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Introducéao

O perfeito funcionamento de sistemas bioldgicos
depende, dentre outros fatores, de interagdes
celulares que ocorrem entre moléculas.
Interagdes entre proteinas estdo presentes em
todos os processos celulares. O mapeamento
destas interagdes é de crucial importéncia para
a manipulacéo da expressao génica que pode
levar a criacéo de cultivares mais adaptadas a
diferentes estresses biodticos e abidticos, bem
como mais nutritivos, via engenharia genética.

O milho é uma importante fonte de proteinas e

energia tanto para humanos quanto para animais.

Cerca de 80% das proteinas presentes no gréo
do milho sao provenientes do endosperma. As
proteinas mais abundantes do endosperma,
também conhecidas como zeinas, apresentam
baixa concentragcdo dos aminoacidos essenciais
lisina, treonina e triptofano, diminuindo
consequentemente o valor nutricional do grao.
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Alisina é o aminoacido mais limitante do
endosperma do milho.

Os niveis de expressao do fator EF1a
apresentaram correlagdo com os niveis de
lisina no endosperma de milho (HABBEN et al.,
1995). A proteina EF1a é conhecida por ligar o
sitio aminoacil-tRNA ao sitio (A) do ribossomo
durante a sintese proteica, mas outras fungdes
ja foram atribuidas a essa proteina, como
ativacao da fosfatidilinositol 4-quinase na via de
lipideos (YANG et al., 1993) e o agrupamento
da proteina actina no citoesqueleto (GROSS;
KINZY, 2005). A proteina EF1a representa cerca
de 1 a 2% da proteina total do endosperma,
contudo, conta apenas com 2 a 3% da lisina
ligada a proteina (SUN et al., 1997). Uma das
possiveis explicacdes para a alta correlacéo
entre a concentracdo EF1a e o conteudo de lisina
no endosperma do milho é a sua associagao
fisica e estrutural com outras proteinas ricas em
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lisina. Uma das maneiras de testar essa hipotese
€ utilizando o sistema de duplo-hibrido em
levedura.

O sistema de duplo-hibrido em levedura é uma
técnica que possibilita o estudo de possiveis
interacdes entre proteinas (YOUNG et al., 1998)
e/ou proteina-DNA (JOUNG et al., 2000; HURT
et al., 2003) in vivo. Este sistema, inicialmente
descrito por Fields e Song (1989), foi criado a
partir de estudos da funcionalidade de fatores

de transcricdo em organismos eucariéticos
(KEEGAN et al., 1986), utilizando principalmente
o fator de transcricdo Gal4 na levedura
Saccharomyces cerevisae. Este ativador de
transcricao possui dois dominios: (i) o dominio de
ligacao de DNA, localizado na por¢ao N-terminal
(aminoacidos 1 a 147) (KEEGAN et al., 1986)

e (ii) o dominio de ativagao transcricional na
extremidade C-terminal da proteina (aminoacidos
768 a 881) (MA; PTASHNE, 1987) (Figura 1).

Hibrido entre o dominio de ligacao do DNA

A do Gal4 e proteina conhecida
GAL4 (1-147)
USAG GAL1-lacZ
B N Hibrido entre o ativador de transericao
Y do genereporter e proteina desconhecida
GAL4 (768-881)
USAG GAL1-lacZ
Ativacio do genereporter lacZ atraveés daligacio
daproteina conhecida com a desconhecida e montagem
dos dominios de igaciio e ativacio do Gald
x v O
@) e
USAG GALl-lacZ

Figura 1. Esquema da proteina Gal4 com

os dominios de ligacdo do DNA e ativagao
transcricional de expressao do gene reporter e
sua utilizacao na identificacao de proteinas que
interagem com a proteina de interesse (EF10a);
(A) dominio de ligagdo ao DNA da proteina
Gal4 com o EF1a (B) dominio de ativagéo de
expressao da proteina Gal4 com a proteina
desconhecida; (C) interacao entre o EF1a e

a proteina desconhecida e ativagdo do gene
reporter lacZ (modificacao de CHIEN et al.,

1991).

