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3. Resultados 

3.1. O sistema de varredura Duplo-Híbrido para detecção de 
interações entre o peptídeo Psd1 e as proteínas do fungo N. crassa 

 

Para identificar as proteínas do fungo, Neurospora crassa, capazes de 

interagirem diretamente com a defensina antifúngica de planta Psd1, foi utilizado 

o sistema de rastreamento por Duplo-Híbrido baseado no fator de transcrição 

GAL-4 em levedura. O peptídeo Psd1 serviu de “isca” para possíveis “alvos” 

intracelulares do fungo. Estas proteínas-alvos, capazes de interagirem fisicamente 

com o peptídeo Psd1, foram expressas de uma biblioteca de cDNA de N. crassa 

representativa do transcriptoma relativo a fase conidial do fungo. Esta biblioteca 

foi construída pelo FGSC empacotada em fago Lambda (λ) em vetor HybriZAP 

2.1, a qual foi convertida em uma bibioteca de plasmídeos pAD-GAL4-2.1 

contendo insertos (Yi) de cDNA do fungo N. crassa fusionados ao domínio de 

ativação da transcrição (AD – “Activation Domain”), do fator de transcrição 

GAL4, conforme descrito na seção 2.3 do “Materiais e Métodos”. 

A conversão da biblioteca de fago λ de cDNA de N. crassa no vetor 

HybridZAP-2.1 para uma biblioteca de fagemídeos em pAD-GAL4-2.1 

recombinantes foi realizada com a ajuda de um fago denominado “Helper”, 

contendo as proteínas necessárias para a excisão e empacotamento do plasmídeo 

pAD-GAL4-2.1 recombinante. A biblioteca de fagemídeos foi convertida em uma 

biblioteca ou “pool” de plasmídeos, utilizando-se a cepa E. coli XLORL. O fago 

“Helper” não pode crescer em bactéria XLOLR e estas células também são 

resistentes à infecção por fago λ, garantindo que não haja lise por algum fago λ 

residual.  

 O “pool” de plasmídeos representando uma biblioteca de cDNA de N. 

crassa em pAD-GAL4-2.1 foi obtido amplificando a biblioteca de “fagemídeos” 

em 500 mL de cultura de XLOLR em meio líquido LB na presença de ampicilina 
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e isolando-se o DNA plasmidial do pellet das células por lise alcalina (Vide 

Anexo 2 e 3 – Protocolo do Duplo-Híbrido). 

Os insertos de cDNA foram clonados nos sítios únicos EcoRI e XhoI do 

vetor  pAD-GAL4 2.1. Algumas colônias resgatadas em placa de agar LB-

ampicilina foram selecionadas randomicamente e seus DNAs isolados, 

prosseguindo a  análise do plasmídeo recombinante por digestão com as enzimas 

de restrição EcoRI e XhoI (Figura 7). Alguns plasmídeos recombinantes podem 

conter sítios EcoRI e XhoI dentro da seqüência de cDNA do inserto, evidenciando 

limitações do método, como demonstrado na penúltima coluna da Figura 7b, onde 

2.500 bp é a soma dos fragmentos encontrados. 
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Figure 7 - Análise por eletroforese em gel de agarose de plasmídeos pAD-Yi de colônias 

de XLOLR selecionadas randomicamente por ampicilina. Em (a) DNA plasmidial não 

digerido (1 a 6). Em (b) DNA plasmidial das colônias selecionadas em (a) de 1 a 6, 

digerido com as enzimas de restrição EcoRI e XhoI. 
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O plasmídeo “isca” foi construído pela fusão do cDNA da defensina de 

planta Psd1 com a seqüência do domínio de ligação (BD) ao DNA nos sítios 

únicos EcoRI e SalI do vetor pBD-GAL4 Cam. Primeiramente, a levedura YRG-2 

foi transformada com este plasmídeo “isca”, denominado pBD-Psd1.  

O plasmídeo “isca” foi digerido com EcoRI e SalI (Figura 8a), como 

também foi analisado por PCR com os oligonucleotídeos dos terminais N e C da 

Psd1 (Figura 8b), mostrando conter um fragmento com 150 bp, equivalente ao 

tamanho do gene codificando o peptídeo Psd1. 

Com o intuito de verificar se as células de levedura YRG-2 transformadas 

com pBD-Psd1 expressavam o peptídeo Psd1 com função ativa, um ensaio 

antifúngico contra o fungo N. crassa foi realizado em monocamadas de leveduras. 

Cresceram-se, então, monocamadas de células de levedura YRG-2 transformadas 

com pBD-Psd1 ou YRG-2 transformadas com pBD-WT (controle), em meio 

sólido adequado, em placa de Petri, e estas foram infectadas com conídios do 

fungo N. crassa na região central. Observou-se, na monocamada de células 

controle (Figura 8c), que o fungo espalhou-se radialmente por toda a placa, 

enquanto, na monocamada de células YRG-2 transformadas com o plasmídeo  

pBD-Psd1 (Figura 8d), o crescimento do fungo não ocorreu. As células YRG-2 

transformadas com o plasmídeo pBD-Psd1 ficaram protegidas da infecção com o 

fungo N. crassa, indicando a expressão do peptídeo Psd1 com função antifúngica 

ativa nestas células. 
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Figura 8 - Análise do plasmídeo “isca” pBD-Psd1 do sistema Duplo-Híbrido. 

