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RESUMO 

 

 
As angiospermas compõem um grupo muito abundante e diverso. Apresentam 

como características exclusivas, a presença de estruturas reprodutivas chamadas de 

flores e a presença de frutos protegendo suas sementes. O Laboratório de Biologia 

Molecular de Plantas (LBMP – FFCLRP/USP) estuda principalmente o 

desenvolvimento do órgão feminino das flores, o pistilo, utilizando como modelo a 

espécie Nicotiana tabacum. Para entender os mecanismos que controlam o 

desenvolvimento é essencial estudar os genes que são expressos nos órgãos da flor e, 

principalmente, no pistilo. Um destes genes, o FEF1 (Flower-Expressed F-box1) foi 

identificado pelo nosso grupo de pesquisa como sendo expresso preferencialmente na 

flor de N. tabacum. Em trabalho anterior, foram produzidas plantas transgênicas de 

superexpressão e de silenciamento (por RNAi), para estudar a função da proteína FEF1. 

As plantas de RNAi apresentaram pistilos reduzidos, em comparação com as plantas 

controle, enquanto que as plantas de superexpressão produziram flores com pistilos 

maiores. A proteína codificada pelo gene FEF1 foi caracterizada como uma proteína da 

família F-box, por possuir em sua estrutura um domínio de mesmo nome. Estas 

proteínas fazem parte do complexo SCF, o qual é um tipo de complexo enzimático E3-

ligase, que faz parte da via de proteólise intracelular denominada de via da ubiquitina-

proteassoma. Dentro deste complexo, a proteína F-box, como a FEF1, é a subunidade 

responsável por reconhecer as proteínas-alvo de degradação. Estes alvos podem ser 

proteínas defeituosas, mal enoveladas ou, então, proteínas que precisem ter suas 

concentrações finamente reguladas ao longo da vida da célula. O presente trabalho teve 

como objetivo identificar os putativos parceiros de interação da proteína FEF1 e propor 

hipóteses sobre como esta proteína pode afetar o tamanho final do pistilo. Para isto, 

foram analisadas colônias de levedura identificadas em um screening de duplo-híbrido 

(Y2H) realizado anteriormente, para identificar as proteínas candidatas à interação com 

FEF1. Entre os candidatos, encontrados no presente trabalho, estão as proteínas SKP1, 

fatores de transcrição (TCPs, SIP1-like;storekeeper), e uma MOB1-like. 

 

Palavras chave: Proteína F-box; Desenvolvimento do pistilo; Interação proteína-

proteína; Proteassoma 
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1. Introdução 

 

1.1. As angiospermas e suas estruturas reprodutivas exclusivas, as flores 

 

As angiospermas compõem o grupo mais abundante e diverso dentre os vegetais 

e variam enormemente em suas características vegetativas e adaptações, contudo elas 

apresentam como características comuns: a presença de flores, frutos protegendo suas 

sementes e um ciclo de vida diferenciado dos demais táxons (Raven et al., 1996, 

Alvarez-Buylla et al., 2010). 

 As estruturas reprodutivas exclusivas deste grupo, as flores, são compostas por 

partes férteis e partes vegetativas, as quais estão esquematizadas na Figura 1. As partes 

vegetativas da flor são representadas pelas pétalas, sépalas, receptáculo e pedúnculo ou 

pedicelo. Já as partes férteis, ou seja, as estruturas que participam diretamente da 

reprodução, são representadas pelo androceu, a parte masculina, e pelo gineceu, a parte 

feminina (Raven et al., 1996).  

O gineceu é formado por uma ou mais unidades básicas denominadas carpelos, 

os quais, quando se encontram fusionados, caracterizam a estrutura total como um 

pistilo. Um carpelo é formado por um estigma na parte superior, o qual recebe os grãos 

de pólen, um ovário na parte inferior, que contém os óvulos, e uma estrutura 

denominada estilete, que une o estigma ao ovário (Raven et al., 1996). Quando ocorre a 

polinização e posterior fecundação, os óvulos dão origem às sementes e o ovário forma 

o fruto (Taiz & Zeiger, 2010). 

 

 

Figura 1: Esquema de uma flor de Angiosperma.  

Retirado de: http://www.sobiologia.com.br/conteudos/Reinos4/angiospermas.php. 
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1.2.  Desenvolvimento das flores  

 

A transição do crescimento vegetativo para o crescimento reprodutivo (floral) é 

um processo chave no desenvolvimento das plantas e está sob o controle de diversos 

genes. Este processo deve ser regulado temporalmente de acordo com as condições 

fisiológicas e ambientais em que a planta se encontra (Wellmer & Riechmann, 2010).  

Inicialmente as flores se desenvolvem a partir de um tecido especial, o 

meristema floral, o qual é formado por células indiferenciadas. Posteriormente este 

meristema se desenvolve em quatro verticilos, que são representados por círculos 

concêntricos, os quais darão origem aos órgãos florais finais: os carpelos, os estames, as 

pétalas e as sépalas (Taiz & Zeiger, 2010; Alvarez-Buylla et al., 2010). 

De maneira geral, existem dois tipos de famílias de genes que regulam o 

desenvolvimento das flores. São eles: os genes de identidade meristemática e os genes 

de identidade floral. Os primeiros codificam fatores de transcrição que dão início à 

diferenciação do meristema, pois ativam a expressão dos genes do segundo tipo. Já os 

genes de identidade floral também codificam fatores de transcrição, porém que estão 

envolvidos diretamente na formação e na função dos órgãos florais (Taiz & Zeiger, 

2010; Alvarez-Buylla et al., 2010). 

A princípio, foi descrito na literatura que os verticilos florais eram definidos pela 

expressão diferencial e sobreposta de apenas três tipos de genes de identidade floral, 

segundo o modelo ABC proposto por Coen e Meyerowitz (1991). Neste modelo, os 

genes do tipo A são responsáveis pela formação de sépalas, já os genes do tipo B, 

juntamente com os genes A especificam as pétalas. Os genes B e C dão início aos 

estames e os genes tipo C sozinhos são necessários à formação dos carpelos (Taiz & 

Zeiger, 2010). Recentemente este modelo foi atualizado, incluindo mais dois tipos de 

genes, o D e o E (Komeda, 2004). Os genes D estariam envolvidos no desenvolvimento 

de óvulos e os genes E estariam relacionados à especificação das pétalas, juntamente 

com A e B, ao desenvolvimento dos estames, com B e C, e por fim ao desenvolvimento 

do carpelo, adicionalmente à ação dos genes C (Theissen & Saedler, 2001). 
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1.3. A espécie Nicotiana tabacum como modelo 

 

O Laboratório de Biologia Molecular de Plantas (LBMP - FFCLRP/USP) estuda 

o desenvolvimento e funcionamento do pistilo, e utiliza como planta-modelo a espécie 

Nicotiana tabacum. Esta espécie, pertencente à família Solanaceae, é uma dicotiledônea 

do grupo das angiospermas. É classificada como uma erva de hábito arbustivo, podendo 

alcançar de 0,90 a 1,50 metros de comprimento. Teve sua origem na América do Sul e 

apresenta uma preferência por climas mais quentes, apesar de ser cultivada hoje no 

mundo todo por seu valor comercial (Van Hoof, 2011). A espécie N. tabacum é muito 

utilizada como modelo de estudo, pois apresenta um ciclo de vida relativamente curto, 

de aproximadamente seis meses, produz sementes em grande quantidade, possui flores 

grandes e seu cultivo em laboratório é relativamente fácil (Ganapathi et al., 2004). 

O pistilo de N. tabacum é composto pela fusão de dois carpelos e possui um 

estigma bilobado do tipo úmido, com células papilares esparsamente distribuídas, 

abaixo das quais há uma zona de secreção do estigma (Bell & Hicks, 1976). Esta zona 

produz, durante a maturidade, uma substância viscosa, ou exsudado, que facilita a 

adesão dos grãos de pólen ao estigma da flor. O estigma e o estilete são formados por 

quatro camadas de tecido, a epiderme, o córtex, tecido vascular e o tecido transmissor, 

no sentido da superfície exterior para o interior do pistilo. Este tecido transmissor é o 

meio pelo qual o tubo polínico crescerá em direção ao óvulo, localizado no interior do 

ovário. O estilete, por sua estrutura, é classificado como do tipo sólido (Bell & Hicks, 

1976). 

 

 

1.4.  Degradação de proteínas pela via Ubiquitina-proteassoma 

 

Existem diversos motivos pelos quais proteínas intracelulares precisam ser 

destruídas. Elas podem estar mal dobradas, serem defeituosas, causando danos à célula, 

ou a sua quebra pode ser necessária para a formação, por exemplo, de hormônios e 

outras moléculas. Mais um motivo, talvez um dos mais importantes, seja porque 

determinadas proteínas precisam ter a sua concentração regulada adequadamente ao 

longo da vida da célula, inclusive em situações de estresse, dependendo da fase em que 

esta se encontra (Hua & Vierstra, 2011; Varshavsky, 2012). 
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Esta fina regulação assegura, por exemplo, que a célula passe pelos estágios do 

ciclo celular de maneira que os tecidos e órgãos da planta se desenvolvam e cresçam 

corretamente. Existem muitos alvos de degradação que participam do ciclo celular, 

como, por exemplo, ciclinas, kinases dependentes de ciclinas (cdk) ou, então, fatores de 

transcrição que promovem a progressão da célula no ciclo celular (Kipreos & Pagano, 

2000; Hershko, 2005; Hua & Vierstra, 2011). Alguns destes fatores de transcrição 

podem ser responsáveis pela regulação transcricional dos genes de identidade 

meristemática e de identidade floral. 