O principal fator que possibilita a utilizacao

do sistema de duplo-hibrido em levedura

para estudar interagdes entre proteinas é a
capacidade dos dominios N e C terminais da
proteina Gal4 ativarem a transcrigdo génica
quando estao proximos sem necessariamente
precisarem estar ligados. Dessa forma, é
possivel testar a interacédo entre duas proteinas
clonando cada uma em cada um dos dominios
mencionados acima. A primeira gera um hibrido
entre o dominio da proteina Gal4 de ligagao ao
DNA e a proteina conhecida. A segunda gera um
hibrido entre o dominio de ativagao transcricional
da proteina Gal4 e uma segunda proteina, da
qual se quer testar a interagdo. Estas duas
constru¢des recombinantes s&o inseridas na
levedura modificada para tal fim e, caso exista
interacao entre as duas proteinas, a transcrigao
de um gene repdrter presente na propria levedura
é ativado (FIELDS; SONG, 1989). Um dos genes
reporter codifica a enzima [3-galactosidase (lacZ)
produzindo uma levedura de coloragéo azul
(JOUNG et al., 2000). Um segundo gene reporter
€ um da via metabdlica da histidina e permite

a levedura crescer na presenca do inibidor
3-aminiotriazole — 3-AT da enzima imidazole
glicerol fosfate [IGP] desidratase dessa via
(KISHORE; SLAH, 1988). O uso de dois genes
reporteres na mesma levedura ajuda a diminuir o
numero de falsos positivos.

O presente estudo teve como objetivo identificar
proteinas que possam estar interagindo com a
EF1a através do uso do sistema de duplo-hibrido
de levedura. Através da triagem de bibliotecas
de cDNA de endosperma de milho foram
identificadas 12 proteinas que interagem com a
proteina EF1a. Esses resultados sao importantes
para o melhor entendimento das fungbes dessas
proteinas e sua relagdo com o conteudo de lisina
nesse tecido.

Material e métodos

Plasmideos, bactéria e levedura

A regido codificadora do gene da proteina
EF1a foi isolada por RT-PCR de RNA de
endosperma da linhagem de milho B73
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utilizando os primers das extremidades 5’

(F — CCACCATGGGTAAGGAGAAGAC) e &
(R—ATCGGATCCATTTCTTCTTGGCGGC
CGCCTTGG). O produto de PCR foi clivado
com as enzimas Ncol-BamHI e clonado no

vetor pAS2 clivado com as mesmas enzimas.
Apds sequenciamento da regido 3’ de 96 clones
representando o gene EF1a, foi determinado
que ha cinco alelos dessa proteina com
frequéncias distintas para o endosperma de
14-26 dias apoés polinizagao (DAP). Para os
testes do sistema de duplo-hibrido de levedura,
foram utilizados os clones que representam a
primeira e segunda sequéncias completas mais
frequentes da proteina EF1a. Para a identificagdo
dos dominios importantes na interagéo da
proteina EF1a mais abundante, foram feitas
clonagens do gene com delecdes representando
30 e 60% utilizando os primers F 320
(CCACCATGGTCATTGATGCCCCTGGACACC)
e 750,
(CCACCATGGCTTGACCAGATACACCGAGCCQC)
e 0 R (ATCGGATCCTTTCTTCTTGG
CGGCCGCCTTGG). Os primers F para a
montagem das dele¢des foram ajustados para
colocar o quadro de leitura de forma correta.

A biblioteca de cDNA foi feita utilizando RNA
poli(A) de polissomos livres (ndo ligados a
membrana) de endosperma de 14 a 26 DAP.

O cDNA foi construido utilizando o kit ZAP I
Express com clonagem direcional 5’-EcoRI - Xhol
- 3’ de acordo com as instrugdes do fabricante
(Stratagene - La Jolla, CA). Os cDNAs foram
clonados no vetor pACT2 e transformados em
Escherichia coli por choque térmico (Sambrook
et al. 1989). A representatividade da biblioteca
foi calculada pelo numero total de col6nias de

