. Sdo elasgCocksfoot mild mosaic
virus (CMMV), Cynosurus mottle virugCnMoV), Ginger chlorotic fleck virus(GCFV) e
Rottboellia mottle viru§RoMoV) (Hull & Fargette, 2005).

A maioria das espécies dos sobemovirus apesadlfistribuicdo geografica limitada,
mas algumas espécies sao encontradas em varias gartnundo (Hull, 1988). Os sobemovirus
infectam plantas tanto mono como dicotileddneas agama de hospedeiras de cada espécie é
relativamente restrita. Os sintomas induzidos péagcipalmente, mosaico e mosqueado e, em
geral, causam infeccao sistémica invadindo quakestos diferentes tipos de tecidos das plantas
hospedeiras (Hull, 1988). Sdo transmitidos mecamacde, por vetores e por sementes. Para a
maioria das espécies (CoMV, RYMV, SNMoV, SBMV, SCPMIRoV) a transmisséo é feita
por besouros coledpteros enquanto o BSSV é tradsnpior afideos, o VTMoV por miridios e 0
SoMV por dipteros, homopteros e hemipteros (HOB8L Tamm & Truve, 2000).

.2 ORGANIZACAO DO GENOMA

Os sobemovirus possuem particulas virais iseeaétrcom cerca de 30 nm de
didmetro, com uma Unica camada proteica formadd @drsubunidades com massa molecular
igual a 26-34 kDa. O RNA gendmico € uma moléculditdetnica e polaridade positiva com
tamanho de aproximadamente 4 a 4,5 kb. A regideriinal do RNA possui uma proteina
ligada ao genoma (VPQ) e na regido 3’ terminakfalina cauda poliadenilada. O genoma dos
sobemovirus possui quatro cadeias abertas dealgit@pen reading frame”, ORF) (Fig.1).
Todos os sobemovirus sequenciados contém uma Ee@RRL na extremidade 5’-terminal do
genoma, que codifica a possivel proteina do mouineglula-a-célula, e uma ORF4 na
extremidade 3’-terminal que codifica a proteina sadipl. Com base nas diferencas de
organizacao na parte central do genoma (que cadifica poliproteina), os sobemovirus podem

ser divididos em dois grupos: aqueles semelhat&C®PMV e aqueles semelhantes ao CoMV.
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A poliproteina do SCPMV é codificada por uma loegeontinua ORF2, contendo também uma
regido codificadora interna, ORF3. Organizacao Hemé& do genoma ja foi descrita para o
isolado Arkansas do SBMV (SBMV-Ark) (Lee & Andersat®98), isolado “Ilvory Coast” do
RYMV (RYMV-CI) (Yassi et al., 1994) e LTSV (Feffrgeet al., GenBank U31286).

Por outro lado, na organizacdo gendmica do Cdiia a ORF2 continua e uma
regido codificadora similar & ORF3 do SCPMV. Em \#gso, CoMV possui duas ORFs
sobrepostas, ORF2a e ORF2b, e a poliproteina @ssatravés de um mecanismo de mudanca
de fase (“frameshift”) ribossomal -1 (M&kinen et &4B95a; Ryabov et al., 1996).

SCPMY 22 — &03 1855 L 2T AN53
5 L ORE

4082 nts

FIG. 1. Organiza¢édo gendmica dos sobemoviaugthern cowpea mosaic vir(BCPMV) eCocksfoot mottle
virus (CoMV). Figura obtida de Hull & Fargette (2005).

A Unica excecao com relacdo a esta subdivis&osdbemovirus € o genoma do
SBMYV sequenciado por Othman & Hull (1995). NesteQO&Fs 1, 2 e 4 ndo se sobrepdem como
acontece com o SBMV-Ark e SCPMV (Fig.2).

FIG.2. Organizacao do genoma Southern bean mosaic virdescrito por Othman & Hull (1995). FigL
obtida de Hull & Fargette (2005).

Diferentemente do SBMV, o isolado SBMV-Ark camtéquatro ORFs que se

sobrepdem, tornando-o mais similar em organizag@mmica (mas ndo em seqiéncia de
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aminoacidos de suas proteinas) ao SCPMV (Lee & wode 1998). Foi proposto que essa
diferenga na organizacdo gendomica entre o SBMV 8\&Mrk resulta ou de mutagbes ou de

erro no sequenciamento do SBMV.

1.3 PRODUTOS GENICOS E SUAS POSSIVEIS FUNCOES

Os RNA de vérios sobemovirus ja foram traduzidogitro em sistemas de “lisado
de reticuldcitos de coelho” e de “extrato de gewheetrigo”. Os RNA do SBMV e SCPMV
codificam a traducdo de 4 proteinas nesses sistdidaskDa, 75 kDa, 29 kDa e 14 kDa para o
SBMV e 100 kDa, 70 kDa, 30 kDa e 20 kDa para o S€RMang et al., 1982; Salerno-Rife et
al., 1980). Quatro polipeptideos foram também taths a partir dos RNA do CoMV (Méakinen
et al., 1995), LTSV (Morris-Krsinick & Forster, 138 SNMoV (Kiberstis & Zimmern, 1984) e
TRoV (Morris-Krsinick & Hull, 1981), apresentand@msente ligeiras diferencas na massa
molecular.

Estudos tém demonstrado que as proteinas deel®@0 kDa do SCPMV sé&o
relacionadas e traduzidas a partir do RNA gendngogquanto a proteina de 20 kDa é
presumivelmente codificada pela ORF1 (Mang et1882; Wu et al., 1987). J4 a poliproteina
codificada pela ORF2 do SCPMV é processada poagdiin proteolitica para dar o produto de
traducdo de 70 kDa (Wu et al., 1987). A proteind8@deDa (proteina capsidial) € traduzida a
partir de um pequeno RNA subgendmico (sgRNA) guij@&ncontrado em tecidos infectados
por sobemovirus bem como em particulas virais @satgt al., 1980; Weber & Sehgal, 1982;
Ryabov et al., 1996; Tamm et al., 1999). Estudas odCoMV, utilizando a sintese de proteinas
in vitro e imunoprecipitacdo com anticorpos especificostracam que as proteinas de 12 kDa,
71 kDa e 100 kDa sao sintetizadas a partir do REASgico do virus. A proteina 12 kDa é
produzida a partir da ORF1, a proteina 71 kDa #rpda ORF2a e a 100 kDa é a poliproteina
produzida a partir das ORFs 2a e 2b. A protein&84d&Da (proteina capsidial) é produzida a
partir de um sgRNA.