Uma das principais vias de proteólise intracelular em eucariotos é a via da 

ubiquitina-proteassoma, através da qual moléculas de uma proteína chamada ubiquitina 

são adicionadas à proteína-alvo, a qual é enviada à organela proteassoma 26S, onde 

ocorre a proteólise (Palma et al., 2002). Esta via compreende três tipos de enzimas ou 

complexos enzimáticos e começa com a formação de uma ligação tiol-éster entre a 

porção carboxi-terminal da ubiquitina e um resíduo de cisteína da enzima ativadora da 

ubiquitina (E1). Ativada, a ubiquitina é, novamente, transferida para um resíduo de 

cisteína da enzima conjugadora da ubiquitina (E2), através de uma ligação tiol-éster. A 

E2 interage com uma ligase de proteínas (E3), já acoplada ao seu substrato-alvo. A 

partir desta interação entre E2 e E3, as moléculas de ubiquitina se aproximam do 

substrato, e são transferidas a este por uma ligação isopeptídica (Hellmann & Estelle, 

2002; Hershko, 2005; Hua & Vierstra, 2011; Skaar et al., 2013). Uma cadeia de 

poliubiquitina é formada através de ligações entre resíduos de lisina desta molécula e, 

assim, a proteína poliubiquitinada é reconhecida pelo proteassoma 26S e, então, 

degradada. Após a degradação, as moléculas de ubiquitina são recicladas (del Pozo & 

Estelle, 2000, Hua & Vierstra, 2011). 

Não existe uma variedade muito grande de enzimas E1 e E2, sendo estas 

enzimas mais conservadas, ao contrário das enzimas E3, cuja variedade é abundante 

entre os eucariotos. Essa variação se deve ao fato de que as enzimas E3 representam o 

componente específico da via ubiquitina-proteassoma, já que são estas as responsáveis 

por reconhecer os diferentes substratos que devem ser degradados (Hellmann & Estelle, 

2002; Skaar et al., 2013). As enzimas E3 são divididas em dois grupos: aquelas que 

possuem um domínio do tipo HECT e as que possuem um domínio do tipo RING. As 

E3 mais estudadas pertencem ao grupo RING e este, por sua vez, também é dividido em 

subgrupos, dentre os quais podemos citar o tipo SCF, um dos mais importantes e 

conhecidos (Deshaies & Joazeiro, 2009, Hua & Vierstra, 2011).  
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O complexo enzimático E3 do tipo SCF é composto por 4 subunidades, sendo 

elas as proteínas SKP1 (S-phase kinase-associated protein 1), CUL1 (cullin 1), RBX1 

(RING-box) e uma F-box. A RBX1 é o componente que liga todo o complexo E3 ao 

E2, ao passo que a CUL1 liga a RBX1 à SKP1, que, por sua vez, interage com a 

proteína F-box. Por fim, a F-box é a responsável pela ligação da E3 com a proteína-alvo 

(del Pozo & Estelle, 2000, Hua & Vierstra, 2011). Este complexo é representado na 

Figura 2. 

 

 

Figura 2: Representação do complexo SCF, contendo as proteínas F-box, SKP1 (S-phase kinase-

associated protein 1), CUL (cullin) e RBX1 (RING-box 1). A figura mostra este complexo ligado ao 

substrato alvo e à enzima E2 (modificado de Skaar et al., 2013). 

 

 

1.5. FEF1 (Flower-Expressed F-box1)  

 

Como já citado anteriormente, o LBMP estuda o desenvolvimento do pistilo de 

Nicotiana tabacum L.. O gene que codifica a proteína FEF1 (Flower-Expressed F-box1) 

foi encontrado como sendo expresso preferencialmente em flores de N. tabacum 

(Abbad, 2012) e corresponde ao clone 085H05 presente no banco de dados TOBEST 

(Quiapim et al., 2009). No trabalho de mestrado da bióloga Samantha Vieira Abbad 

(2012) no LBMP verificou-se que a expressão deste gene, de maneira geral, é crescente 

ao longo dos 12 estádios de desenvolvimento de N. tabacum (descritos por Koltunow et 

al., 1990), tendo sua maior expressão no último estádio (antese). Além disso, foram 

produzidas plantas transgênicas de N. tabacum de silenciamento e de superexpressão do 

gene FEF1. Nestes estudos foi observado que as plantas que superexpressavam este 

gene apresentavam, de maneira geral, estiletes mais longos e ovários e estigmas maiores 

quando em comparação com plantas selvagens. Já no caso do silenciamento do gene, 

realizado através da técnica de RNA de interferência, notou-se em algumas plantas uma 
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diminuição do tamanho de estigmas, estiletes e ovários. Em ambos tipos de transgênicos 

houve a formação de frutos, após a realização de polinizações controladas. O estudo 

mais detalhado dos fenótipos das plantas transgênicas de superexpressão e 

silenciamento está sendo continuado no projeto de mestrado do aluno Luís Fernando 

Roberto (LBMP). 

A FEF1 é uma proteína F-box, pois apresenta o domínio F-box característico 

desta família. O nome deste grupo foi dado por Bai et al. (1996), devido a descoberta da 

presença do domínio F-box na ciclina F. Estas proteínas não foram encontradas em 

procariotos, porém em eucariotos elas se encontram amplamente distribuídas, estando 

presentes em plantas, animais e em fungos. Só em Arabidopsis thaliana já foram 

descobertos quase 700 genes que possivelmente codificam proteínas com este domínio, 

um número muito maior do que o encontrado em humanos, leveduras ou Drosophila, 

levando a crer que as plantas tiveram uma evolução de SCF muito mais complexa do 

que os outros grupos (Gagne et al., 2002). 

O domínio F-box possui aproximadamente 50 resíduos e representa um sítio de 

interação proteína-proteína. Este se encontra geralmente localizado na porção amino-

terminal da proteína e é a região responsável por se ligar à proteína SKP1, ao passo que 

a porção carboxi-terminal apresenta outros sítios, como por exemplo, dedos de zinco ou 

domínios de ciclinas, os quais são responsáveis por fazer a ponte com os substratos 

(Kipreos & Pagano, 2000). Esta porção (carboxi-terminal) normalmente apresenta 

repetições WD40 (Trp-Asp) ou LRR (leucine rich repeats) ou Kelch, os quais 

reconhecem sítios específicos nas proteínas-alvo (del Pozo & Estelle, 2000).  

As proteínas da família F-box reconhecem seus alvos a partir de um estímulo e 

podem se ligar a curtas regiões destes alvos, chamadas de degrons. Os degrons 

geralmente são fosforilados para que ocorra o seu reconhecimento pela F-box, mas 

podem também sofrer outros tipos de modificação ou, então, nenhuma. Em alguns casos 

o reconhecimento dos alvos pela F-box necessita de co-fatores ou, então, pode ocorrer 

pela ligação desta proteína a domínios conservados presentes nos substratos (Skaar et 

al., 2013). 
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1.6.  Possíveis candidatos à interação com FEF-1 

 

O estudo de interações entre diversos tipos de proteínas é muito importante, pois 

essas interações são essenciais para que a maioria dos processos celulares ocorra, como, 

por exemplo, a síntese de DNA, a tradução do RNA mensageiro, ativação transcricional, 

entre outros (Gietz et al., 1997). Levando-se em conta os resultados discutidos acima 

(Abbad, 2012) e o papel das proteínas F-box na proteólise intracelular, especula-se que 

a proteína codificada pelo gene FEF1 desempenhe um papel importante no 

desenvolvimento do pistilo, ao menos na determinação do tamanho final do estigma, 

estilete e ovário. Portanto, torna-se essencial a busca e identificação de candidatos que 

interajam com esta proteína, para tentar elucidar os processos através dos quais a FEF1, 

juntamente com seus parceiros, influencia no desenvolvimento do pistilo de N. 

tabacum. 

No trabalho de mestrado da bióloga Samantha Abbad foi realizado, ainda, um 

screening de duplo híbrido para tentar identificar possíveis parceiros de interação de 

FEF1. Este experimento permitiu identificar 192 candidatos, dos quais foram 

confirmados, através de re-teste, os seguintes parceiros de FEF1: a proteína SKP1, a 

qual faz parte do complexo SCF, e os fatores de transcrição VOZ1 e SIP1. Já no 

trabalho de mestrado do aluno Luis Fernando Roberto (em andamento no LBMP), 

foram encontradas, como parceiros de FEF1, duas proteínas TCP diferentes, além da 

comprovação da interação de FEF1 com SKP1, através de experimento de BiFC 

(Bimolecular fluorescence complementation). 