Encarte (a) Por digestão com as enzimas de restrição EcoRI e SalI: Marcador padrão de 

50 bp (coluna 1)  e   fragmento EcoRI - SalI correspondendo ao cDNA da Psd1 (coluna 

2). Encarte (b) Por amplificação do DNA por PCR utilizando os iniciadores dos terminais 

5’ e 3’ da Psd1: Marcador padrão de 50 bp (coluna 1), produto de 150 bp do plasmídeo 

“isca” pBD-Psd1 (coluna 2), produto de 150 bp do plasmídeo pPIC9K-Psd1 (coluna 3 -

controle positivo) e com o vetor parental pBD-GAL4 (coluna 4 - controle negativo). 

Tamanho 150 bp está indicado nos encartes a e b. Encartes (c) e (d): Crescimento radial 

do fungo N. crassa em monocamadas de células YRG-2: Encarte (c) monocamada de 

células controle contendo o plasmídeo pBD-WT não expressam Psd1 e permitem o 

espalhamento radial do fungo. Encarte (d) monocamada de células YRG-2 contendo o 

plasmídeo “isca” pBD-Psd1 mostrou completo impedimento do crescimento do fungo, 

indicando a expressão do peptídeo Psd1 com função antifúngica ativa. 
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A levedura YRG-2, contendo os genes repórteres LacZ e HIS3, foi 

transformada simultaneamente com o plasmídeo pBD-Psd1 e a biblioteca de 

cDNA de N. crassa. Desta co-transformação resultaram aproximadamente 2 X 10
6
 

transformantes em meio SD
 
- Leu

-
 e Trp

-
. Ao testar a atividade da β-galactosidase, 

deve-se ter as colônias de leveduras organizadas para melhores resultados; assim, 

colônias foram repassadas para novas placas de meio SD
 
- Leu

-
 e Trp

-
, garantindo 

a presença dos plasmídeos “isca” e “alvo”, e em seguida, detectar a atividade da 

β-galactosidase como primeiro critério de rastreamento por Duplo-Híbrido por 

meio do ensaio em papel de filtro (Figura 9).  
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Figura 9 - Rastreamento de candidatos contendo a interação entre a proteína 

“isca” e uma proteína “alvo” medido pela expressão do gene repórter LacZ. 

Colônias de YRG-2 contendo os plasmídeos “isca” e “alvo”, em meio SD - Trp- e Leu-, 

foram analisadas para detecção da atividade da enzima β-galactosidase pelo ensaio em 

papel de filtro embebido com o substrato X-gal. Observa-se nesta placa, uma colônia 

azul contendo a interação. 
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Quinze colônias azuis foram detectadas pela expressão do gene repórter 

LacZ (Figura 10 - 1
o
 critério). Seguindo o segundo critério de detecção de 

interação proteína-proteína, estes quinze transformantes foram replaqueados em 

meio sólido SD - Leu
-
, Trp

- 
e His

-
, confirmando os quinze candidatos contendo 

interações fortes pela expressão do gene repórter HIS3 (Figura 10 – 2
o
 critério). 

Como explicado anteriormente, a expressão em baixos níveis do gene 

repórter HIS3 pode ocorrer na ausência de interação entre os domínios BD e AD 

do fator de transcrição GAL4, apontando outra limitação do método. Desta 

maneira, como terceiro critério de seleção, foram adicionadas variadas 

concentrações de 3-AT nas placas de meio SD
-
, Leu

-
, Trp

- 
e His

-
, com o objetivo 

de inibir o vazamento de expressão dado pelo gene repórter HIS3. Como mostrado 

na literatura, concentrações de 3-AT menores ou igual a 5 mM não apresentaram 

toxicidade para a levedura (Faure, J.D., Gingerich, D. e Howell, S. H., 1998; 

Ssoellick, T.R. et al., 2000; Ohkura, N. Et al., 2001). Apesar de concentrações 

maiores do que 5 mM inibirem o crescimento da levedura, na concentração de 15 

mM de 3-AT, pode-se distinguir crescimento mais intenso de algumas colônias 

em relação a outras (Figura 10 – 3
o
 critério). Interações mais fortes diferenciadas 

com 15 mM de 3-AT, tais como Y1, Y2 e Y15  estão listadas a seguir na Tabela 2. 

No entanto, este 3° critério não apresentou uma seleção bem definida, de modo 

que a análise dos quinze candidatos crescendo na condição de  5 mM 3-AT foi 

encaminhada para re-confirmação.  

Os plasmídeos “alvos” de cada candidato foram isolados da levedura YRG-

2 em quantidades suficientes para transformação em E. coli (Ver o protocolo do 

Duplo-Híbrido no Anexo 3). 