1.3.1 Proteina P1
Todos os sobemovirus caracterizados codificara peguena proteina a partir da

ORF1, mas estas apresentam sequéncias e massaslanekediferentes (11,7 a 24,3 kDa) e néo
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sdo relacionadas com qualquer outra proteina caeheAndalises de mutantes incapazes de
produzir P1 ou mutantes produtores de proteinaxaddas indicaram que as proteinas P1 do
RYMV ou do SCPMV ndo sédo necessarias para a realicairal, porém sao necessarias para o
movimento célula-a-célula e movimento sistémiconBzau et al., 1998; Sivakumaran et al.,
1998). Proteina P1 recombinante do CoMV foi capeazirderagir com RNA de fita Unica
(ssRNA) numa maneira independente da sequénciand@som dsDNA (Tamm & Truve,
2000). Assim, levando-se em conta que nenhum qutrduto génico dos sobemovirus estaria
relacionado com o movimento célula-a-célula ou mavito sistémico do virus, é proposto que a
proteina P1 representa a proteina do movimentesaolesmovirus. Entretanto, a localizacdo da
proteina PIn vivo ainda n&o foi possivel para nenhum sobemovirugaRdbém descrito que a
proteina P1 do RYMV funciona como supressora doamiemo de silenciamento génico
(“posttranscriptional gene silencing”, PTGS) (Vashet al., 1999).

I.4 CITOPATOLOGIA

Os efeitos citopaticos mais evidentes causadogpéecies de sobemovirus sédo a
distribuicdo de particulas virais no citoplasmaferanacdo de grandes agregados cristalinos no
citoplasma e vacuolos (Francki et al., 1985). Aslaé infectadas mostram extensa vacuolizacao
citoplasmética, sendo que algumas espécies invaddutas do floema e xilema (SBMV,
RYMV) e particulas virais podem também ser encadasaem membranas das pontuacdes das
paredes primarias (RYMV) (de Zoeten & Gaard, 198@alka et al., 1998; Weintraub & Ragetli,
1970). Particulas virais sdo também encontradas(oteo celular de plantas infectadas por
sobemovirus. Yassi et al, (1994) verificaram queage N-terminal da proteina capsidial do
RYMV contém uma sequéncia que € idéntica ao “motieo localizagdo nuclear do tipo
bipartido” (Dingwall & Laskey, 1991). Um motivo silar foi encontrado na regido N-terminal
da capa proteica de varios outros sobemovirus (Maket al., 1995). Estes resultados podem
explicar a presenca de particulas virais dos sobeasono nucleo celular durante o processo de
infeccdo. Fora estas observagfes, nenhum detetminaolecular tem sido associado com a
localizacdo tecido-especifica ou subcelular dasiqudsis dos sobemovirus. Nada é conhecido
sobre a localizagédo subcelular das proteinas nastesis dos sobemovirus (Tamm & Truve,
2000).
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1.5 O Southern bean mosaic virus NO BRASIL

O nomeSouthern bean mosaic virdgve-se ao fato de o virus ter sido primeiramente
descrito infectando feijoeiros na regido sul dodss Unidos da América do Norte (Zaumeyer
& Harter, 1942). Atualmente, sabe-se que o SBM\ésgmta-se amplamente disseminado, sendo
encontrado também em outros paises como Méxicoardjoa, Venezuela, Gana, Nigéria,
Senegal, Franca, india, Paquistdo e Espanha (Hufagette, 2005; Tamm & Truve, 2000;
Verhoeven et al., 2003; Segundo et al., 2004).

No Brasil, 0 SBMV foi detectado pela primeirazwno Distrito Federal (SBMV-DF)
(Cupertino et al., 1982) e, posteriormente, maslainos anos 80, foi também encontrado no
Estado de Sdo Paulo (SBMV-SP) (A.S. Costa. Dadospundlicados). Mais recentemente, um
isolado do SBMV foi encontrado no Estado do Paf@esparin et al., 2005). No entanto, devido
a facilidade de transmissdo do SBMV (Sehgal, 198adl, 1988), pode-se aventar que a
distribuicdo geografica do virus pelo Brasil segsyampla.

Os besouros crisomelideb&brotica speciosa Ceratoma arcuata&do 0s principais
vetores do SBMV no Brasil (Costa & Batista, 1978yera Jr. et al., 1983; Meyer et al., 1992),
sendo queC. arcuatafoi identificado como o vetor mais eficiente nangmissédo desse virus
(Silveira Jr. et al., 1983), porém as relacdessietor ainda ndo sdo bem conhecidas (Meyer et
al., 1992). Também foi descrita a transmissdo dbl\&Pelas larvas d€. arcuata do sistema
radicular de plantas infectadas para o de plardd|s em uma taxa de 5,1% (Meyer et al.,
1993). Esta taxa é pequena se comparada com ddaxansmissao pelo inseto adulto (58,3%)
(Silveira Jr. et al., 1983), no entanto, as lam@sstituem populacdo mais humerosa, o que torna
a transmisséo substancialmente importante (Meyar,€t993). Isso evidencia a possibilidade de
transmissdo do virus através do solo, fato imptetpara a epidemiologia do SBMV.

Algumas propriedades moleculares foram detemaisi@ara o isolado SBMV-SP: (a)
as particulas virais apresentam diametro de 28f80ena proteina capsidial possui massa
molecular de 30 kDa; (b) das particulas viraisffoextraidos RNAs de varios tamanhos, sendo o
de 4,2 kb o RNA gendmico e o de 1,0 kb supostamemtdRNA subgendmico que codifica a
proteina capsidial (Moreira & Gaspar, 2002).