 

 

1.7.  Ensaios de Duplo Híbrido  

 

Para testar a interação entre as proteínas de interesse, utilizou-se o sistema de 

duplo híbrido em levedura (Yeast Two Hybrid - Y2H). Este sistema, originalmente 

criado por Fields e Song (1989), tem como objetivo a análise de interação entre uma 

proteína de interesse (isca) com outras proteínas (presas), individualmente, através de 

um ensaio realizado em Saccharomyces cerevisiae. Neste ensaio, a sequência 

codificadora da isca é fusionada ao domínio de ligação ao DNA (DNA binding domain - 

DBD) do fator de transcrição GAL4, o qual é responsável pela ativação da transcrição 

de genes repórteres, presentes em linhagens próprias para Y2H. Ao mesmo tempo, a 
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sequência codificadora da presa é fusionada ao domínio de ativação (Activation domain 

- AD) deste mesmo fator de transcrição (Soellick & Uhrig, 2001; Auerbach & Stagljar, 

2005). Ambas as construções são inseridas em Saccharomyces cerevisiae através de 

transformação por choque térmico. 

Assim, entende-se que se ambas as proteínas, isca e presa, interagirem, 

aproximando-se uma da outra, ocorrerá também uma aproximação dos dois domínios 

(DBD e AD) do fator de transcrição, reconstituindo-o. Portanto, uma vez reconstituído o 

fato de transcrição GAL4, o gene repórter será expresso (Auerbach & Stagljar, 2005). 

Assim, é possível observar a expressão do gene repórter, por exemplo, o gene HIS3, 

através do crescimento de leveduras transformadas, com ambas as construções de 

interesse, em um meio seletivo sem histidina. 
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2. Objetivos 

 

Para estudar como a proteína FEF1 (Flower-Expressed F-box 1) regula o 

desenvolvimento e o tamanho final do pistilo de N. tabacum, foi feito o screening de 

uma biblioteca de cDNAs de estigmas/estiletes, clonados em vetor do sistema de duplo-

híbrido em levedura (Y2H) (Abbad, 2012). O objetivo do presente trabalho é identificar 

novos parceiros de interação com a FEF1, prováveis alvos de degradação pelo 

proteassoma. Para esta finalidade, foram realizados os seguintes experimentos: 

1) Extrair DNA plasmidial de cada uma das colônias de leveduras que cresceram 

em meio seletivo (sem Histidina) – candidatos do screening 

2) Transformar E. coli com os plasmídeos obtidos no item 1 

3) Analisar os padrões de digestão dos plasmídeos de 6 colônias de bactérias 

(para cada colônia de levedura original) e escolher clones para o sequenciamento 

4) Sequenciar e identificar os candidatos à interação, por análises de 

bioinformática (Blast). 

5) Re-testar os plasmídeos correspondendo aos candidatos promissores, por re-

transformação de leveduras e plaqueamento em meio seletivo (sem Histidina). 

Ao final do trabalho, pretende-se elaborar hipóteses sobre os processos 

biológicos nos quais a FEF1 atua. 
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3. Material e Métodos 
 

3.1. Extração de DNA plasmidial de S. cerevisiae 

 

O DNA plasmidial foi extraído de colônias de leveduras, estocadas em placas de 

96 poços, oriundas do screening original (Abbad, 2012). Para a extração foi utilizado o 

kit Zymoprep™ Yeast Plasmid Miniprep. Primeiramente, o precipitado celular foi 

ressuspendido em 150 μL da solução I, e a mistura foi transferida para um microtubo. A 

seguir, foram adicionados 2 μL da enzima Zimolase. A mistura foi homogeneizada em 

um vortex, por alguns segundos, e, então, incubada a 37ºC em banho-maria por 30 

minutos. Foram adicionados 150 μL da solução II e a mistura foi novamente 

homogeneizada invertendo o tubo algumas vezes. Em seguida, foram adicionados 150 

μL da solução III do kit e o tubo foi centrifugado na velocidade máxima (14.000rpm, 

microcentrífuga Eppendorf 5415 C) durante 2 minutos. O sobrenadante foi removido 

cuidadosamente e transferido para um novo tubo. Após esta transferência, foram 

adicionados 400 μL de isopropanol e o tubo foi invertido algumas vezes para 

homogeneizar. O tubo foi, então, centrifugado na velocidade máxima (14.000rpm) por 8 

minutos e o sobrenadante foi removido com pipeta. Foi feita nova centrifugação por 5 

seg. para remover o sobrenadante residual, também com pipeta. O precipitado foi 

ressuspendido em 35 μL de água deionizada estéril. 

 

3.2. Transformação de E. coli eletrocompetentes 

 

Para a transformação de células eletrocompetentes de E. coli DH10B foi 

utilizada uma alíquota de células (40 μL) por cada transformação, as quais estavam 

armazenadas a -80ºC. As células foram descongeladas em gelo, e foram adicionados 5 

μL do DNA de interesse às células. Essa mistura foi transferida para uma cubeta de 

eletroporação de 10 mm (BioRad) previamente resfriada em gelo. O conjunto foi, então, 

submetido a um pulso elétrico de 1,8 kV, capacitância de 25 μF e resistência de 200 Ω 

durante 5segundos no eletroporador GenePulse II (BioRad). Logo após, 1 mL de meio 

LB líquido sem antibióticos foi adicionado para recuperar as células na cubeta, e este 

volume foi transferido para um tubo de ensaio. Em seguida, as células foram incubadas 
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a 37°C e 200 rpm durante 40 minutos. Após esta etapa, 200-500 μL da cultura foram 

plaqueados em meio LB sólido complementado com o antibiótico ampicilina, a uma 

concentração de 100 μg/mL, no caso de células transformadas com plasmídeos 

pDEST22, pois este apresenta marcador de seleção para ampicilina. A placa foi 

incubada a 37°C por 16-20 h (overnight). 

 

 

3.3. Extração de DNA plasmidial de E. coli 

 

A extração de DNA plasmidial de E. coli foi realizada através de dois métodos 

diferentes. Um com lisozima, o qual foi utilizado para a finalidade de sequenciamento. 

O segundo foi a utilização de um kit comercial, o GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit 

(Fermentas Lifesciences), utilizado para obter um DNA de melhor qualidade para 

utilizar em transformações de levedura. A extração com o kit foi realizada segundo as 

instruções do fabricante. 

Em ambos os métodos, a etapa inicial consistiu no crescimento das colônias de 

bactérias em meio LB líquido, suplementado com antibióticos de seleção adequados, no 

caso, ampicilina, sendo a cultura incubada a 37°C por 16-20 h e 200 rpm. Cada colônia 

foi obtida de uma placa resultante de transformação por eletroporação. Para culturas de 

interesse, foram preparados estoque em glicerol 50 %, os quais foram mantidos a -80°C. 

No método de extração por lisozima, um volume de 1,5 mL de cultura foi 

centrifugado a 13.200 rpm por 2 min a temperatura ambiente (T.A.) (microcentrífuga 

Eppendorf 5415 C). Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o processo foi repetido 

uma vez. Depois de descartar o sobrenadante, o precipitado de células foi ressuspendido 

em 175 μL de tampão TES [Tris-HCl 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 mM, pH 8,0; sacarose 

15%]. Em seguida, foram adicionados 20 μL de lisozima (25 mg/μL) gentilmente para 

que não houvesse a liberação de DNA genômico, e a mistura ficou incubada por 10 min 

a T.A. e, a seguir, em banho-maria a 73°C por 15 min. O tubo foi centrifugado a 13.200 

rpm por 15 min para a separação dos debris celulares. Após a centrifugação, o 

sobrenadante, contendo os plasmídeos, foi transferido para um novo tubo, onde houve a 

adição de 20 μL de acetato de sódio 3 M e 400 μL de etanol 100%. A mistura foi 

homogeneizada invertendo-se o tubo 5 vezes e foi incubada a -80°C por 15 min ou a -

20ºC por uma hora e, em seguida, o tubo foi centrifugado a 13.200 durante 15 minutos. 

O sobrenadante foi descartado e foi feita uma lavagem com 250 μL de etanol 70 % 
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gelado, girando o tubo. O tubo foi novamente centrifugado a 13.200 rpm por 2 minutos 

e o sobrenadante descartado. Os tubos abertos foram mantidos em T.A. até a evaporação 

total do etanol, e o precipitado de DNA foi ressuspendido com 50 μL de água 

deionizada estéril. As preparações contendo os plasmídeos foram armazenadas a -20°C. 

 

 

3.4. Digestão com enzimas de restrição 

 

As construções presentes nos plasmídeos, obtidos através da extração de DNA 

plasmidial, foram checadas através de digestão com a enzima de restrição BsrGI, 

seguida por eletroforese em gel de agarose. As digestões foram planejadas utilizando a 

ferramenta online NEBCutter V2.0 (http://tools.neb.com/NEBcutter2/, New England 

BioLabs), o qual indica sítios de restrição de diversas enzimas para a sequência de 

interesse. A enzima BsrGI foi escolhida pois possui cliva o plasmídeo pDEST22 de 

modo a excisar o inserto de interesse. As digestões foram feitas em um volume de 20 

μL, sendo 2 μL do tampão Neb2,  0,2 μL  de RNAse,  0,2 μL  de Bovine Serum 

Albumine (BSA), 0,25 μL da enzima, 5 μL do DNA a ser digerido e água deionizada 

estéril em q. s. p 20 μL. As reações foram feitas a 37ºC por 16-20 h. Os produtos da 

digestão foram analisados logo em seguida ou, então, armazenados a -20°C. 