Para re-confirmar as interações, co-transformações individuais da levedura 

YRG-2 foram realizadas com os plasmídeos “isca” e cada um dos quinze “alvos” 

isolados separadamente, como quarto critério de detecção de interação proteína-

proteína. Estas leveduras, cada qual contendo um inserto alvo selecionado, foram 

crescidas em meio SD
-
, Leu

-
, Trp

- 
e His

-
 suplementado com 5 mM de 3-AT, 

seguido dos controles de interação positivo C1 e de interação negativo C2, como 

remarcado na figura 10 (4
o
 critério). 
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Figura 10 - Seleção de candidatos por rastreamento em sistema Duplo-Híbrido 

baseado em levedura. 1° critério: expressão do gene reporter LacZ  detectado por 

ensaio da atividade de β- galactosidase em papel de filtro embebido com o substrato X-

gal. Pequena imagem a direita mostra os controles: positivo (+) e negativo (-) para este 

ensaio. 2° critério: expressão do gene repórter HIS3 nas quinze colônias selecionadas 

pelo critério anterior. 3° critério: expressão do gene repórter HIS3 na presença de 5 mM 

e 15 mM de 3-AT. 4° critério: co-transformação de YRG-2 com o plasmídeo “isca” pBD-

Psd1 e cada um dos plasmídeos selecionados pAD-Yi (i = 1 a 15), seguidos dos 

controles de interação positivo (C1) e negativo (C2). 
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Insertos 

(cDNA) 

BLASTN 

 

e-value 
BLASTN 

BLASTX 

 

e-value 
BLASTX 

Localização 

da proteína 

Função da 

proteína 

Tamanho 

(aa) 

 

Y1 

 

nc004 196 

h20 

 

5.5e-53 

 

4nc448 

040 

 

0,14 

 

nuclear 

 

Cyclin 

F-box/WD-repeat 

 

1010 

 

Y2 

 

nc004 196 

h20 

 

1.1e-52 

 

4nc448 040 

 

0,15 

 

nuclear 

 

Cyclin 

F-box/WD-repeat 

 

1010 

 

Y3 

 

nc004 045 

i17 

 

2.6e-92 

 

29e8 260 

 

0,95 

 

nuclear 

 

Zn-finger 

like PHD finger 

 

948 

 

Y4 

 

nc004 196 

l23 

 

3.4e-49 

 

7nc605 250 

 

0,0064 

 

membrana 

 

desconhecida 

 

683 

 

Y5 

 

-
 

 

- 

 

2nc610 340 

 

0,97 

 

nuclear 

 

Uni-Zap clone 

A1H06NP5’ 

 

713 

 

Y6 

 

nc004 051 

f19 

 

0.00064 

 

3nc310 110 

 

0,15 

 

nuclear 

 

desconhecida 

 

103 

 

Y7 

 

nc004 196 

l23 

 

1.8e-48 

 

7nc605 250 

 

0,0064 

 

membrana 

 

desconhecida 

 

683 

 

Y8 

 

nc004 178 

m02 

 

1.0e-48 

 

1nc400 220 

 

0,05 

 

nuclear 

 

Similar a 

YGR280c 

 

369 

 

Y9 

 

nc004 125 

f22 

 

1.1e-32 

 

b16b8 350 

 

1,4e-23 

 

nuclear 

 

desconhecida 

 

587 

 

Y10 

 

- 

 

- 

 

-
 

 

- 

 

- 

 

 

- 

 

- 

 

Y11 

 

- 

 

- 

 

-
 

 

- 

 

- 

 

 

- 

 

- 

 

Y12 

 

nc004 017 

e03 

 

8.4e-26 

 

4nc570 330 

 

0,36 

 

nuclear 

 

Uni-Zap clone 

C1D03NP5’0.0 

 

518 

 

Y13 

 

- 

 

- 

 

-
 

 

- 

 

- 

 

 

- 

 

- 

 

Y14 

 

- 

 

- 

 

-
 

 

- 

 

- 

 

 

- 

 

- 

 

Y15 

 

nc004 196 

h20 

 

2.7e-39 

 

4nc448 040 

 

0,14 

 

nuclear 

 

Cyclin 

F-box/WD-repeat 

 

1010 

 

 

Tabela 2 - Os quinze candidatos selecionados pelo Duplo-Híbrido em estudo. Suas 

seqüências foram analisadas por MIPS WU-BLAST 2.0 Similarity Search against N. 

crassa databases (http://mips.gsf.de/cgi-bin/blast/blast_page?genus=Ncrassa). Traço (-) 

refere-se a nenhuma similaridade com seqüências de N. crassa. 
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Todos os quinze candidatos tiveram seus plasmídeos alvos isolados e 

sequenciados por Eton Biosciences Inc.. Suas seqüências foram analisadas por 

MIPS WU-BLAST 2.0 Similarity Search against N. crassa databases 

(http://mips.gsf.de/cgi-bin/blast/blast_page?genus=Ncrassa). 

Como mostrado na Tabela 2, onze candidatos selecionados pelo sistema 

Duplo-Híbrido em questão exibiram similaridades com seqüências de 

nucleotídeos e aminoácidos de N. crassa como analisado por BLASTN 

(nucleotídeo para nucleotídeo) e/ou BLASTX (nucleotídeo para proteína) nos 

bancos de dados de N. crassa por MIPS. Quatro candidatos não apresentaram 

similaridades com nenhuma seqüência de N. crassa, sendo descartados deste 

estudo. Nove seqüências dentre os onze candidatos selecionados apresentaram 

similaridades com proteínas nucleares da N. crassa. Os insertos de cDNA: Y1, Y2 

e Y15 (Tabela 2) mostraram serem seqüências muito próximas, repetindo três 

vezes o mesmo resultado da pesquisa do banco de dados da N. crassa dado por 

MIPS. Sendo identificada a mesma seqüência três vezes em um rastreamento por 

biblioteca em sistema Duplo-Híbrido, pôde-se inferir que a probabilidade deste 

candidato ser um falso positivo reduziu-se consideravelmente. 