A regido 5'-terminal do SBMV-SP foi caracterizadEspinha et al., 2004)
evidenciando uma regido ndo codificadora, com 92ewotideos (nt), precedendo o cédon de

iniciacdo da ORF1. Na regido ndo codificadora fetedtado um segmento parcialmente
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complementar ao RNA ribossomal 18S. A ORFL1 codffice proteina de 147 amino&cidos com
massa molecular estimada de 17080 Da. A extremi@aterminal da ORF1 do SBMV-SP
sobrepBe a extremidade 5'-terminal da ORF2 em 3leatideos. A regido 3'-terminal foi
também caracterizada (Espinha et al., 2005) maktrarORF4 (proteina capsidial) contendo 801
nt (incluindo o cddon de terminacdo UGA) com segig&deduzida de 266 aminoacidos e massa
molecular estimada de 28.800 Da. Sessenta e umoaacnios terminais da ORF2 estédo
sobrepostos na ORF4. A sequéncia da ORF4 do SBMVaffesentou identidade de
nucleotideos e aminoacidos de, respectivamente, @929 com o isolado Arkansas (SBMV-
Ark) descrito nos EUA, indicando serem isolados tomygroximamente relacionados. Mais
recentemente, 0 genoma completo do SBMV-SP foirahtado através do sequenciamento da
ORF2 (Ozato Jr. et al.,, 2006). Os dominios parmagirotease, VPg e RpRd (poliproteina)
foram identificados bem como a presenca da ORF3ideoma ORF2. Juntos, esses dados
permitem concluir que o genoma do SBMV-SP possu834hucleotideos, com 3 ORFs
sobrepostas e uma ORF2 continua contendo uma regificadora interna (ORF3). Assim, a
organizacdo do genoma do SBMV-SP mostra-se sentelb@anSBMV-Ark (Lee & Anderson,
1998) e diferente do SBMV (Othman & Hull, 1995),rroborando a proposicdo de erro no
sequienciamento do SBMV. A Figura 3, mostra a orgepdio do genoma do SBMV-SP.

0 1 2 3 4 kb
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4132

FIG.3. Organizagdo do genoma$louthern bean mosaic virisblado Sao Paulo (SBMV-SP).MP, proteina do
movimento; VPg, proteina ligada ao genoma; RdRjimgoase; CP, capa protéica.
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1.6 Proteina do Movimento

Para realizar uma infeccdo sistémica na planspddeira, os fitovirus precisam
superar diversas barreiras. Eles devem entrarlaka @dravés de um ferimento ou inoculacdo por
vetores, iniciar a multiplicacdo, translocar pasacélulas vizinhas (movimento célula a célula) e
finalmente para as outras partes da planta (movorelonga distancia).

Os fitovirus empregam comunicacdes intelagds para se movimentarem pela
planta. No movimento célula a célula os virusaaiin os plasmodesmos para atravessar a parede
celular. Os plasmodesmos sdo canais estreitos tidnespela membrana plasmatica e
atravessados por um tubulo de reticulo endoplasmathodificado, conhecido como
desmotubulo. Esses canais permitem a continuidaglecitbplasma e do sistema de
endomembranas entre as células (Raven et al., .2@M) células vegetais sadias, apenas
moléculas com massa molecular inferior a 1 kDacsgi@zes de atravessar passivamente esses
canais, que possuelimite de exclusdo muito inferior a massa molecdids menores fitovirus,
ou mesmo de seus RNAs ou DNAs gendmicos (Wolf .et18i87). Para suprir essa restricao
fisica, os fitovirus codificam proteinas especad&s, denominadas Proteinas do Movimento
(MPs), capazes de dilatar os plasmodesmos permitinothssagem de complexos formados por

proteinas mais acidos nucléicos virais ou mesmadrams inteiros (Deom et al., 1992).
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Figura 4. Movimento célu-célula doTobacco mosaic vin (TMV). Neste moelo a proteina d
movimento (MP) se liga ao RNA viral.[1] Proteinas litbspedeira podem se ligar ao complexo Mi
O complexo MP atravessando o plasmodesmo.[3,4 As5proteinas se desligam do RNA v
permitindo que as replicases iniciem a replicacao.



19

Para o transporte a longa distancia, além desngdesmos, foi proposta a utilizagéo
do sistema vascular da planta (floema) (Carringtaal., 1996).

Durante todo esse processo de tratgspona ou mais proteinas virais exercem papel
fundamental. A maior parte dos virus de plantasidestos parece expressar uma proteina
especificamente relacionada com o movimento, demaxha “Proteina do Movimento”
(“Movement Protein” - MP), que esta envolvida no transporte dos virtrevés dos
plasmodesmos (Lazarowitz & Beachy, 1999). O papeM® no movimento a longa distancia
ainda é mal compreendido, no entanto alguns auteugerem que a MP realize funcbes
especificas no espalhamento dos virus sistemicanfeliif & Dawson, 1993). Os fitovirus séo
classificados em trés grupos principais com baseetassidade ou ndo da proteina capsidial
(CP) para atravessarem os plasmodesmos. O grupogdreende 0s virus que ndo necessitam da
CP para realizarem o movimento. Nos virus do gitupdCP age auxiliando a MP no movimento
e protegendo o genoma viral. Os virus do grupotdfthbém requerem a CP, porém, sao
transportados como particulas inteiras (ScholtB65). O movimento envolvendo CP pode
ocorrer através de tubulos (movimento “tubulo-gafa@ é utilizado por uma grande variedade
de virus de planta, dentre eles: tospovirus, cameyicaulimovirus, bromovirus, alfamovirus
(Lazarowitz e Beachy, 1999; Carrington et al., J)98&sses casos, os plasmodesmos das ceélulas
infectadas sdo drasticamente modificados, os débmlos sédo removidos e um tubulo formado
por MP é inserido no poro plasmodesmal (Figur&5or esse tabulo que as particulas virais s&o
transportadas, sendo que neste tipo de transpopetaina capsidial é também requerida
(Lazarowitz e Beachy, 1999; Carvalho et al., 2004).

TRAMSPORTE
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Figura 5. [A] Movimento célula a célula do TMV e][Bc TSWV. As esferas amarelas represent:
proteinado movimento e as esferas azuis representam @imaiatapsidial, ambas associadas ao |
viral A linha vermelha representa o desmotib(fFayura adaptada de Scholthof, 2005)
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As MPs virais podem ser agrupadas em quatrafsupidias: I) MPs codificadas pelo
bloco triplo de genes dos potexvirus e virus retamilos; II) MPs dos tymovirus; Ill) uma série
de pequenos polipeptideos menores que 10 kDa, icamtbk pelos carmovirus e alguns
geminivirus; IV) a superfamilia ‘30 K’, relacionadgam a MP de 30 kDa do TMV. Para a
superfamila ‘30 K’ foram propostos dois modelosngevimento, o primeiro € exemplificado
pelo Tobacco mosaic viruTMV) e esta relacionado com o aumento do limieegclusdo dos
plasmodesmos e o segundo, tipico dos comovirusreoatravés de tubulos (Fig. 5). Melcher
(2000) apods alinhar a sequéncia de aminoacidosMiEs de 30 kDa de varios géneros de
fitovirus mostrou que os agrupamentos formados as@acionados com o tipo de movimento
realizado pelo virus. Um grupo reune os virus faones de tubulos e outro, aqueles virus que