 

 

3.5. Análise de fragmentos de DNA por eletroforese em gel de agarose 

 

Os géis de agarose foram feitos para a observação dos padrões de bandas 

resultantes de DNA plasmidial digerido com a enzima BsrGI. As análises foram feitas 

através de eletroforese em gel de agarose 1 % (w/v) em tampão TBE a uma 

concentração final 0,5X [Solução estoque 5X - Tris-base 50 mM; ácido bórico 50 mM; 

EDTA 2 mM, pH 8,0].  

A mistura [TBE 0,5X; agarose 1%] foi aquecida em forno micro-ondas para a 

dissolução da agarose. Após dissolvida, ela foi ligeiramente resfriada e acrescida de 

brometo de etídeo, um agente intercalante de DNA, em concentração final de 0,5 

μg/mL. Após esta etapa, a mistura foi colocada em um molde para gel de agarose com 

um pente para a formação de poços onde foram aplicadas as amostras. Após a 
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solidificação, o gel foi colocado em uma cuba de eletroforese contendo tampão TBE 

0,5X. As amostras foram preparadas com a adição de tampão de carregamento 6x [azul 

de bromofenol 0,25 %; xileno cianol 0,25 %; Ficoll], em volume suficiente para sua 

concentração final na amostra ficar 1x. O marcador utilizado foi o 1kb Plus DNA 

Ladder (Invitrogen). Depois de aplicadas as amostras, o gel foi submetido a uma 

corrente elétrica de 100 V durante 90-120 min. 

Terminada a eletroforese, o gel foi retirado da cuba e transferido ao equipamento 

Kodak Gel Logic 100 Imaging System (Kodak), que possui um sistema de emissão de 

luz UV acoplado a uma câmera, ligado a um computador. As imagens foram obtidas 

através do software que acompanha o sistema. 

 

 

3.6. Limpeza de DNA plasmidial pelo método do fenol-clorofórmio 

 

O volume inicial da solução foi completado com água deionizada esterilizada 

q.s.p. 200 μL. Foram adicionados 4 μL de solução de RNAse (10 μg/μL), e a mistura foi 

incubada em banho-maria a 37°C por 30 min. Depois, foram adicionados 200 μL de 

fenol tamponado em pH 8,0 (Invitrogen), e a mistura foi homogeneizada em vortex e 

centrifugada por 3 min a 13.200 rpm em T.A. (microcentrífuga Eppendorf 5415 C). O 

sobrenadante foi removido e transferido para um novo tubo, no qual foi adicionado 1 

volume de clorofórmio:álcool isoamílico 24:1. O tubo foi agitado no vortex e 

centrifugado nas mesmas condições anteriores. A fase superior da mistura foi 

novamente removida e transferida para um novo tubo, onde foram adicionados 1/10 de 

volume de acetato de sódio 3 M e 2 volumes de etanol gelado. A mistura foi mantida 

por 15 min a -80°C para ocorrer a precipitação do DNA plasmidial. Em seguida, o tubo 

foi centrifugado por 15 min a 13.200 rpm, T.A. O sobrenadante foi descartado e o 

precipitado foi lavado com 400 μL de etanol 70 %, sofrendo nova centrifugação por 3 

min nas mesmas condições da anterior. O sobrenadante foi novamente descartado e o 

tubo aberto ficou em T.A. até a evaporação total do etanol. O precipitado foi 

ressuspendido em 50 μL de água deionizada estéril. 
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3.7. Sequenciamentos de DNA 

Após a limpeza com fenol-clorofórmio, os DNAs de interesse foram 

sequenciados. Os sequenciamentos foram feitos pela Drª. Andréa Carla Quiapim, 

utilizando o sequenciador ABI 3100 (Applied Biosystems).  O primer utilizado para os 

sequenciamentos foi o DEST22-AD502-Fw (TATAACGCGTTTGGAATCACT). 

 

3.8. Preparo de células de Saccharomyces cerevisiae competentes 

 

Células em estoque da cepa de leveduras PJ69-4a ([MATa trp1-901 leu2-3,112 

ura3-52 his3-200 gal4Δ gal80Δ LYS2::GAL1-HIS3 GAL2-ADE2 met2::GAL7-lacZ] – 

James et al., 1996) foram estriadas, com uma alça de platina, em uma placa de Petri 

contendo meio YPAD sólido, e incubadas a 30°C por 48 h. Dessa placa, foi selecionada 

uma colônia isolada que foi colocada em 1 mL de meio YPAD líquido e, depois, 

agitada. Este volume foi inoculado em um Erlenmeyer com 50 mL de meio YPAD 

líquido com dextrose e incubado overnight a 30°C e 200 rpm. Na manhã seguinte, a 

cultura foi deixada em incubação até atingir DO600 ≥ 1,5. Após atingir esse valor, a 

cultura foi diluída em um Erlenmeyer contendo 300 mL de meio YPAD líquido para 

que a cultura atingisse a DO600 em um intervalo de 0,2 a 0,3. Posteriormente, a mistura 

foi incubada a 30°C e 200 rpm até atingir DO600 entre 0,4 a 0,6. Ao atingir essa 

absorbância, a cultura foi dividida em 6 tubos Falcon e as células foram centrifugadas a 

1000 x g (centrífuga Eppendorf 5810R) por 5 minutos a 20ºC. O sobrenadante foi 

cuidadosamente descartado e o precipitado celular de cada tubo foi ressuspendido em 5 

mL de água deionizada esterilizada. Ao final desse processo, o conteúdo dos 6 tubos foi 

transferido para um único tubo, o qual foi centrifugado novamente durante 5 minutos 

nas mesmas condições anteriores. O sobrenadante foi descartado e o precipitado 

ressuspendido em cada tubo com 1,5 mL da solução [TE 1X (Tris-HCl 10 mM, pH 8,0; 

ácido etilenodiaminotetraacético (EDTA) 1 mM); LiAc 1X (acetato de lítio 100 mM; 

TE 0,5X)] recém preparada. Estas células foram usadas para transformação logo após o 

seu preparo e não foram armazenadas.  
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3.9. Transformação de S. cerevisiae por choque térmico 

 

Para cada transformação, foram adicionados em um microtubo 500 ng de cada 

um dos dois plasmídeos de interesse, 0,1 mg de DNA carreador (DNA de esperma de 

salmão 10 ng/mL previamente fervido durante 10 minutos) e 100 μL de células 

competentes recém preparadas. A mistura foi homogeneizada em vortex. Após esta 

etapa, foram adicionados 600 μL de solução de PEG/LiAc [TE 1X; LiAc 1X; 

Polietileno-glicol-3350 (PEG-3350) 40 %] à mistura, que foi vortexada novamente. O 

tubo foi incubado a 30°C, 200 rpm por 30 minutos e, após esse período, adicionou-se 70 

μL de DMSO e misturou-se invertendo o tubo. O tubo foi, então, incubado em banho-

maria a 42°C por 15 minutos. Após esta etapa, o tubo foi centrifugado a 13.200 rpm por 

5 segundos a T.A. (microcentrífuga Eppendorf 5415 D). O sobrenadante foi 

cuidadosamente removido e o precipitado celular foi ressuspendido em 500 μL de água 

deionizada estéril. A solução contendo as células transformadas foi centrifugada por 1 

minuto a 13.200 rpm e após este tempo, o sobrenadante foi removido e o precipitado 

ressuspendido em 500 μL de meio SD apropriado (com histidina). Os tubos foram 

incubados por 16-20 h a 30ºC em um homogeneizador para recuperação das células. 

 

 

3.10. Ensaio de duplo-híbrido em leveduras 

 

O ensaio de duplo-híbrido foi utilizado para checar interações entre as proteínas 

analisadas nesse trabalho. Para esta finalidade, foram feitas construções das sequências 

codificadoras dessas proteínas em ambos os vetores pDEST32 e pDEST22. Para cada 

experimento, foram feitas placas contendo quatro controles de interação, sendo dois 

positivos e dois negativos (kit ProQuest™ Two-Hybrid System, Invitrogen), controles 

de auto-ativação para cada uma das proteínas, e três ensaios de interação entre as 

proteínas de interesse. 

Os controles de interação do kit consistem na proteína de rato Krev1, associada 

ao domínio de ligação ao DNA do fator de transcrição GAL4, e três versões do domínio 

de associação à ras, da proteína RalGDS, ligados ao domínio de ativação do fator de 

transcrição GAL4. Estes controles recebem o nome de “Wt” para a sequência selvagem 

da proteína, que apresenta interação forte com Krev1, “M1” para uma mutação na 
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posição I77 para T77, que altera parcialmente a interação, servindo de controle para 

interações médias, e “M2” para uma mutação na posição L65 para P65, que inativa a 

interação e serve, portanto, como controle negativo. Além do controle negativo do kit, 

foi utilizado como controle negativo o pDEST32 vazio com pDEST22 vazio, para testar 

se havia auto-ativação do sistema sem a presença das proteínas. 