A seguir, encontram-se os alinhamentos das três seqüências de cDNA Y1, 

Y2 e Y15 analisadas pelo programa LALIGN em pares: Y1 e Y2 com 98,4% de 

similaridade e Y1 e Y15 com 98,3% de similaridade, mostrando serem seqüências 

muito próximas e codificando a mesma proteína. 

 

 
ALINHAMENTO DAS SEQUÊNCIAS Y1 e Y2: 
 
 
       1                                                                                                                                                   60    
Y1  ACTGCGTTTACTTAAGCTTATGCACATATCCCGAGCCAGCAAGAGCAGGATAAAGAAGGA 
Y2  ACTGCGTT- ACTTAAGCTTATGCACATATCCCGAGCCAGCAAGAGCAGGATAAAGAAGGA 
 
      61                                                                                                                                                120    
Y1  CAAGAAGGAGCCTGTTGCCAACCAAGACCCCGTTTCTCCAAGTCTGGTACAAGGAAGGAT 
Y2  CAAGAAGGAGCCTGTTGCCAACCAAGACCCCGTTTCTCCAAGTCTGGTACAAGGAAGGAT 
 
     121                                                                                                                                               180    
Y1  AGTGAAGCCAAACAATAACAACATGCCCAGCAGTGACGATGGCCTGGAGCACAACAAAAT 
Y2  AGTGAAGCCAAACAATAACAACATGCCCAGCAGTGACGATGGCCTGGAGCACAACAAAAT 
            
     181                                                                                                                                               240    
Y1 CCAGAATGGCAAAGCCCCCAGGGATCCTGTGACTGAAAACTGTGTTCAGGGAGAGGAGAA 
Y2 CCAGAATGGCAAAGCCCCCAGGGATCCTGTGACTGAAAACTGTGTTCAGGGAGAGGAGAA 
 
     241                                                                                                                                               300    
Y1  GGAGAGCTCCAATGACTCCACCTCAGTCAGTGCTGTTGCCTCTAATATGAGAGATGATGA 
Y2  GGAGAGCTCCAATGACTCCACCTCAGTCAGTGCTGTTGCCTCTAATATGAGAGATGATGA 
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     301                                                                                                                                               360     
Y1  AATAACCCAGGATGAAAACACAGTTTCCACTTCCCTGGGCCATTCCAAAGATGAGAACTC 
Y2  AATAACCCAGGATGAAAACACAGTTTCCACTTCCCTGGGCCATTCCAAAGATGAGAACTC 
 
     361                                                                                                                                               420    
Y1  TAAGCAAACATGCATCAGAATTGGCACCAAGACCCCAAAAAGTGACTCATGTACCCCAAC 
Y2  TAAGCAAACATGCATCAGAATTGGCACCAAGACCCCAAAAAGTGACTCATGTACCCCAAC 
 
     421                                                                                                                                               480    
Y1  TAATACCACCGTGGAGGTAGTGGGGTCTTCAGGTCAGAATGGAGATGAAAAGCAGAATAT 
Y2  TAATACCACCGTGGAGGTAGTGGGGTCTTCAGGTCAGAATGGAGATGAAAAGCAGAATAT 
 
     481                                                                                                                                               540    
Y1  TGTAGCCCGCAAGATTGTGAAGATGACTAAGCAGCCTGCAAAAAAGAAGCCTCCTCCTTC 
Y2  TGTAGCCCGCAAGATTGTGAAGATGACTAAGCAGCCTGCAAAAAAGAAGCCTCCTCCTTC 
 
     541                                                                                                                                               600    
Y1  CCGGGAAAAGAAAGTCACCAGGACAATCTTGGCTATTTAATCTAGAGGGCCCGTTTAAAC 
Y2  CCGGGAAAAGAAAGTCACCAGGACAATCTTGGCTATTTAATCTAGAGGGCCCGTTTAAAC 
 
     601                                                                                                                                               660    
Y1  CCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCC 
Y2  CCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCC 
 
     661                                                                                                                                               720    
Y1  CGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGA 
Y2  CGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGA 
 
     721                                                                                                                                               780    
Y1  AATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGA 
Y2  AATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGA 
 
     781                                                                                                                                               840    
Y1 CAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCACGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCT - 
Y2 CAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTA 
 
     841                                                                                                                                               900    
Y1 TGGCTTCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGGGGCTCTAGGGGGTATCCC -ACGCGCCCTGTAG 
Y2 TGGCTTCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGGGGCTCTAGGGGGTATCCCCACGCGCCCTGTAG 

 
     901                                                                                                                                               960    
Y1 CGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAG 
Y2 CGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAG 
 
     961                                                                                                                                             1020   
Y1 CGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTT-CTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGGC 
Y2 CGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGG-C 