E. coli (6 X 108 colénias). O tamanho médio dos
insertos na biblioteca foi entre 200 e 500 pb.
Como controle positivo da interacao proteina-
proteina foi utilizado o gene da actina. O

gene da actina foi clonado por PCR utilizando

um clone ja isolado com os primers BamH|/
(GGGATCCAAATGGCTGATGGTGAG) e T3
(AATTAACCCTCACTAAAGGG). O produto de
PCR representando o gene da actina foi clivado e
clonado nos plasmideos pAS2 e pACT2 (também

clivado com as mesmas enzimas) e usado como
controle da interacao positiva da proteina com ela
mesma (actina-actina). Os controles negativos
utilizados na interagao proteina-proteina foram
0s genes das proteinas CDK2, SNF1, p53 e
lamin clonados no pACT2. Esses genes estao
relacionados com ciclo celular (Fields e Song,
1989). A levedura usada para a montagem da
biblioteca e verificacdo da interagéo proteina-
proteina foi a Sacharomyces cerevisae Y190
(MATa, gal4, gal80, his3, trp1-901, ade2-101,
ura3-52, leu2-3, -112, +URA3::GAL -->LacZ,
LYS2::GAL(UAS) -->HIS3 cyhr). A estirpe de E.
coli usada para amplificagcao da biblioteca de
cDNA e montagem de estoques foi a BNN:132
(JM107 AKC lysogen) endA1 gyr96 hsdR17 relA1
supE44 thi A(lac-proAB)[F’ traD36 proAB* lacliZ
M15] AKC (Kan-cre). Os plasmideos pAS2 e
pACT2 estdo ilustrados na Figura 2.
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ori

pAS1-CYH2
| | 8.5kb TRP1
£ © Terminator
Sall )
BamHI § HA f1+ I
Smal GAL4 ori
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CAT ATG GCC ATG GAG GCC CCG GGG ATC CGT CGA C
Ndel Ncol Smal BamHI Sall
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Ndel \ HA LEU2
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Sl Terminator
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BamHI
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Xhol
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CAT ATG GCC ATG GAG GCC CCG GGG ATC CGA ATT CGA AGC TCG AGA GAT CT
Ndel Neol Smal BamHI EcoRI Xhol BgllI

Figura 2. Mapa dos vetores pAS2 e pACT2 (BAI;
ELLEDGE, 1996).
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Transformacao da levedura

Uma col6nia de levedura Y190 foi crescida em
meio YEDP liquido (1% extrato de levedura,

2% peptona e 2% dextrose) até uma OD,, =

0,5 a 0,8. A cultura foi centrifugada e o pellet
ressuspendido em 50 ml de tampé&o LISORB
(100 mM LIiOAC, 10 mM Tris-HCI [pH 8], 1 mM
EDTA, 1 M Sorbitol) e mantido no gelo. Um
microlitro de plasmideo recombinante (1ug/ul) foi
adicionado a uma aliquota de 100 pl de células
ressuspendidas em LISORB e essa mistura foi
incubada sem agitagao por um periodo de 30 min
a 30 °C e 7 mina42-°C. Apbs essa incubagéo,
as células foram plagueadas em meio de selegao
e incubadas a 30 °C por 48 horas. Para selegéao
do plasmideo pAS2, foi utilizado o meio completo
menos leucina. Para o pACT2 foi utilizado o meio
completo menos triptofano. Para a selecao da
transformacéo simultdnea dos dois plasmideos,
foi utilizado o meio completo menos leucina,
histina e triptofano suplementado com 25 mM AT
(3-aminotriazole).

Ensaio X-Gal

As leveduras crescidas no meio completo -His,
-Trp, -Leu suplementado com 25 mM AT foram
transferidas para membrana de nitrocelulose.
Estas foram colocadas em placas de petri

com papel cromatografico Whatman 3MM
(Clifton, NJ) umedecido com tampéo Z (1,61 %
Na,HPO,7H,0, 0,55 % NaH,PO4 H,0, 0,075%
KCl, 0,025% MgSO, 7H,O, [pH 7,0]; 0.27%
2-mercaptoetanol e 1% X-Gal). Os resultados
foram baseados na intensidade da cor azul
determinada visualmente.

Resultados e Discussao

Pelo sistema de duplo-hibrido em levedura,
utilizando EF1a como a proteina de interesse,
foi possivel isolar 12 colénias que cresceram em
meio seletivo e apresentavam coloracéo azul na
presenca de X-Gal. Tanto os alelos da proteina
de EF1a quanto os das proteinas encontradas
na biblioteca de cDNA foram isolados no

endosperma do milho B73 na mesma fase de
desenvolvimento (14 a 26 DAP).