Em cada placa, foram feitos 2 repetições biológicas dos controles de auto-

ativação para cada uma das proteínas, tanto a “isca” como as “presas”, ou seja, de cada 

placa resultante da transformação, foram utilizadas 2 colônias. Foram feitos 3 ensaios de 

interação proteína-proteína com 3 repetições biológicas de cada um, ou seja, de cada 

placa resultante da transformação, foram utilizadas 3 colônias. Para os ensaios de 

interação, as leveduras foram transformadas com os dois vetores contendo as sequências 

codificadoras das proteínas a serem analisadas. A tabela abaixo apresenta as construções 

utilizadas para transformar leveduras no ensaio de duplo-híbrido. 
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 Construções utilizadas Descrição das construções 

Controles do Kit pEXP™32-Krev1 x pEXP™22-

RalGDS-wt 
 

Controle de interação forte 

pEXP™32-Krev1 x pEXP™22-

RalGDS-m1 
 

Controle de interação fraca 

pEXP™32-Krev1 x pEXP™22-

RalGDS-m2 
 

Controle negativo 

Controle de auto-

ativação do sistema 

pDEST™32 vazio x pDEST™22 

vazio 
 

Controle negativo 

Controle de auto-

ativação das 

construções 

pEXP™32-FEF1 x pDEST™22 vazio Controle de auto-ativação da 

isca 

pDEST™32 vazio x pEXP™22-SIP1-

like 

Controle de auto-ativação de 

SIP1-like 

pDEST™32 vazio x pEXP™22- 

storekeeper 

Controle de auto-ativação de 

storekeeper 

pDEST™32 vazio x pEXP™22- 

MOB1-like 

Controle de auto-ativação de 

MOB1-like 

Ensaios de interação pDEST™32-FEF1 x pEXP™22-SIP1-

like 

Ensaio de interação entre 

FEF1 e SIP1-like 

pDEST™32-FEF1 x pEXP™22- 

storekeeper 

Ensaio de interação entre 

FEF1 e storekeeper 

pDEST™32-FEF1 x pEXP™22- 

MOB1-like 

Ensaio de interação entre 

FEF1 e MOB1-like 
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Após realizadas as transformações, 3 colônias de cada placa de transformação 

das interações, 2 colônias de cada placa referente às autoativações e uma colônia de 

cada placa referente aos controles positivos e negativos, foram inoculadas em meio SD 

–Leu –Trp líquido. Estes inóculos foram incubados por 16-20 h a 30 °C e 200 rpm. 

Após a incubação, foi medida a DO600 de cada cultura, e as mesmas foram diluídas 

para uma DO600 de 0,2 em meio SD –Leu –Trp para um volume final de 250 μL. Essas 

diluições foram feitas em microplacas de 96 poços, na linha A e na linha E. Nos 

primeiros 2 poços da linha A (A1-A2) foram colocados os controles positivos do kit. Os 

poços A3 e 6 foram deixados vazios. Nos poços A4 e A5 foram colocados, 

respectivamente, o controle negativo do kit e o controle de autoativação do sistema 

(pDEST32 vazio com pDEST32 vazio). Nos poços de A7 a A12 foram colocados as 

repetições de cada um dos controles de autoativação das “presas”. Já as duas repetições 

do controle de autoativação da “isca” foram colocadas nos poços E1 e E2. O poço E3 

foi deixado vazio. As três repetições de cada um dos ensaios de interação entre as 

proteínas de interesse foram colocados nos poços de E4 a E12. Na linha C foi feita uma 

diluição da linha A de 1:5, resultando em DO600 de 0,04. Na linha G foi feita uma 

diluição da linha E de 1:5, resultando em DO600 de 0,04 também. Foram montadas 

duas placas, uma com meio SD-Leu-Trp, para atuar como controle de crescimento das 

leveduras, e uma com meio SD-Leu-Trp-His, para testar as interações. O conteúdo das 

microplacas foi replicado nas placas de Petri com um replicador de 96 pinos.  

Foram utilizadas placas de Petri de 15 cm de diâmetro. Depois de replicadas as 

culturas, as placas foram incubadas a 30°C durante 48 h. Após esse período, elas foram 

fotografadas e deixadas sobre a bancada para verificar o crescimento ou não de novas 

colônias, que possivelmente apresentariam uma interação mais fraca. 

 

 

3.11. pDEST32 e pDEST22 

 

Os vetores pDEST32 e pDEST22 são plasmídeos do sistema ProQuest™ Two-

Hybrid (Invitrogen), utilizados em ensaios de duplo-híbrido em leveduras. O pDEST32 

possui a região de ligação ao DNA do fator de transcrição GAL4 (GAL4-DBD), em 

fase de leitura com a sequência de interesse. O pDEST22 possui o domínio de ativação 

do GAL4 (GAL4-AD), também em fase de leitura com a sequência de interesse. 
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3.12. Meios de cultura utilizados 

 

Todos os meios de cultura, depois de preparados, foram esterilizados em 

autoclave por 20 minutos sob 1 atm de pressão e 120°C (autoclave vertical 415 – 

Fanem). 

 

3.12.1. Meio LB (Luria-Bertani) 

O meio foi feito com 1% de triptona, 0,5 % de extrato de levedura e 1 % de 

NaCl em água deionizada. Para a preparação sólida, foi adicionado ágar bacteriológico a 

1 %. Depois de preparado, o meio foi dividido em garrafas de vidro e esterilizado. 

 

3.12.2. Meio SD (Synthetic Dropout) 

 

O meio SD foi feito com 6,7 % de Yeast nitrogen base (Difco) sem aminoácidos 

em água deionizada. Para o meio sólido, foi adicionado ágar a uma concentração de 2%. 

O pH foi ajustado para 5,8. Após esterilizado, foi acrescentado 2% de dextrose estéril. 

Logo antes de ser utilizado, no meio -Leu-Trp foi adicionada a solução de Dropout, a 

uma concentração de 10%, contendo todos os aminoácidos (Arginina, Histidina, 

Isoleucina, Lisina, Metionina, Fenilalanina, Treonina, Tirosina e Uracila) –Leucina-

Triptofano. No meio –Leu-Trp-His foi adicionada a solução de Dropout, também a uma 

concentração de 10%, contendo todos os aminoácidos, exceto Leucina, Triptofano e 

Histidina. 

 

3.12.3. Meio YPAD (Yeast extract, Peptone, Adenine, Dextrose) 

Para o meio YPAD, as concentrações finais foram: 1% de extrato de levedura, 2 

% de peptona, 2 % de dextrose e 0,02 % de hemisulfato de adenina em água deionizada. 

O pH foi ajustado para 6,0 com HCl 4N. Para o meio sólido, foi utilizado ágar para 

concentração final de 2 %. O meio de cultura foi dividido em garrafas ou Erlenmeyers, 

e esterilizado. 
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4. Resultados  

 

4.1. Análise das colônias do screening de Y2H 

 

No presente trabalho foi extraído o DNA plasmidial de um total de 34 colônias 

de levedura, positivas do screening de duplo híbrido da aluna de mestrado Samantha 

Vieira Abbad, sendo 26 colônias da placa 1 (colônias que cresceram após 72h e 96h) e 8 

colônias da placa 3 (colônias que cresceram após 120h), como pode ser observado na 

tabela abaixo. Na identificação das colônias, o primeiro número é referente ao número 

da placa de screening, a letra é referente à linha e o segundo número refere-se à coluna 

em que cada colônia se encontra na placa de 96 poços, onde estão estocadas as colônias 

de levedura do screening. 

 

 Nº total Posição das colônias na placa 

Placa 1 (72/96h) 
Poços analisados  

26 1F6; 1A8; 1B8; 1C8; 1D8;1E8,1G8; 1H8; 1A9; 1B9; 

1D9;1E9; 1F9;1G9; 1A10; 1C10;1E10; 1G10; 1H10; 

1A11; 1B11;1C11; 1D11; 1A12; 1D12; 1E12 
Placa 3 (120h) 

Poços analisados 
8 3H10; 3C11; 3D11; 3E11; 3F11; 3G11; 3H11; 3A12 

 

 

4.2 Obtenção de E. coli contendo os plasmídeos das presas 

 

Bactérias E. coli foram transformadas com o DNA extraído de cada uma das 34 

colônias de levedura, para que plasmídeos diferentes, que pudessem estar dentro de um 

único clone positivo de levedura, fossem separados. Das 34 transformações, 29 foram 

bem sucedidas e resultaram no crescimento de pelo menos uma colônia isolada. Das 

colônias que cresceram, foram realizados 135 inóculos, procurando inocular, sempre 

que disponível, pelo menos 6 colônias de cada placa de transformação. Destes, 

cresceram 130 inóculos, dos quais foi extraído o DNA plasmidial. 
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Placa 1 (72/96h) 

Transformações 

realizadas com 

sucesso 

21 1F6; 1A8; 1B8; 1C8; 1D8;1E8,1G8; 1A9; 1B9; 

1D9;1E9; 1F9;1G9; 1C10;1E10; 1G10; 1H10; 1A11; 

1B11;1C11; 1D11 

Colônias de E 

colli inoculadas 

93 1F6.1-6; 1A8.1-3; 1B8.1; 1C8.1-6; 1D8.1-6;1E8.1-

6,1G8.1-6; 1A9.1-6; 1B9.1-5; 1D9.1-3;1E9.1-2; 

1F9.1-6;1G9.1-6; 1C10.1-6;1E10.1; 1G10.1-6; 

1H10.1-3; 1A11.1-2; 1B11.1-6;1C11.1-2; 1D11.1-5 

Número de mini-

preps realizadas 

89 1F6(6); 1A8(3); 1B8(1); 1C8(5); 

1D8(6);1E8(6),1G8(6); 1A9(4); 1B9(4); 

1D9(3);1E9(2); 1F9(6);1G9(6); 1C10(6);1E10(1); 

1G10(6); 1H10(3); 1A11(2); 1B11(6);1C11(2); 

1D11(5) 

Placa 3 (120h) 

Transformações 

realizadas com 

sucesso 

8 3H10; 3C11; 3D11; 3E11; 3F11; 3G11; 3H11; 3A12 

Colônias de E 

colli inoculadas 

42 3H10.1; 3C11.1-6; 3D11.1-6; 3E11.1-6; 3F11.1-6; 

3G11.1-6; 3H11.1-6; 3A12.1-6 

Número de mini-

preps realizadas 

41 3H10(6); 3C11(6); 3D11(6); 3E11(6); 3F11(5); 

3G11(6); 3H11(6); 3A12(6) 

 

 

4.3 Análise dos padrões de bandas encontrados 

O DNA plasmidial, extraído das colônias de bactérias, foi posteriormente 

digerido com a enzima de restrição BsrGI. Esta enzima cliva o plasmídeo pDEST22, 

quando vazio, em quatro sítios de restrição. Porém a inserção do cDNA da presa, 

através de reação de recombinação, exclui um destes sítios, restando apenas três. Isto 

resulta no aparecimento de três bandas, duas com tamanho conhecido (6015 pb e 

1090pb) e uma banda de tamanho desconhecido, referente ao inserto (cDNA da presa). 