 
     1021                                                                                                                                           1080 
Y1  TTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGG 
Y2  TTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGG -TTCCGATTTAGTGCTT–ACGG 

 
     1081                                                                                                                                           1130     
Y1  CACCTCGACCCCAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAN- GG   ----  CATCGCCCTG 
Y2  CAC -TCGACCCCAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCCCGTAGTGGGGCCATCGCCCTG 
 
                                                       1151            
Y1  ATAGACGGTTTT --  CGCCCTT     
Y2  ATAGACGGGTTTTCCGCCCTT 
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ALINHAMENTO DAS SEQUÊNCIAS Y1 e Y15: 
 

 
       1                                                                                                                                                   60   
Y1    AACTGCGTTTACTTAAGCTTATGCACATATCCCGAGCCAGCAAGAGCAGGATAAAGAAGG 
Y15  AACTGCGTTTACTTAAGCTTATGCACATATCCCGAGCCAGCAAGAGCAGGATAAAGAAGG 
 
       61                                                                                                                                               120   
Y1    ACAAGAAGGAGCCTGTTGCCAACCAAGACCCCGTTTCTCCAAGTCTGGTACAAGGAAGGA 
Y15  ACAAGAAGGAGCCTGTTGCCAACCAAGACCCCGTTTCTCCAAGTCTGGTACAAGGAAGGA 
 
      121                                                                                                                                              180   
Y1   TAGTGAAGCCAAACAATAACAACATGCCCAGCAGTGACGATGGCCTGGAGCACAACAAAA 
Y15 TAGTGAAGCCAAACAATAACAACATGCCCAGCAGTGACGATGGCCTGGAGCACAACAAAA 
 
      181                                                                                                                                              240   
Y1   TCCAGAATGGCAAAGCCCCCAGGGATCCTGTGACTGAAAACTGTGTTCAGGGAGAGGAGA 
Y15 TCCAGAATGGCAAAGCCCCCAGGGATCCTGTGACTGAAAACTGTGTTCAGGGAGAGGAGA 
 
      241                                                                                                                                              300   
Y1    AGGAGAGCTCCAATGACTCCACCTCAGTCAGTGCTGTTGCCTCTAATATGAGAGATGATG 
Y15  AGGAGAGCTCCAATGACTCCACCTCAGTCAGTGCTGTTGCCTCTAATATGAGAGATGATG 
 
      301                                                                                                                                              360   
Y1     AAATAACCCAGGATGAAAACACAGTTTCCACTTCCCTGGGCCATTCCAAAGATGAGAACT 
Y15   AAATAACCCAGGATGAAAACACAGTTTCCACTTCCCTGGGCCATTCCAAAGATGAGAACT 
 
      361                                                                                                                                              420   
Y1    CTAAGCAAACATGCATCAGAATTGGCACCAAGACCCCAAAAAGTGACTCATGTACCCCAA 
Y15  CTAAGCAAACATGCATCAGAATTGGCACCAAGACCCCAAAAAGTGACTCATGTACCCCAA 
 
      421                                                                                                                                              480   
Y1   CTAATACCACCGTGGAGGTAGTGGGGTCTTCAGGTCAGAATGGAGATGAAAAGCAGAATA 
Y15 CTAATACCACCGTGGAGGTAGTGGGGTCTTCAGGTCAGAATGGAGATGAAAAGCAGAATA 
 
       481                                                                                                                                             540   
Y1    TTGTAGCCCGCAAGATTGTGAAGATGACTAAGCAGCCTGCAAAAAAGAAGCCTCCTCCTT 
Y15  TTGTAGCCCGCAAGATTGTGAAGATGACTAAGCAGCCTGCAAAAAAGAAGCCTCCTCCTT 
 
      541                                                                                                                                              600   
Y1    CCCGGGAAAAGAAAGTCACCAGGACAATCTTGGCTATTTAATCTAGAGGGCCCGTTTAAA 
Y15  CCCGGGAAAAGAAAGTCACCAGGACAATCTTGGCTATTTAATCTAGAGGGCCCGTTTAAA 
 
      601                                                                                                                                              660   
Y1    CCCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCC 
Y15  CCCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCC 
 
      661                                                                                                                                              720   
Y1    CCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGG 
Y15  CCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGG 
 
      721                                                                                                                                              780   
Y1   AAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGG 
Y15 AAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGG 
 
      781                                                                                                                                              840   
Y1   ACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCACGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTA 
Y15 ACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTA 
 
      841                                                                                                                                              900 
Y1   TGGCTTCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGGGGCTCTAGGGGGTATCCC-ACGCGCCCTGTAG 
Y15TGGCTTCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGGGGCTCTAGGGGGTATCCCCACGCGCCCTGTAG 
 
      901                                                                                                                                              960   
Y1   CGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAG 
Y15 CGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAG 

 
       961                                                                                                                                           1020   
Y1    CGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTT 
Y15  CGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGC -ACGTTCGCCGGCTT 

 
      1021                                                                                                                                          1080           
Y1     TCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTT- ACGGCA 
Y15   TCCC –GTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGG –TTCCGATTTAGTGCTTTACGGCA 
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      1081                                                                                                                                          1140       
Y1   CCTCGACCCCAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTANGG –  CATC -GCCCTGATAGA 
Y15  C-TCGACCC  -- AAAACT- GAT-A – GGTGATGAT -CACGTATGGGCCATCCGCCCTGA-AGA 
 