nao se movimentam por tabulos
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II. OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho foram a expressdo dssiyel proteina c
movimento do SBMV e sua purificacdo por cromatdgrae afinidade para producao
anti-soro policlonal. O anti-soro produzido seréizaido para testes imunologicos arglc
deteccdo da proteina P1 em tecidos de plantaadigcpermitindo expandir o conhecime

a respeito das estratégias de multiplicacdo e nentigdo do SBMV nas hospedeiras.
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lll. MATERIAL E METODOS

lll. 1 Purificac@o das particulas virais

Folhas dePhaseolus vulgarigl) ‘Jalo’ infectadas pelo SBMV-SP foram triturada
em liquidificador com 2 volumes de tampao fosfatosddio 0,1 M pH 7,2, contendo 0,5% 2-
mercaptoetanol. A solugéo foi filtrada em gazerifat@da com cloroférmio (0,5 ml/g de folha)
e centrifugada 20 min a 16.000 g e 4°C. O virupfecipitado pela adicdo de polietilenoglicol
(PEG 8000) a 10% e NaCl 1,0%, sob agitacado poa2tC, e entdo centrifugado por 10 min a
16000 g e 4°C. O sedimento foi ressuspendido e délvolume inicial de tampao fosfato
0,01 M pH 7,2 e submetido a um ciclo de baixa @ atitacdo (16000 g¢g/10 min e
100000g/90min). O “pellet” final foi ressuspendidm tampdao fosfato e aplicado em gradiente
de sacarose (10-50%) em tampéo fosfato 0,01 M @dpar 1:30 h a 100000 g. A banda
formada pelo virus purificado foi coletada, diluidaultracentrifugada por 1 h a 100000 g,
dissolvendo-se o sedimento final em 1 ml de tanfipsfato 0,01 M pH 7,0.

lll. 2 Obtenc&o de RNA viral

O RNA foi obtido a partir de particulas purifieeddo SBMV. A extracdo do RNA
viral foi feita utilizando-se o “RNeasy Plant MiKit” conforme especificacdes do fabricante
(QIAGEN). O extrato foi eluido em agua DEPC e emstloca -20°C.

Ill. 3 Desenho dos oligonucleotideos

Os oligonucleotideos foram desenhados utilizandmf®grama “Primer 3.0” a
partir da sequéncia (DQ875594) do genoma do SBM)sitada no GenBank.

A sequiéncia da possivel proteina do movimentarfglificada utilizando-se os
oligonucleotideos:

SBMVMP-pETF : 5" — CCGGATCAATGAGCTATCGT -3’
SBMVMP-pETR: 5 — AAGCTTCCGCGCAGATAA -3’

Os sitios de restricdo, para as enziBas HI (oligonucleotideo senso)Hind Ili
(oligonucleotideo anti-senso), estao sublinhados.
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lll. 4 Producédo de cDNA
Oligonucleotideo anti-senso (3'-AAGCTTGCGCAGATAA-5) e o RNA viral

foram desnaturados por aquecimento a 94°C por hQ imediatamente resfriados em gelo, e,
em seguida os demais componentes foram adicionAdosacéo teve volume total de 20 pl,
consistindo de: 50 mM Tris.HCI pH 8,3; 75 mM KCQ inM DTT; 0,1 mM cada dCTP, dGTP,
dATP, dTTP; 0,4 uM do oligonucleotideo, 2 unidadesnibidor de RNAse; 1ug RNA viral e
40 unidades de Transcriptase Reversa “Supersdtiptinvitrogen). A reacdo permaneceu
incubada por 2 h a 42°C.

lll. 5 Amplificacdo do gene da proteina do movimend (PCR)

O volume de cada reagédo da PCR foi de 25ul stiimdo de tampé&o (Tris.HCI 20mM pH
8,4; KCI 50 mM); 5,0 mM MgGt 0,2 mM cada dCTP, dGTP, dATP, dTTP; 10ug/mL alac
oligonucleotideo (senso e anti-senso); 1 ul daurasie reacdo de cDNA; e 2 unidadegde
polimerase (Invitrogen). O programa da PCR foiizadlo em Termociclador MJ Reserch que
consiste em uma desnaturacao inicial a 94°C poimditos, 1 minuto de anelamento a 53°C e
um minuto de extensdo a 72°C. Apos 35 ciclos e extensao final por 10 minutos a 72 °C os
fragmentos de DNA amplificados foram separados gletroforese em gel de agarose 1%

como descrito no item a seguir.

l1l. 6 Purificacédo do fragmento amplificado

Uma aliquota da reacdo de PCR foi submetidatéofleese em gel de agarose 1%
em tampdo TAE (Tris.HCI 0,04 M; acetato de s6d@0V; EDTA 0,001 M pH 8,3). A banda,
referente ao fragmento amplificado, foi retiradagdb com lamina e purificada com o “Mini
Elute Gel Extraction Kit” (Invitrogen) seguindo-ss orientacdes do fabricante. O DNA foi
guantificado em gel de agarose 1%, utilizando-seV'IDNA Mass Ladder” (Invitrogen) como

marcador.

lll. 7 Ligag&o do fragmento amplificado em vetor paa multiplicacdo (pGEM)
Para esta ligacdo foi utilizado o “pGEM — T Ed&ctor System 1I” seguindo-se as
orientagdes do fabricante (Promega). A reacacutmingtida a 4°C por 16h.
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lll. 8 Sequenciamento do vetor pGEM + inserto

As reacdes de sequenciamento foram feitas utdizse o sequenciador automatico
“ABI 377 DNA Sequencer” e o “ABI PRISM BigDye Termator Cycle Sequencing Ready
Reaction Kit” (Perkin Elmer), seguindo as instrug@® fabricante. Para o sequenciamento do
DNA purificado foi utilizado o oligonucleotideo sn“T7” (Promega). A reagdo consistiu em:
200pg de DNA, 1pL de primer (10 pmol/pL) e 2 plLsdéucéao de BigDye.