Os produtos das digestões foram analisados por eletroforese em géis de agarose. Cada 

grupo de digestões era referente às colônias de E. coli, as quais eram relativas a apenas 

uma colônia de levedura original da placa do screening, ou seja, resultantes de uma 

única transformação de leveduras. Portanto, dentro de cada grupo de digestões, foi 

selecionado pelo menos um clone para análises posteriores. No caso de existirem 2 ou 

mais clones com padrões de bandas distintos, ou seja, diferentes cDNAs dentro de uma 

única colônia de levedura do screening, estes também foram selecionados. 

Das 131 digestões realizadas, apareceram 39 clones que apresentavam padrões 

distintos de bandas e, portanto, poderiam representar clones distintos. Abaixo estão 

apenas as figuras dos géis referentes aos clones que foram selecionados para o re-teste. 
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Na Figura 3 está mostrado um destes géis, no qual estão presentes as digestões 

referentes aos clones de E. coli relativas às colônias de levedura 1E10 e 1G10. Como 

houve apenas uma única colônia de E. coli após a transformação com o DNA plasmidial 

extraído do clone de levedura 1E10, há apenas uma digestão e, portanto, um padrão de 

bandas, o qual foi selecionado para sequenciamento. Já a transformação de E. coli com 

o DNA plasmidial do clone de levedura 1G10 resultou diversas colônias, sendo que 6 

delas foram usadas para inóculos, extração de DNA plasmidial e análise de digestão 

enzimática. Estas 6 digestões apresentaram um único padrão de bandas e, portanto, 

apenas um clone foi selecionado para sequenciamento, o clone 1G10.3. 

 

 

Figura 3: Análise dos DNAs plasmidiais digeridos com a enzima BsrGI, para vizualização dos padrões 

de bandas dos diferentes clones. A- digestão do DNA plasmidial extraído do clone 1E10.1 de E. coli. B- 

digestão do DNA plasmidial extraído do clone 1G10.1 de E. coli. C- digestão do DNA plasmidial 

extraído do clone 1G10.2 de E. coli. D- digestão do DNA plasmidial extraído do clone 1G10.3 de E. coli. 

E- digestão do DNA plasmidial extraído do clone 1G10.4 de E. coli. F- digestão do DNA plasmidial 

extraído do clone 1G10.5 de E. coli. G- digestão do DNA plasmidial extraído do clone 1G10.6 de E. coli. 

M representa o Marcador de peso molecular 1 kb Plus DNA Ladder Invitrogen®. Gel de agarose 1% 

corado com brometo de etídeo. 

 

Na Figura 4 estão representadas as digestões referentes aos clones de E. coli 

relativas às colônias de levedura 3G11 e 3F11. A transformação de E. coli com o DNA 

plasmidial extraído do clone de levedura 3G11 permitiu a obtenção de 6 inóculos e, 

portanto, em 6 digestões enzimáticas, porém 3 delas não apresentaram o padrão de 

digestão correto com a enzima BsrGI. As 3 que apresentaram o padrão esperado de 

digestão apresentaram bandas de mesmo tamanho e, portanto, apenas um dos clones foi 

6015pb 

1090pb 
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selecionado para sequenciamento, o clone 3G11.1. Já a transformação de E. coli com os 

plasmídeos encontrados no clone de levedura 3F11 resultou em 6 inóculos e, portanto, 

em 6 digestões enzimáticas. Estas 6 digestões apresentaram 2 diferentes padrões de 

bandas, representados pelos clones 3F11.1 e 3F11.5, os quais foram selecionados para 

sequenciamento. A digestão referente ao clone 3F11.6 não apresentou um terceiro 

padrão de banda além dos esperados, portanto não foi selecionado para sequenciamento.  

 

 

Figura 4: Análise dos DNAs plasmidiais digeridos com a enzima BsrGI, para vizualização dos padrões 

de bandas dos diferentes clones. A- digestão do DNA plasmidial extraído do clone 3G11.1 de E. coli. B- 

digestão do DNA plasmidial extraído do clone 3G11.2 de E. coli. C- digestão do DNA plasmidial 

extraído do clone 3G11.3 de E. coli. D- digestão do DNA plasmidial extraído do clone 3F11.1 de E. coli. 

E- digestão do DNA plasmidial extraído do clone 3F11.2 de E. coli. F- digestão do DNA plasmidial 

extraído do clone 3F11.3 de E. coli. G- digestão do DNA plasmidial extraído do clone 3F11.4 de E. coli. 

H- digestão do DNA plasmidial extraído do clone 3F11.5 de E. coli. I- digestão do DNA plasmidial 

extraído do clone 3F11.6 de E. coli. M representa o Marcador de peso molecular 1 kb Plus DNA Ladder 

Invitrogen®. Gel de agarose 1% corado com brometo de etídeo. 

 

 

Na Figura 5 estão representadas as digestões referentes aos clones de E. coli 

relativas às colônias de levedura 3A12 e 3H11. A transformação de E.coli com os 

plasmídeos encontrados no clone de levedura 3A12 resultou em 6 inóculos e, portanto, 

em 6 digestões, as quais apresentaram 3 padrões distintos de digestão, representados 

pelos clones 3A12.1, 3A12.5 e 3A12.6, os quais foram selecionados para 

sequenciamento. Já a transformação de E. coli com os plasmídeos encontrados no clone 

de levedura 3H11 resultou em 5 inóculos e, portanto, em 5 digestões. Estas digestões 

6015pb 

1090pb 
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apresentaram apenas um padrão de banda, representado pelo clone 3H11.5, o qual foi 

selecionado para sequenciamento. 

  

 
 

Figura 5: Análise dos DNAs plasmidiais digeridos com a enzima BsrGI, para vizualização dos padrões 

de bandas dos diferentes clones. A- digestão do DNA plasmidial extraído do clone 3A12.1 de E. coli. B- 

digestão do DNA plasmidial extraído do clone 3A12.2 de E. coli. C- digestão do DNA plasmidial 

extraído do clone 3A12.3 de E. coli. D- digestão do DNA plasmidial extraído do clone 3A12.4 de E. coli. 

E- digestão do DNA plasmidial extraído do clone 3A12.5 de E. coli. F- digestão do DNA plasmidial 

extraído do clone 3A12.6 de E. coli. G- digestão do DNA plasmidial extraído do clone 3H11.1 de E. coli. 

H- digestão do DNA plasmidial extraído do clone 3H11.2 de E. coli. I- digestão do DNA plasmidial 

extraído do clone 3H11.3 de E. coli. J- digestão do DNA plasmidial extraído do clone 3H11.4 de E. coli. 

K- digestão do DNA plasmidial extraído do clone 3H11.5 de E. coli. M representa o Marcador de peso 

molecular 1 kb Plus DNA Ladder Invitrogen®. Gel de agarose 1% corado com brometo de etídeo. 

 

 

4.4. Identificação dos putativos parceiros de interação da FEF1 

 

Após a seleção dos clones de interesse, os cDNAs correspondentes foram 

sequenciados uma vez cada, na direção forward, a partir de uma região anterior ao sítio 

de recombinação dos plasmídeos, de modo que possibilitasse a sua identificação. Estas 

sequências foram analisadas a partir da busca por similaridades com o programa 

TBLASTX nos bancos de dados NCBI (National Center for Biotechnology Information 

- http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e TAIR (The Arabidopsis Information Resource - 

www.arabidopsis.org/). Este programa traduz a sequência de nucleotídeos em 

aminoácidos, nas seis fases de leitura possíveis. Por fim, estas sequências são 

1090pb 

6015pb 
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comparadas com outras sequências de nucleotídeos também traduzidas em todas as seis 

fases de leitura possíveis, as quais estão armazenadas nestes bancos de dados. 