      1141                                                  1164 
Y1     CGGTTTTCGCCCTTGACGTTGG -AGT 
Y15   CGGTTTTCGCCCTTGACGTTGGGAGT 
 

 
 

 
Ao pesquisar por homologias de seqüência em N. Crassa MIPS BLAST 

nucleotídeo para nucleotídeo, teve-se o seguinte resultado para a seqüência Y1, 

similar também às seqüências Y2 e Y15: 

 
>nc004_196_h20.q1ca.exp 
        Length = 793 
 
  Plus Strand HSPs: 
 
 Score = 1278 (197.8 bits), Expect = 5.5e-53, P = 5.5e-53 
 Identities = 264/269 (98%), Positives = 264/269 (98%), Strand = Plus / Plus 
 
Query:  
888 ACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCG 
947 
 
Sbjct:  
524 ACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCG 
583 
 
 
Query:  
948 CTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCA 1007 
 
Sbjct:    
584 CTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCA 643 
 
 
Query:    
1008CGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTA 
1067 
 
Sbjct:    
644 CGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTA  703 

 
 
Query: 
1068 GTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTA-NGG-- C 1127 
 
Sbjct:    
704 GTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGNGGGCC 763 
 
 
 
Query:   1128 ATCGCCCTGATAGACGGTTTT-CGCCCTT 1156 
 
Sbjct:       764 ATCGCCCTGATAGACGGTTTTTCGCCCTT 792 
 
 

 

 

 

DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0220930/CA



 65 

O BLASTX da seqüência de nucleotídeos, listada acima, em N. Crassa 

MIPS BLAST nucleotídeo para proteína, apresentou similaridade com maior 

número de probabilidade e identidade à seqüência, codificando a proteína dada 

por Whitehead code NCU04540.1/ 4nc448_040 (seqüências disponíveis em: 

http://mips.gsf.de/genre/proj/ncrassa/Search/sequence_view_nc_cgi.jsp?entry=4n

c448_040).   

Este resultado, como mostrado a seguir, apresentou 54% de similaridade em 

46 aminoácidos (e-value BLASTX = 0,15) com uma proteína nuclear pertencente 

à família das ciclinas, com domínio F (F-box) e domínio de repetições dos 

aminoácidos triptofano e aspartato  (WD-repeat), cuja função está relacionada ao 

ciclo celular. 

 

 

DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0220930/CA



 66 

 

 

 

 

DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0220930/CA



 67 

 

 

DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0220930/CA



 68 

 

 

 

 

DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0220930/CA



 69 

 

 

 

 

DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0220930/CA



 70 

 

 

 

 

DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0220930/CA



 71 

 

 

 

 

DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0220930/CA



 72 

Como mostrado acima, a análise BLASTX de núcleotídeo para proteína 

apresentou a possibilidade de homologia com outras proteínas de tamanho menor 

do que a ciclina F (código do MIPS: 4nc448_040) e com “e-values” mais altos. 

Os insertos de cDNA Y1, Y2 e Y15 mostraram ter o mesmo tamanho, em 

torno de 3 Kb  (Figura 11), como esperado para a seqüência de nucleotídeos de 

3033 bp da ciclina F 4nc448_040, aumentando a probabilidade de Y1, Y2 e Y15 

representarem a seqüência 4nc448 040 (Disponível em: 

http://mips.gsf.de/genre/proj/ncrassa/singleGeneReport.html?entry=4nc448_040).  

A análise de seqüências homólogas pelo banco de dados SIMAP 

(Disponível em: 

http://mips.gsf.de/genre/proj/ncrassa/singleGeneReport.html?entry=4nc448_040) 

mostrou similaridades desta ciclina F de N. crassa 4nc448_040 (MIPS) com 

outras ciclinas F de mamíferos, como listado a seguir: 53,99% similaridade 

(35.80% identidade) com a proteína humana Q9Y297 (Uniprot), 53.8% 

similaridade (35.85% identidade) com Cannis familiaris XP_861929 (NCBI) e 

53.99% similaridade (35.81% identidade) com Bos taurus XP613703 (NCBI). 
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Figura 11 - Análise por eletroforese em gel de agarose dos plasmídeos contendo 

os insertos de cDNA Y1, Y2 e Y15 selecionados pelo Duplo-Híbrido em estudo. 

Plasmídeos pAD-Yi (i = 1, 2 e 15, respectivamente) digeridos com EcoRI e XhoI (colunas 

1, 2 e 3). DNA não-digerido (colunas 1’, 2’ e 3’). Fragmentos EcoRI - XhoI encontrados 

em Y1 (1),  Y2 (2) e Y15 (3) de aproximadamente 3Kb. Plasmídeo parental pAD-GAL4 2.1 

(aproximadamente 7,7 Kb). 
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Dois outros candidatos selecionados pelo sistema Duplo-Híbrido em estudo, 

Y4 e Y7 (Tabela 2), tiveram 99,5% de alinhamento entre suas seqüências de cDNA 

dado pelo programa LALIGN. 