As comparacbes com sequéncias existentes no hindados do GenBank foram
feitas através do programa BLAST do “National Cerfm Biotechnology Information”
(NCBI).

lll. 9 Transformacdo em célula competenteEscherichia coli - TOP 10)

Apos a reacdo de ligacdo o vetor recombinantgdasformado erk. colilinhagem
TOP 10, utilizando-se Bl de células competentes gl5da reacdo de ligacdo. Essa mistura
permaneceu no gelo durante 1 hora e, entdo, sudareti choque de temperatura a 42°C por 1
min e 2 min no gelo. Em seguida foram adicionads}iP de meio liquido SOC (meio SOB +
200mM de glicose) e as bactérias foram submetidageneracdo (1 hora a 37°C com agitagcéo
a 250 rpm). Posteriormente, as bactérias foramuplps em meio solido seletivo (LB +
ampicilina 10Qug/mL), contendo ainda 40 de X-Gal 20mg/mL (5-bromo-4-cloro-3-indolf-
D-Galactopyranoside) e as colonias brancas testaalas comprovar a existéncia do inserto
através de PCR. As coldnias que apresentaram dadrfeeam inoculadas em tubos individuais
de 5mL de meio liquido seletivo (LB + ampicilinaOp@/ml) sob agitagdo e aeragdo constantes

a 37°C para posterior extracao do DNA plasmidial.

Ill. 10 Purificac@o do plasmideo recombinante

O DNA plamidial foi purificado utilizando-se o tike Link Quick Plasmid Miniprep
Kit”, seguindo-se as orienta¢des do fabricanteifilogen). O DNA plasmidial foi eluido em 50
pl de tampé&o TE (Tris 10mM, EDTA 1mM, pH: 8,0).
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lll. 11 Digestédo enzimatica conBam HI e Hind Il

Para cada fig de DNA foram utilizadas 10 unidadesijlde cada enzimBamHI e
Hind Il (Promega). A reacao de digestao degb@onsistiu de: 2%l de vetor (125 ngt), 3 ul
de cada enzima, fil de tampédo E 10X, 5,Ql de BSA 10X e Qul de 4gua. A mistura foi
submetida a temperatura de 37°C por 2h e a 65°Clpamin. Em seguida, a mistura foi
submetida a eletroforese em gel de agarose e a bafalente ao fragmento extraida conforme

o item Ill. 6.

lll. 12 Digestdo enzimatica e defosforilacdo do vet de expressao (pMAL)

O vetor de expressédo pMAL-2c do “pMAL Protein iBasand Purification System”
(Bio Labs) foi digerido seguindo os passos destrnitmitem VI1.9. Em seguida, o vetor digerido
foi defosforilado utilizando-se a enzima CIAP (Fadate alcalina de intestino de bezerro)
(Invitrogen), 5 unidades de enzima para cgaade DNA. A mistura foi submetida a 37°C por
30 min e a 75°C por 10 min.

lll. 13 Ligacdo do DNA em vetor de expresséo (pMAL)

Para esta reacdo de ligacdo foram utilizados p@en vetor pMAL previamente
digerido e defosforilado, 50 ng de DNA, 3 unidadesT4 DNA ligase (Promega) e tampéao de
ligacdo (Promega). A mistura foi submetida a 4°Cl&h.

[ll. 14 Transformag&o em célula competenteR. coli linhagem DH5a)

A transformacao do vetor recombinante pMAL Encoli linhagem DH%& seguiu o
mesmo protocolo descrito no item IIl.9. As colonigge apresentaram o inserto foram
inoculadas em tubos individuais de 5mL de meioidigseletivo (LB + ampicilina 1Q@y/ml)
sob agitacdo e aeragcdo constantes a 37°C, o quie semo pré-indculo para o teste de

expressao.

lll. 15 Testes de expressao

Inicialmente 70Qul do pré—indculo foram transferidos para um novmtaontendo 7
ml de meio liquido seletivo (LB + ampicilina @§ml). O tubo foi mantido sob agitacdo e
aeracao a 37°C por 90 min e em seguida foi feita l@itura da amostra em espectrofotémetro

(a ODsso devera estar entre 0,5 e 0,65 nm para que a sfpreessa ser induzida). A inducéo
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de expresséao foi feita com IPTG 1 mM por 4 horasam coletadas amostras apds 30 min, 2 h

e 4h da inducéo.

lll. 16 Analise em gel de poliacrilamida (SDS-PAGEL0%

A eletroforese foi feita em gel desnaturante diéaprilamida (SDS-PAGE) segundo
Laemmli (1970). As proteinas foram desnaturadasfgroura (3min a 100°C) em tampéao de
amostra (Tris.HCI 0,125 M pH 6,8, contendo SDS 4fligerol 20%, 2-ME 10% e azul de
bromofenol 0,001 M). As amostras foram centrifugagar 5 min a 16.000 g e 14 do
sobrenadante de cada amostra foram aplicados na gkdtroforese foi conduzida por 90 min a
100 V em aparelho Mini Protean Il (BioRad). Os gi&isam fixados e corados em mistura
contendo metanol, agua, acido acético (50:50:XDyreassie Blue 0,25% por 3 h e descorados

com metanol e 4gua (1:1) por 18 h.

lll. 17 Expresséao da proteina recombinante (pMAL)

Inicialmente, 4 ml de pré-inéculo foram trangdes para um novo tubo contendo 250
ml de meio liquido seletivo (LB + ampicilina @@ml). O tubo foi mantido sob agitacdo e
aeracao a 37°C por 3h e em seguida foi feita urh&rdeda amostra em espectrofotdmetro (a
ODsso devera estar entre 0,5 e 0,65 para que a expressda ser induzida). A inducao de
expressao foi feita com IPTG 1 mM por 4 horas. Egugla, o meio foi centrifugado por 20
min a 4.000 g e 4°C. O “pellet” foi ressuspendido ¥,5 ml de tampéo de lise (20 mM tampéo
fosfato, 200 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 7,2) e mantido—20°C por 16h. A solucéo foi
descongelada em banho de gelo e submetida a mdsbSs a 300 W em sonicador (Marconi,
modelo MA 103) para lise celular. Esta amostrec@mitrifugada por 20 min a 4.000 g a 4°C. A

fase aquosa foi coletada e utilizada para a pagfio da proteina de interesse.

Ill. 18 Purificac@o da proteina recombinante

A proteina de interesse expressada foi purifigaatacromatografia de afinidade em
colunas com resina a base de amilose (BioLabs¥owua o protocolo do “pMAL Protein
Fusion and Purification System” (Bio Labs). A efocfoi feita em tampéo fosfato 20 mM pH
7,2, NaCl 200mM, contendo Maltose 100 mM.
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lll. 19 Producéo de Anticorpos

A producado do antissoro policlonal para a pratagcombinante do SBMV-SP foi
realizada no Laboratério de Virologia (DepartamesgdEntomologia, Fitopatologia e Zoologia
Agricola da Esalq/USP — Piracicaba) sob orientaigiprofessor Dr. Jorge A. M. Rezende. A
proteina purificada foi injetada em coelho braneordca Nova Zelandia através de cinco

injecdes intramusculares, a intervalos semanais,3fi)pg de proteina por injecao.