Os top hits, ou seja, os resultados com maior cobertura de sequência, maior 

identidade de aminoácidos entre as sequências e menor e-value (probabilidade de que a 

similaridade ocorra ao acaso), foram considerados como resultados relevantes e foram 

anotados. Porém algumas sequências apresentaram similaridades extremamente baixas 

ou nenhuma similaridade significativa (e-value maior que e-05) no banco de dados. Os 

resultados obtidos estão descritos na tabela a seguir. 
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Colônia 

de 

levedura 

Clone 

de E. 

coli 

Top hits no NCBI Top hits no TAIR 

1F6 1F6.1 Rattus norvegicus ral guanine 

nucleotide dissociation 

stimulator (Ralgds), transcript 

variant X3, mRNA 

Nenhuma correspondência 

1F6.3 Sequenciamento Ruim Sequenciamento Ruim 

1F6.4 Petunia x hybrida SKP1-like 

protein 4 (PSK4) mRNA, 

complete cds 

ARABIDOPSIS SKP1 

HOMOLOGUE 1, ASK1, 

ATSKP1, S PHASE 

KINASE-ASSOCIATED 

PROTEIN 1, SKP1, SKP1A, 

UFO INTERACTING 

PROTEIN 1, UIP1 

1F6.5 Solanum lycopersicum 

uncharacterized LOC101264258, 

transcript variant 1 

(LOC101264258), mRNA 

cyclin-related 

1A8 1A8.2 Solanum tuberosum transcription 

factor VOZ1-like 

(LOC102585134), mRNA 

ATVOZ1, VASCULAR 

PLANT ONE ZINC 

FINGER PROTEIN, VOZ1 

1D8 1D8.1 Petunia x hybrida SKP1-like 

protein 4 (PSK4) mRNA, 

complete cds 

SKP1, ASK1, ATSKP1, 

SKP1A, UIP1 

1E8 1E8.3 Nicotiana tabacum cultivar 

Samsun NN SKP1 (SKP1) 

mRNA, complete cds 

SKP1, ASK1, ATSKP1, 

SKP1A, UIP1 

1G8 1G8.1 Petunia x hybrida SKP1-like 

protein 4 (PSK4) mRNA, 

complete cds 

ASK2, SKP1B | E3 ubiquitin 

ligase 

1A9 1A9.1 N. tabacum mRNA for 

aquaporin 1 

GAMMA-TIP, TIP1;1, 

GAMMA-TIP1 

1B9 1B9.2 PREDICTED: Solanum 

tuberosum pollen-specific 

protein C13-like 

(LOC102594254), mRNA 

SAH7 | Pollen Ole e 1 

allergen and extensin family 

protein 
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1B9.4 PREDICTED: Solanum 

tuberosum protein SPIRAL1-like 

1-like (LOC102587138), mRNA 

SP1L1 | SPIRAL1-like1 

1B9.5 Solanum lycopersicum cDNA, 

clone: LEFL1019DD11, HTC in 

leaf (score baixo) 

unknown protein 

1D9 1D9.1 PREDICTED: Solanum 

tuberosum uncharacterized 

LOC102590724 

(LOC102590724), transcript 

variant X1, mRNA 

URT1, UTP:RNA 

URIDYLYLTRANSFERAS

E 1 

1E9 1E9.1 PREDICTED: Solanum 

tuberosum uncharacterized 

LOC102590724 

(LOC102590724), transcript 

variant X1, mRNA 

gypsy-like retrotransposon 

family (Athila) 

1F9 1F9.5 Solanum pennellii chromosome 

ch01, complete genome 

ATTCP11, TCP DOMAIN 

PROTEIN 11, TCP11 

1G9 1G9.6 PREDICTED: Solanum 

tuberosum uncharacterized 

LOC102590724 

(LOC102590724), transcript 

variant X1, mRNA 

URT1, UTP:RNA 

URIDYLYLTRANSFERAS

E 1 

1H10 1H10.3 PREDICTED: Solanum 

tuberosum transcription factor 

VOZ1-like (LOC102585134), 

mRNA 

ATVOZ1, VASCULAR 

PLANT ONE ZINC 

FINGER PROTEIN, VOZ1 

1A11 1A11.1 Petunia x hybrida SKP1-like 

protein 4 (PSK4) mRNA, 

complete cds 

ARABIDOPSIS SKP-LIKE 

2, ASK2, SKP1B 

1B11 1B11.1 PREDICTED: Solanum 

tuberosum transcription factor 

TCP7-like (LOC102605188), 

mRNA 

ATTCP11, TCP DOMAIN 

PROTEIN 11, TCP11 

1B11.5 Nicotiana tabacum NtLTP1 gene 

for lipid transfer protein, 

complete cds 

IAA18, INDOLE-3-ACETIC 

ACID INDUCIBLE 18 

1C11 1C11.2 Nicotiana tabacum cultivar 

Samsun NN SKP1 (SKP1) 

mRNA, complete cds 

ARABIDOPSIS SKP-LIKE 

2, ASK2, SKP1B 
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1D11 1D11.1 Sequenciamento Ruim Sequenciamento Ruim 

1C10 1C10.1 TCP14 de tomate TCP7 

1E10 1E10.1 TCP14 de tomate TCP7 

1G10 1G10.3 Solanum tuberosum 

uncharacterized LOC102590724 

(LOC102590724), transcript 

variant X1, mRNA 

(Semelhante à SIP1) 

AT3G58630.1 sequence-

specific DNA binding 

transcription factors 

3F11 3F11.1 Solanum tuberosum 40S 

ribosomal protein SA-like 

(LOC102601057), mRNA 

 

40S RIBOSOMAL 

PROTEIN SA, AP40, P40, 

RP40, RPSAA 

3F11.5 

 

Solanum lycopersicum 5-

methyltetrahydropteroyltrigluta

mate--homocysteine 

methyltransferase-like 

(LOC101250617), mRNA 

ATMS2, METHIONINE 

SYNTHASE 2, MS2 

 

3G11 3G11.1 

 

Nicotiana tabacum cultivar 

Samsun NN SKP1 (SKP1) 

mRNA, complete cds 

ARABIDOPSIS SKP1 

HOMOLOGUE 1, ASK1, 

ATSKP1, S PHASE 

KINASE-ASSOCIATED 

PROTEIN 1, SKP1, SKP1A, 

UFO INTERACTING 

PROTEIN 1, UIP1 

3H11 3H11.5 

 

Nicotiana tabacum cultivar 

Samsun NN SKP1 (SKP1) 

mRNA, complete cds 

ARABIDOPSIS SKP1 

HOMOLOGUE 1, ASK1, 

ATSKP1, S PHASE 

KINASE-ASSOCIATED 

PROTEIN 1, SKP1, SKP1A, 

UFO INTERACTING 

PROTEIN 1, UIP1 

3A12 3A12.1 

 

Solanum lycopersicum MOB 

kinase activator-like 1-like 

(LOC101260752), mRNA 

MOB1-LIKE 

3A12.5 

 

N.tabacum tts-1 mRNA 

 

Pollen Ole e 1 allergen and 

extensin family protein 
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4.5 Reteste das interações através de ensaio de duplo híbrido 

 

Após a identificação das sequências codificadoras de possíveis parceiros de 

interação de FEF1, três destes candidatos foram selecionados para a realização de um 

reteste par-a-par, em condições isoladas para confirmar se as interações entre estas 

proteínas realmente ocorrem. As proteínas escolhidas para o reteste foram consideradas 

de maior interesse devido ao seu possível papel relacionado à regulação da transcrição 

gênica ou ao ciclo celular. Além disso, foi dada preferência a novos possíveis 

candidatos que ainda não haviam sido analisados nos trabalhos de mestrado dos 

biólogos Samantha Vieira Abbad (2012) e Luis Fernando Roberto (projeto em 

andamento). Nestes trabalhos anteriores, foi feita a confirmação da interação da FEF1 

com as proteínas: SKP1, VOZ1, SIP1 e as TCPs. 

Os candidatos escolhidos para o presente trabalho foram uma SIP1-like 

(referente ao clone de E. coli 1G10.3), uma MOB1-like (referente ao clone de E. coli 

3A12.1) e uma storekeeper (referente ao clone de E. coli 3A12.6). As duas últimas 

proteínas foram encontradas em clones de E. coli diferentes, porém que vieram de uma 

3A12.6 

 

Oryza sativa mRNA for 

phosphatidylinositol synthase 

DNA-binding storekeeper 

protein-related 

transcriptional regulator 

3H10 3H10.1 SKP1 SKP1 

3C11 3C11.3 Nicotiana attenuata isolate 

SAMS 140 SAMS synthase 

mRNA, complete cds 

SAM1, SAM-1, MAT1, 

AtSAM1 | S-

adenosylmethionine 

synthetase 1 

3D11 3D11.3 Solanum lycopersicum 

dehydroquinate synthase 

(LOC544273), mRNA/ 

3-dehydroquinate synthase, 

putative 

3E11 3E11.3 PREDICTED: Solanum 

tuberosum probable 

serine/threonine-protein kinase 

kinX-like (LOC102593458), 

transcript variant X1, mRNA 

PHD finger family protein 
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mesma colônia de leveduras da placa 3 do screening (3A12), o que indica que 

provavelmente apenas uma destas interações hipotéticas é real. 