Ao pesquisar por homologias de seqüência em N. Crassa MIPS BLAST, 

nucleotídeo para nucleotídeo, teve-se o seguinte resultado para as seqüências Y4 e 

Y7: 

 
>nc004_196_l23.q1ca.exp 

        Length = 796 
 
 Score = 1194 (185.2 bits), Expect = 3.4e-49, P = 3.4e-49 
 Identities = 262/279 (93%), Positives = 262/279 (93%), Strand = Plus / Plus 
 
Quer 872 GGCTCTAGGGGGTATCCCCACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTG 931 
Sbjct: 256 GCCTGAATGGCGAATGCG-ACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTG 314 
 
Query  932 GTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTC 991 
Sbjct:   315 GTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTC 374 
 
Query: 992 TTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCA-GCTCTAAATCGGGGGCTC 1050 
Sbjct:   375 TTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTC 434 
 
Query: 1051 CCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCAC-TCGACCCC –AAAAACT -GATTAGG-T 1106 
Sbjct:    435 CCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCNAAAAACTTGATTAGGGT 494 
 
Query: 1107 GATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCC-TGAAAAGACGGT 1144 
Sbjct:     495 GATGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCCTGATA-GACGGT 532 
 
 

 

Como mostrado a seguir, o BLAST da seqüência de nucleotídeos Y4 e Y7 

em N. Crassa MIPS BLAST nucleotídeo para proteína, apresentou similaridade 

com a proteína hipotética 7nc605_250: 

 

Length [aa]                    685 

Molecular weight [Da]          74733,4  

Isoelectric point              11,2 

Manually edited                no 

Classification                 no similarity to known protein 

Contig name                    LGIV:7nc605 

Position                           [85870] 85870-87343, 87410-87735, 87804-88061 

[88061] 

GC content [%]                 58,2 

Target                                     Mitochondrial (signal sequence 115aa) 

PSORT_Localisation              plasma membrane 

Whitehead_code                     NCU05798.1 
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A seqüência Y7 apresentou 61% de similaridade em 39 aminoácidos (e-

value BLASTX = 0,0064) com uma proteína hipotética localizada na membrana 

citoplasmática do fungo contendo uma seqüência sinal de 115 aminoácidos para 

localização mitocondrial. Esta interação, detectada duas vezes, também reduz a 

probabilidade de falso positivo e poderá ser reconfirmada futuramente em sistema 

Duplo-Híbrido baseado em membrana. 

Outros candidatos detectados pelo sistema Duplo-Híbrido em questão, Y3, 

Y5, Y6, Y8, Y9 e Y12 listados na Tabela 2, apresentaram similaridades com 

proteínas nucleares da N. crassa. 

A seqüência Y3, contendo a maior probabilidade de similaridade às 

seqüências de nucleotídeos de N. crassa nesta análise (e-value BLASTN = 2.6e-

92), apresentou um ruído muito alto, com valor esperado 0,95, como resultado do 

MIPS BLASTX, de nucleotídeo para proteína. Esta seqüência apresentou 

homologia com uma proteína nuclear desconhecida contendo um domínio do tipo 

“Zn-finger-like”, que está envolvida em interações com ambas as moléculas de 

RNA e DNA (Ver Anexo 5). 

A seqüência Y9 apresentou como resultado do MIPS BLASTX, de 

nucleotídio para proteína, o maior valor esperado (e-value BLASTX = 1.4e-23) 

com 100% de homologia em 55 aminoácidos. Esta seqüência representou uma 

proteína nuclear hipotética cuja função ainda não foi classificada (Ver Anexo 6). 

A seqüência Y8 apresentou 41% de similaridade em 131 aminoácidos (e-

value BLASTX = 0,05), com uma proteína nuclear com função molecular 

desconhecida homóloga à proteína YGR280c do Saccharomyces cerevisiae, 

contendo um domínio “G-patch” de interação com a molécula de RNA (Ver 

Anexo 7). As seqüências Y5 e Y12 representaram proteínas nucleares também com 

função molecular desconhecida, mas que já foram encontradas em clones de 

bibliotecas Uni-Zap da Stratagene. 

Observa-se que a maioria dos candidatos detectados pelo sistema Duplo-

Híbrido em questão codifica para proteínas nucleares (Tabela 2). Para acumular 

evidências do possível envolvimento da defensina de planta Psd1 com o núcleo, 

resolveu-se então observar se o peptídeo Psd1 poderia estar localizado no núcleo 

das células. 
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3.2. Análise por microscopia de fluorescência do peptídeo Psd1 e do 
núcleo de F. solani  

Para verificar in vivo a permeabilização do peptídeo Psd1 e sua localização 

no núcleo, os compostos fluorescentes FITC (cor verde) e DAPI (cor azul) foram 

utilizados para localizar o peptídeo Psd1 e os núcleos respectivamente. O fungo F. 

solani foi utilizado neste experimento, por já existirem protocolos anteriores 

estabelecidos para este organismo (Cabral, K.M., 2003). De fato, as experiências 

por microscopia confocal haviam demonstrado que Psd1 conjugado com FITC era 

internalizado em hifa de F. solani, que não sofreram ruptura da membrana do 

fungo. Sabe-se que pequenas quantidades da ordem de 10 µg mL
-1

 do peptídeo 

Psd1 foram necessárias para a inibição de 50% do crescimento de ambos os 

fungos N. crassa e F. solani, mostrando a alta sensibilidade destes fungos ao 

peptídeo Psd1 (Almeida, M.S. et al., 2000). 