Ill. 20 Expresséo e purificacdo da provavel MP emetor de expressao pET-28a
Os passos anteriores a construcdo do vetor dessgw foram idénticos aos descritos

nos itens 1.5 até 111.13. Para a construcao dowee expressao foram utilizados 50 ng de vetor
pET-28a (Novagen), previamente digerido e defdsfdo, 50 ng de DNA, 3 unidades de T4
DNA ligase e tampédo de ligacdo (Promega). A misforasubmetida a 4 °C por 16 h. A
transformacéo erk. coli linhagem BL21(DE3)-RIL foi feita como descrito item Il1.14. As
coldnias foram testadas por PCR, sendo que umeottasias positivas foi utilizada para o pré-
inoculo. Inicialmente, 4 mL de pré-indculo forarartsferidos para um novo tubo contendo 250
mL de meio liquido seletivo (LB + canamicina e altfienicol 10Qug/mL). O tubo foi mantido
sob agitacdo e aeracdo a 37 °C por 1h30 e em sefpiideita uma leitura da amostra em
espectrofotdmetro. A indugdo de expressao foi @@ IPTG 1 mM por 4 h. Em seguida, 0
meio foi centrifugado a 3.000 x g por 20 min. Ollgt foi ressuspendido em 20 mL tampéo de
lise (20mM fosfato de potassio, 500 mM NaCl e 6 MaGidina). A solucdo foi submetida a 6
pulsos de 15 s a 300 W em sonicador (Marconi - M&) Jpara lise celular. A purificacdo foi
feita em coluna de afinidade utilizando resina dguel (ProBond) conforme instru¢cdes do

fabricante (Invitrogen).

[ll. 21 Teste de Titulag&do do antissoro policlonapor “Dot-blot”

Para o teste de titulagcdo utilizou-se uma araoda provavel MP expressa e
purificada conforme o item 111.20. A amostra foilispda em membrana de nitrocelulose
(Hybond-C, Amersham Biosciences) utilizando-se do“Bot Microfiltration Apparatus”
conforme especificacbes do fabricante (Bio-Rad)cohcentracdo de proteina aplicada por
“Dot” foi 20 ng. Foram testadas as seguintes diescdo antissoro: 1:1000; 1:2000; 1:4000;
1:8000; 1:16000; 1:32000 e 1:64000. A deteccadefta conforme o item 111.23.
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lll. 22 Teste de Titulagédo e especificidade do astsoro policlonal por “Western blot”

Aliquotas da proteina purificada pelo sistema @aldram aplicadas em gel
desnaturante de SDS-poliacrilamida. As proteinesridransferidas para membrana de
nitrocelulose em um eletrotransferidor (Mini TraBigt Electrophoretic Transfer Cell Bio-Rad)
operando sob voltagem constante (100V) por 60 méwutilizando tampéao de transferéncia
Tris-Glicina (Tris 0,025 M, Glicina 0,192 M) contm Metanol 20%. A membrana foi incubada
com o antissoro especifico em diluicdo 1:1000. &g de Soro de Albumina Bovina (BSA) e
Polimerase recombinante do SBMV-SP foram utilizgutaa testar a especificidade do
antissoro.

lll. 23 Deteccéao

A deteccéo da proteina na membrana de nitraxsafbi feita incubando a membrana
em tampao PBS (Fosfato de sodio 0,01 M, NaCl 0,1pHA7,2) contendo Tween-20 0,3%
(PBS-T) e albumina de soro bovino (BSA) 3% porBim. seguida, a membrana foi incubada
por 1h com o antissoro especifico diluido 1:1.000&@mpao PBS-T contendo BSA 0,3% e
heparina (2Qug/ml). A membrana foi lavada com tampéao PBS-T alwacla com anti-soro anti-
IgG de coelho acoplado com fosfatase alcalina (8)gtituido em tampao PBS-T contendo
BSA 0,3% na proporcéo de 1:30.000 por 1 h. Apéadaxs com tampédo PBS, a membrana de
nitrocelulose foi incubada com mistura de BCIP/NBS-bromo-4chloro-3-indolyl-
phosphate/nitro-blue tetrazolium”) até o aparecitmelo resultado da reacao (cor azul purpura).
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VI. RESULTADOS

IV.1 Purificac@o das particulas virais

Uma fragéo do virus purificado foi observada emSjg6-PAGE 12% (Figura 6).
Observou-se uma Unica banda de aproximadamentea3@#&ente a proteina capsidial do virus.
A amostra ndao apresentou contaminantes, mostraeficiéncia do procedimento de purificacao.
A relacdo da leitura da absorbancia a luz ultra@260nm/280nm foi de 1,648. Os dados de
absorbancia permitiram o calculo da concentracgad que foi de 9,06mg/ml e um rendimento de
45,3mg/kg de folha.

N 1
66 " —
4 [ S
36 ——
24 ———
20 e
14 S

Figura 6. SDS-PAGE 12 % evidenciando a proteina capsidial dafcpdas virais purificada
(M) Marcador para proteinas Dalton Mark WI{Sigma), valores representados em kDa
Proteina capsidial do SBN-SP
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V.2 Extracdo do RNA viral
O RNA viral extraido a partir de particulas pusfilas foi analisado em gel de
agarose 1% evidenciando Unica banda com massautaslde aproximadamente 4,2 kb,

correspondente ao RNA gendémico do SBMV-SP (Figlra 7

Figura 7. Analise do RNA viral extraido de particulas puafias de SBMV em gel de agarose
(M): Marcador de tamanho molecular em KB; RNA com 4,2kb.
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IV.3 Amplificacdo por PCR do gene da possivel proitea do movimento

O produto da reacao de PCR, amplificado coroligenucleotideos especificos, foi
analisado em gel nativo de agarose 1%, apresentarida banda de aproximadamente 500pb
correspondente ao fragmento de tamanho esperaao passivel gene codificador da proteina do

movimento (Figura 8). O fragmento amplificado farificado e ligado ao vetor pGEM-T.