A placa do ensaio de duplo-híbrido foi incubada por 96h a 30ºC e, então, 

fotografada para observação de quais colônias cresceram. Na Figura 6 é possível 

observar que apenas as colônias de levedura referentes aos controles positivos wt e m1, 

às repetições da autoativação da presa referente à SIP1-like e às repetições biológicas da 

interação entre FEF1 e SIP1-like cresceram. Nenhuma outra colônia referente à 

autoativação cresceu, assim como as colônias referentes às outras interações. Devido à 

auto-ativação da presa referente à SIP1-like, foram feitas mais três placas com meio 

seletivo sem histidina e contendo 3-amino-1,2-4-triazol (3-AT) em concentrações de 

1mM, 3 mM e 5 mM, respectivamente. Este composto dificulta a auto-ativação, pois é 

um inibidor competitivo do produto do gene repórter HIS3. Porém, após duas semanas, 

nestas placas não foi observado o crescimento de nenhuma colônia além dos controles 

positivos.  
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Figura 6: Ensaio de Y2H para avaliar as interações entre a proteína FEF1 e os três candidatos escolhidos 

em meio seletivo, sem o aminoácido histidina. Wt representa o controle positivo de interação forte e m1, 

o controle positivo de interação fraca. M2 e 00 (pDEST32 vazio com pDEST22 vazio) são controles 

negativos. A1.1 e a1.2 são repetições biológicas referentes à autoativação de SIP1-like. A2.1 e a2.2 são 

repetições biológicas referentes à autoativação de MOB1-like. A3.1 e a3.2 são repetições biológicas 

referentes à autoativação da storekeeper. A4.1 e a4.2 são repetições biológicas referentes à autoativação 

de FEF1. Os poços 1.1, 1.2, 1.3 são repetições biológicas referentes à interação de FEF1 com SIP1-like. 

Os poços 2.1, 2.2, 2.3 são repetições biológicas referentes à interação de FEF1 com MOB1-like. Os poços 

3.1, 3.2, 3.3 são repetições biológicas referentes à interação de FEF1 com a storekeeper. Na linha A estão 

os ensaios de wt, m1, 00, m2, a1.1, a1.2, a2.1, a2.2, a3.1 e a3.2 e na linha C, as suas respectivas diluições. 

Na linha E estão os ensaios de a4.1, a4.2, 1.1, 1.2, 1.3, 2.1, 2.2, 2.3, 3.1, 3.2 e 3.3 e na linha G,as suas 

respectivas diluições.  
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5. Discussão 

 

 Como observado no reteste, realizado par-a-par, da FEF1 com cada uma das 

candidatas à interação, além dos controles positivos wt e m1, apenas cinco colônias 

cresceram. Destas cinco, três são repetições biológicas referentes a uma mesma 

interação, a de FEF1 com a proteína SIP1-like e duas são repetições referentes ao teste 

de autoativação desta mesma presa. Portanto, este resultado positivo não é conclusivo, 

ou seja, não se pode afirmar que realmente ocorre a interação entre as duas proteínas em 

questão, já que nas três colônias que cresceram, referentes à interação, poderia estar 

ocorrendo apenas a autoativação pela SIP1-like (presa).  

As colônias de leveduras referentes à MOB1-like e à storekeeper não cresceram 

na placa de reteste com o meio seletivo e as colônias referentes à SIP1-like também não 

cresceram nas placas com 3-aminotriazol. Portanto, até o presente momento, mais de 

duas semanas após a realização dos ensaios, as interações não puderam ser 

comprovadas. Porém pode ser que estas possíveis interações sejam muito fracas já que 

na placa de screening original elas cresceram após 120 horas. Estes experimentos 

poderão ser repetidos em condições que favoreçam interações fracas ou em outros 

experimentos que analisem a interação de proteínas, como BiFC, pull-down e/ou co-

imunoprecipitação. 

Seria interessante se pudesse ser observada a ocorrência de uma real interação 

entre FEF1 e as candidatas selecionadas, pois segundo a literatura estas proteínas estão 

relacionadas ao ciclo celular e à regulação da expressão gênica a nível transcricional, 

processos intimamente relacionados ao desenvolvimento dos órgãos florais. 

A proteína SIP1-like foi identificada no banco de dados TAIR como estando 

envolvida na regulação da transcrição gênica em Arabidopsis thaliana, o que significa 

que esta proteína é provavelmente um fator de transcrição. Assim como SIP1, a proteína 

storekeeper, também é descrita na literatura como sendo um fator de transcrição, 

possuindo, portanto, propriedades de ligação ao DNA (Zourelidou et al., 2002). Os 

fatores de transcrição são proteínas que apresentam um domínio que reconhece uma ou 

mais sequências específicas no DNA e podem interagir com outros fatores e com a 

própria RNA polimerase, regulando positivamente ou negativamente a transcrição de 

diversos genes. Esta regulação específica atua no controle do desenvolvimento, 

diferenciação, proliferação e crescimento celular. Portanto, além de determinar o 

destino de cada célula individualmente, em última instância os fatores de transcrição 
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influenciam fortemente no desenvolvimento de tecidos e órgãos de organismos 

multicelulares (Tijan & Maniatis, 1994; Latchman, 2008; Spitz & Furlong, 2012).  

Em estudos com a batata (Solanum tuberosum), foi encontrado que a storekeeper 

se liga a uma sequência específica do DNA, chamada B-box, promovendo a expressão 

do gene responsável por codificar a patatina, uma proteína de armazenamento presente 

nestes tubérculos (Zourelidou et al., 2002). Já em pesquisas realizadas utilizando-se 

Nicotiana tabacum, esta proteína teve sua função relacionada à repressão da floração e à 

ativação do crescimento vegetativo (Bömer et al., 2011). Portanto uma futura 

comprovação da interação desta proteína com FEF1 seria interessante no estudo da 

reprodução de N. tabacum, pois significaria que em algum momento do 

desenvolvimento do pistilo a storekeeper é degradada pela via ubiquitina-proteassoma, 

permitindo a floração. 

Por fim, a proteína MOB1-like tem uma ampla distribuição entre os eucariotos, 

sendo encontrada em todos os organismos cujo genoma foi sequenciado (Vitulo et al., 

2007). Em organismos unicelulares, como protozoários ciliados, esta proteína tem a 

essencial função de definir a polaridade da célula, dirigindo corretamente o plano de 

divisão celular (Tavares et al., 2011). Esta proteína é relacionada, na literatura, à 

ativação de kinases da família NDR, as quais desempenham papel crucial em vias de 

crescimento, proliferação celular e apoptose (Hergovich et al., 2006; Vitulo et al., 

2007). Assim como nos organismos citados acima, em plantas e leveduras, a MOB1-like 

também apresenta envolvimento em processos celulares como divisão, crescimento e 

correta progressão no ciclo celular (Luca et al., 2001; Citterio et al., 2005a; Citterio et 

al., 2005b). 

Em flores de Arabidopsis thaliana, a proteína MOB1-like foi encontrada em 

concentrações consideravelmente maiores do que em outros órgãos e foi verificado que 

está ligada aos processos de megasporogênese e desenvolvimento do saco embrionário 

(Marino, 2009). Quando o gene codificador desta proteína foi silenciado em 

Arabidopsis, foram obtidas flores menores, com o tamanho do pistilo e das anteras 

reduzido, assim como foi observada também uma redução na fertilidade e defeitos na 

esporogênese e gametogênese (Galla et al., 2011). Este resultado se assemelha aos 

obtidos no trabalho de mestrado de Samantha V. Abbad (2012) e pelo aluno Luis 

Fernando Roberto (mestrado em andamento), já que o silenciamento de FEF1 também 

resultou em diminuição das flores e dos pistilos. Porém, isto indicaria que estas duas 

proteínas não interagem, já que se elas interagissem e a FEF1 levasse a MOB1-like para 
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degradação, o silenciamento de ambas teoricamente deveria resultar em fenótipos 

opostos. 

A correta regulação e controle do ciclo celular, da saída da mitose e da 

citocinese são de extrema importância para o desenvolvimento de organismos 

multicelulares, assegurando o número e tamanho adequado das células de cada tecido, 

através da proliferação e crescimento celular (Vitulo et al., 2007). Sendo assim, a 

confirmação da degradação de MOB1-like, através da interação positiva com FEF1, 

seria de grande valor para a elucidação da maneira como a proteólise intracelular 

influencia o desenvolvimento da flor e do pistilo. 

 Além dos ensaios de Y2H, existem outras ferramentas que possibilitam o estudo 

de interações entre proteínas e poderão ser utilizados como alternativa ao duplo-híbrido 

para o re-teste das interações pretendido neste trabalho. Um exemplo é o ensaio de 

BiFC (Bimolecular fluorescence complementation), em que duas proteínas de interesse 

são fusionadas, respectivamente, aos fragmentos amino-terminal e carboxi-terminal de 

uma proteína fluorescente. Estes fragmentos não apresentam fluorescência sozinhos, 

porém quando ocorre a interação entre as proteínas de interesse, a proteína fluorescente 

é reconstituída e emite fluorescência. Portanto, as interações podem ser confirmadas a 

partir da observação de fluorescência em equipamentos adequados (Kerppola, 2008; 

Kodama & Hu, 2012). Outra alternativa é o ensaio de pull-down, em que uma das 

proteínas de interesse é ligada a uma coluna e, então, é passado um extrato de proteínas 

contendo a outra proteína de interesse por essa coluna. Após sucessivas lavagens e 

liberação das proteínas da coluna, a presença de cada uma das candidatas à interação é 

feita com anticorpos específicos (Rédei, 2008). 
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