Para verificar se existem diferencas de interacao
proteina-proteina entre dois alelos das proteinas
de EF1q, o segundo alelo mais abundante
dessa proteina (EF10a’) foi clonado no pAS2
(pPAS2-EF1a’) e foram realizados os testes de
crescimento em meio seletivo e X-Gal. O alelo
EF1a possui um acido glutamico e o alelo EF1d’,
um acido aspartico na posicao do aminoacido
178. De acordo com a intensidade da cor azul
gerada pelo teste de X-Gal e pelo crescimento
em meio seletivo, os dois alelos (EF1a e EF1a’)
apresentaram fungoes celulares distintas (Figura
3).
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Figura 3. Membrana de nitrocelulose contendo
X-gal para selecgao de interagao proteina-
proteina. A intensidade de cor é proporcional

a forca da interacao. A e A representam os
alelos EF1a e EF1a’ respectivamente; B, C, D
e E sao controles negativos conforme descritos
no material e métodos. Os numeros de 1 a 12
representam as proteinas encontradas que
interagiram com o EF1a.

Para identificar dominios importantes na
interacao entre a proteina EF1a com as 12
proteinas encontradas no endosperma do milho,
foram feitos testes com dele¢des de 30 e 60%
desse gene da regidao N-terminal em membrana
de nitrocelulose com X-Gal e crescimento em
meio completo His, -Trp, -Leu +25 mM AT (Figura
4).
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Figura 4. Teste de interacao proteina-proteina
entre a proteina EF1a com as dele¢des de

30 e 60% e as 12 proteinas encontradas no
endosperma do grao de milho. (A) placa com
meio de cultura rico; (B) placa de meio de
cultura completo -His, -Trp, -Leu +25 mM AT;
(C) membrana de nylon contendo X-Gal: (A1)
= sequéncia completa; (A2) = dele¢éo de 30%
na regido N terminal; (A3) = delecao de 60% na
regiao N terminal. Controle = proteina que nao
interage com as proteinas 1 a 12.

Conforme resultados mostrados na Figura 4, foi
verificado que todas as colbnias contendo os
dois plasmideos cresceram na placa com meio
rico (Placa A), contudo, 0 mesmo nao ocorreu
quando foram feitas as delecdes 30 e 60% na
extremidade N-terminal nas versdes A1 e A2.

A placa B representa meio minimo com todos

os componentes exceto His, Trp, Leu e com a
adicao de 25 mM AT com as mesmas colbnias
crescidas na placa A. Apenas as colbnias que
tiverem interacao entre as duas proteinas
crescem na placa B. A placa C é uma réplica das
colbnias crescidas na placa B em membrana de
nitrocelulose contendo X-gal. As col6nias que
crescerem na fileira A2 e A3 sdo aquelas que
nao dependem nos primeiros 30 e 60% da regido
N-terminal da proteina EF1a, respectivamente.
Conforme mostra a Figura 4, as proteinas 1, 3, 6,
8 e 10 interagem com a regido intermediaria entre
30 e 60% da proteina EF1a enquanto a proteina

11 interage com os primeiros 30% do N-terminal
da proteina EF1a. As proteinas 2,4,5,7¢e 9
dependem apenas dos ultimos 40% C-terminal
da proteina.

A descoberta de que a concentracédo de EF1a
serve como index para o conteudo de lisina

no endosperma podera ter um grande impacto
nos programas de melhoramento de milho para
o aumento da qualidade nutricional do grao.
Torna-se importante entender a razéo pela qual
os niveis de EF1a correlacionam-se com os de
lisina no endosperma. Um processo que pode
dar indicativos de como essa correlacao existe
€ a identificacao da estrutura de proteinas que
se ligam ao EF1a pelo método de duplo-hibrido
em levedura. Os clones dessas 12 proteinas
serao sequenciados e comparados com alelos
completos ja descritos em bancos génicos
publicos. Além dessa informagao ser importante
para determinar a concentracéo de lisina
nessas proteinas, sera também usada para a
montagem de possiveis modelos funcionais da
proteina EF1a no endosperma do milho. Esse
tipo de informacao é essencial para entender os
mecanismos biolégicos dessa proteina na célula
incluindo sua relagdo com os niveis de lisina no
endosperma do grdo do milho.

Conclusoes

No presente trabalho foram identificadas

12 proteinas que interagem com dominios
especificos da proteina EF1a. Além disso, foi
demonstrado que essas interagdes nao ocorrem
da mesma forma com o segundo alelo (EF1a’)
mais abundante, indicando que esse pode ter
fungdes distintas na célula.
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