Ji% | 1

1500

a00
00

100

Figura 8. Gel nativo de agarose 1% evidenciando o fragmeate00 pares de bases amplific
por PCR. M: Marcador molecular DNA Ladder 100bpvifiogen); 1: Fragmento amplificado de
aproximadamente 500 |
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IV.4 Digestédo enzimatica do vetor pGEM conBam HI e Hind 11l
A digestdo do vetor recombinante pGEM-T comengimasBam HI e Hind Il

liberaram o fragmento clonado de 500 pb, conformmeerdo (Figura 9). O fragmento foi

purificado e utilizado na reacéo de ligagéo aonvehdAL.

1500

500
S00

100

Figura 9. Gel nativo de agarose 1% evidencio digestdo enzimatica do vetor pGEM com liberaga
fragmento. (M) Marcador molecular DNA Ladder 100 (pdvitrogen). (A) Fragmento referente ao DI
plasmidial na parte superior do gel e fragmenterildo de aproximadamente 500 pb (seta).

IV.5 Testes de expressdo da MP em vetor pMAL e pditacdo da proteina recombinante
MP-MBP

Em SDS-PAGE 10% (Figura 10) ficou evidenciadexpressdo de uma proteina de
cerca de 60 kDa (17 kDa referentes a provavel M& wi 43 kDa referentes a proteina de fuséo
do pMAL — “Maltose Binding Protein”). A partir degara, a proteina recombinante de 60 kDa,
sera denominada MP-MBP. Esta proteina foi purifica condi¢cdes nativas e as fracoes

referentes as eluicdes da proteina de interest® esgidenciadas em SDS-PAGE 10% (Figura
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10). As fracOes de G a L (sem contaminantes) fguartadas, concentradas e utilizadas para

producéo de antissoro.

I
n

Figura 10. SDS-PAGE 10% mostrando a expressao da proteinasd®e MPMBP. (M) Marcador par
proteinas, Bench Mark Protein Lader (Invitrogen) @mostraeontrole sem inducgdo. (B) Amostra a
lhora de inducéo, (C) Etapa de Lavagem do proadsgurificacdo, (D ,E, F, G, H, I, J, K e L) Frag
referentes as elui¢t

IV.6 Expressao da provavel MP em vetor pET28a

O fragmento amplificado foi também ligado em RBAa, transformado em. Eoli
linhagem BL21(DE3)-RIL e a proteina expressa faiifluada em coluna contendo resina de
niquel. Neste sistema a proteina é expressa cantenth cauda contendo 6 histidinas,

aumentando sua massa molecular em 5kD como obsemeaftjura 11.
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Figura 11. Gel de poliacrilamida 12% mostrando a expressdoroizina de aproximadamente 22 kDa (MiB}.
(M) Marcador para proteinas, Bench Mark ProteindeadInvitrogen); (A) Amostra&ontrole contendo pET2¢
sem inserto. (B) 1 h de indugdo de amostra cont@ili?8a recombinante, (C) Mfis purificada (17 kDi
referente a MP + 5 kDA referente a cauda de histidi
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IV.7 Teste de titulacdo do antissoro policlonal pofDot-blot”
O teste de titulagdo para o antissoro MP-SBMddpeido foi realizado aplicando-se

20 ng de proteina purificada obtida pelo sistemaxjeessao e purificacdo pET 28a, MP-His.

Para cada “dot” foi testada uma diluicao diferetdeantissoro (Figura 12).

Figura 12. Teste de titulag&o do antissoro policlonal obgdwo coelho contra a proteina Mf's do SBMV. As letras d
A a F representam as diluigbes do antissoro nadrgegardem: 1:1.000; 1:2.000; 1:4.000; 1:8.00061000; 1:32.000.

IV.8 Teste para determinacéo da especificidade damtissoro por “Western-blot”

A especificidade do antissoro produzido foedetinada por testes de “Western-blot”
e representados pela Figura 13. As proteinas rdastraa Figura 13A (gel de poliacrilamida SDS-
PAGE 12%) foram transferidas para membrana deceintose, que foi incubada com o AS-MP-

SBMV (Figura 13B).

A B

M A B C L 1 2 3
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Figura 13. Quadro (A) SDS-PAGE 12% : (M) Marcador de massa moleculattobaMark VII-L (Sigma); (A)

BSA; (B) Porgdo C-terminal da Polimerase Slauthern bean mosaic viruSBMV (proteina obtida no Laboratd

de Fitovirologia do IBILCE/UNESP); (C) MP-His do $B/. Quadro (B) “Western-blot” utilizando o AS-MP-
SBMV-MP (M) Marcador de massa molecular, Magic Mark XP ithegen); (1) BSA; (2) Porgcdo @rminal de

Polimerase do SBMV; (3) MP-His do SBMV.
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IV.9 Teste para determinacéo da eficiéncia do ans®ro por “Dot-blot”

Em membrana de nitrocelulose foram aplicadas,diferentes “dots”, concentracdes
decrescentes de proteina purificada. A Figura l1l4tnamoo resultado do teste de eficiéncia
realizado com o AS-MP-SBMV a uma diluicdo de 1:100@ncentracdes maiores que 1,8ng

foram detectadas.

30ng 15ng 7,5ng 3,75ng 1,8ng 0,9ng 0,45ng

® o 06 & » -

Figura 14. Teste de eteccdo da proteina MHis do SBMV em diferentes concentragdes utilize
antissoro policlonal obtido em coelho.

V. DISCUSSAO

A primeira evidéncia de que uma proteina relamila com o movimento era
codificada pelos fitovirus foi dada pelos estudedNishiguchi e coloboradores em 1978. Atraves
de estudos com mutantes do TMV sensiveis a umaetatopa especifica ficou comprovado que
na auséncia de uma determinada proteina o virugmeava normalmente, porém, ndo se
espalhava pela planta. Esses experimentos pemmitif@ntificar uma proteina de 30 kDa como a
proteina responsavel pelo movimento célula a cébda TMV. Desde entdo, proteinas
relacionadas com a movimentacdo viral de uma céutautra tém sido identificadas para a
maioria, sendo todas, as familias de virus degdg@arrington et al., 1996; Hull, 2002). As MPs,
assim como as replicases, séo proteinas ndo eatsugque, em geral, sdo produzidas em baixa
concentragao nas plantas, o que dificulta a idea¢i&o, localizacao e a purificagao (Hull, 2002).

Uma das técnicas moleculares utilizadas para estegwoteinas ndo estruturais €
a expressdo erscherichia coli 0 que permite que grandes quantidades de pretesigjam
produzidas, purificadas e, posteriormente, utiBzagdara, por exemplo, a producdo de antissoros
policlonais especificos. As células procarioticks €ol) sdo normalmente preferidas para a

expressao de proteinas heterdlogas pelo fato decefem algumas vantagens como (1) fonte de
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carbono de baixo custo para o crescimento, (2foaacumulo de biomassa, (3) possibilidade de
uso em processo de fermentagdo com alta densidadélulas, (4) possibilidade de producao de
proteinas em larga escala (Panda, 2003). Um vamdéwmeero de protocolos esta a disposi¢cao, 0s
quais descrevem varias estratégias de expresdade{Sat al., 2008).

Nos sistemas pET (Novagen) e pMAL (BioLabs), a espdio da proteina
recombinante est4 sob o controle do promotor desdraggdo do bacteriofago T7. A grande
vantagem destes vetores € que eles podem serdodyzdr IPTG em Ecoli BL21(DE3) e sdo
transcritos pela T7 RNA polimerase, a qual € msitetiva e ativa, sendo capaz de elongar
cadeias de RNA aproximadamente 5 vezes mais rapidoa RNA polimerase dg. coli. A
linhagem BL21(DES3) contém ainda o plamideo pLys8 fgunece um controle mais rigoroso dos
niveis basais da proteina expressa e facilitaedbsteriana (Studier et al.,1990).

No presente trabalho, a clonagem do gene da prbpéseina do movimento do
SBMV-SP em vetor de expressao pMAL permitiu quendes quantidades dessa proteina fossem
produzidas e, em seguida, purificadas no sistemguld#icacdo pMAL. Neste sistema de
expressao e purificacdo a proteina € obtida enfiosoea nativa, porém, € uma proteina de fuséo,
ou seja, estd ligada a uma outra proteina (“Mal®seling Protein”, MBP) codificada pelo
genoma do vetor. Devido a afinidade de ligacdo &#Molunas contendo resina de amilose séo
utilizadas para a purificacdo da proteina de fusdumartir de extratos de bactérias. Além de
permitir que a proteina se ligue a resina, alguwsres (Kapust e Waugh, 1999) tém observado
que a MBP ndo s6 aumenta a imunogenicidade, combéta, a solubilidade da proteina
expressa. Varios testes foram realizados visantkr a@lmostras mais puras, sendo que, tampdes
de eluicdo que possuiam quantidades maiores desma#tpresentaram maior eficiéncia. A
utilizacéo de baixas concentracdes de maltoseamegso de lavagem permitiu que proteinas nao
especificas, ligadas mais fracamente a resinaerffosgduidas. Ja aquelas que estavam ligadas
especificamente a resina precisaram de concensragi@s elevadas de maltose para se
desligarem da matriz.

A expressao foi também realizada utilizand@sestor pET-28a e a purificagdo da
proteina recombinante realizada através de cromaiagor afinidade em resina de niquedsa
técnica baseia-se na afinidade diferencial que mogiglicos imobilizados em uma matriz solida
apresentam por certos grupamentos expostos nafisigpele uma molécula em solugdo. Esta

afinidade resulta de ligagbes de coordenacdo rleeesformadas entre um ion metalico
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quelatado (o centro de adsorcdo) e certos residaoaminoacidos, tais como imidazol da
histidina, tiol da cisteina e indol do triptofanms quais doam elétrons para o ion metalico.
Diferentes testes para uma purificacdo mais efiei@videnciaram que altas concentracdes de
NaCl nos tamp®&es permitiam ligagbes mais espesiflegoroteina de interesse a resina, livrando-
a de proteinas contaminantes. Como conseqiénctanitpiel estaria exposto para a retencéo de
mais proteina recombinante por volume de redlmentanto, nesse sistema a proteina obtida
encontra-se desnaturada e, como a intencao destd ega a producao de antissoro policlonal,
optou-se pela utilizacdo da proteina em sua foratevay acreditando-se que nessa forma os
epitopos permaneceriam preservados.

Um antissoro policlonal para uma proteina recomiismdeve ser muito especifico,
mas também versatil o suficiente para ser usaddoees os tipos de testes serolégicos. No
presente trabalho foi demonstrado que o antisdatirdafunciona bem nas técnicas de “Dot-blot”
e “Western-blot”. Outras técnicas como, por exemplBELISA, ainda ndo foram testadas. O titulo
do anti-soro obtido foi determinado por meio de tbtt” utilizando-se o anti-soro nas diluicoes
de 1:1000 a 1:32000. Mesmo na diluicdo de 1:1600hti-soro foi eficiente na deteccéo de 20
ng da proteina recombinante (Fig. 12). Visandordetar a especificidade do antissoro obtido
para a proteina de fusdo (MBP-MP) testes foramodgiela técnica de “Western-blot”. Como é
evidente na Figura 8B, o antissoro reagiu espeaaifente com a proteina de 22 kDa recombinante
(His-MP) mostrando que mesmo quando fusionada a BPkDa), que contém maior massa
molecular do que a MP do SBMV, os epitopos da fmatele interesse ndo foram encobertos.
Nenhuma reacao foi verificada com outras protefB&A e polimerase do SBMV-SP). Também
quando testadas por “Dot-blot” e na diluicdo deDQ0Lo anti-soro foi eficiente em detectar até
cerca de 2 ng de proteina recombinante (Fig. 1d4fesEresultados indicaram que 0 antissoro
produzido a partir da proteina expressa em vetohlpkl especifico e eficiente na deteccdo da
proteina recombinante mesmo que em baixas con¢éafraAlguns testes preliminares (Dados
nao mostrados) efetuados por “Western-blot” ndeonpgegam a deteccédo da MP do SBMV em
extratos de plantas infectadas. Levando-se em qu@a antissoro foi eficiente na detecgédo de
cerca de 2 ng da proteina recombinante, a falltdeteeccao pode ser devido ao fato de a proteina
ser sintetizada transitoriamente e em concentragdoceélulas infectadas abaixo do limite de
deteccdo permitido pelas técnicas utilizadas. @uésgerimentos visando concentrar a MP em

extratos de folhas infectadas, serdo realizadasbrente.
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VI. CONCLUSOES

« O sistema de expressdo pMAL, utilizado neste trehdioi eficiente para a producédo da
provavel proteina do movimento do SBMV-SP em cotregfies suficientes para obtencédo de
antissoro policlonal.

« O antissoro produzido € especifico e eficiente mhteccdo de baixas concentracdes da
proteina recombinante.



ANEXO 1 — Mapas dos vetores utilizados neste tralab
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ANEXO 2 — Sistema de expressao e purificacdo pMAIBioLabs)
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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