Na Figura 12, imagens por microscopia de fluorescência em campo 

específico foram capturadas separadamente para os fluoróforos FITC e DAPI em 

tempos curto (3 min) e longo (5 horas) de exposição do fungo F. solani com Psd1 

conjugado a FITC. Em seguida, os núcleos foram marcados com DAPI por 5 min. 

Como demonstrado anteriormente, o peptídeo Psd1 conjugado a FITC 

internalizou nas hifas de F. solani (Figura 12 – coluna 1). Por outro lado, o 

composto fluorescente DAPI revelou a posição de inúmeros núcleos presentes 

dentro das hifas do fungo F. solani (Figura 12 - coluna 2). As imagens de 

fluorescência foram superpostas e a localização do peptídeo Psd1 conjugado a 

FITC nos núcleos das hifas foi detectada (Figura 12 – coluna 3). Este resultado 

mostrou que o peptídeo Psd1, ao entrar na hifa, é direcionado para e localizado 

nos núcleos. 
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Figura 12 - Análise por microscopia de fluorescência do peptídeo Psd1 conjugado 

a FITC e dos núcleos de F. solani marcados com DAPI. Hifas foram incubadas por 3 

min ou 5 horas com 20 µM de Psd1-FITC (coluna 1 - marcação verde), em seguida, fez-

se o tratamento com DAPI por 5 min para visualizar os núcleos (coluna 2 - marcação 

azul). Co-localização do peptídeo Psd1 com os núcleos do fungo (coluna 3 - setas 

brancas). Barras brancas representam 50 µm (colunas 1 e 2)  e 10 µm (coluna 3). 
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3.3. Expressão da proteína Y1 marcada com GST em E. coli 

A seqüência denominada Y1 com similaridade a proteína nuclear ciclina F 

de N. crassa 4nc448_040, detectada por rastreamento pelo sistema Duplo-

Híbrido, foi escolhida para estudo subseqüente.  

Primeiramente, construiu-se o plasmídeo pGEX-Y1 transferindo o inserto 

cDNA Y1 contido nos sítios EcoRI e XhoI do plasmídeo pAD-Y1 para o vetor 

pGEX-4T-1. O peptídeo GST de peso molecular 27 kDa, dado pelo vetor de 

expressão pGEX-4T-1, é utilizado para fusionar a proteína de interesse Y1 após 

indução de sua expressão por IPTG em pGEX-Y1. A realização do experimento 

de “GST- pull down” exige a utilização de proteínas híbridas ao peptídeo GST de 

forma a se ligarem em matriz de Gluthatione Sepharose 4B, como descrito na 

seção 2.9 em “Material e Métodos”.  

A construção pGEX-Y1 foi confirmada por digestão com as enzimas de 

restrição EcoRI e XhoI, como mostrado na Figura 13, por eletroforese em gel de 

agarose 1%. Em seguida, a proteína Y1 híbrida à “cauda” GST foi produzida com 

a adição de IPTG por 2 horas em E. coli BL-21(DE3) pLysS.  

As proteínas totais sintetizadas neste sistema de expressão foram analisadas 

por eletroforese em gel de poliacrilamida como descrito na seção 2.10 em 

“Material e Métodos”.  

A Figura 14 representa o perfil eletroforético das proteínas sintetizadas por 

E. coli BL-21(DE3) pLysS durante zero horas (Figura 14 – coluna 1) e duas horas 

(Figura 14 – coluna 2) de expressão na presença de IPTG. Nesta figura, pode-se 

observar um único polipeptídio de peso molecular de aproximadamente 138,5 kDa 

(Figura 14 – coluna 2) que não foi detectado tanto no controle de zero horas 

(Figura 14 – coluna 1) como também em E. coli transformada com o vetor 

parental pGEX-4T-1 (Figura 14 – coluna 4). O peso molecular da proteína ciclina 

F 4nc448_040 é de 111,481 kDa, somado ao peso molecular da cauda GST (27 

kDa), resulta em um polipeptídio de peso molecular aproximadamente 138,5 kDa, 

como o observado. 

 

 

 

 

DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 0220930/CA



 80 

 

 

 

 

 

 

Figura 13 - Confirmação da presença do inserto de cDNA EcoRI-XhoI do candidato 

Duplo-Híbrido Y1 clonado no vetor pGEX-4T-1. Análise por eletroforese em gel de 

agarose 1% do DNA plasmidial digerido com EcoRI e XhoI (coluna 1) e não-digerido 

(coluna 2). À esquerda, marcação equivalente a 3Kb referente ao padrão de 1Kb (S). 
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Figura 14 - Expressão do candidato Duplo-Híbrido Y1 marcado com GST em E. coli. 

Controle negativo zero horas de indução com IPTG (coluna 1), duas horas de expressão 

na presença de 1 mM de IPTG (coluna 2), duas horas de expressão na ausência de 

IPTG (coluna 3)  e duas horas de expressão do vetor parental pGEX-4T-1 na presença 

de 1 mM de IPTG (coluna 4). A pequena seta aponta a proteína Y1 marcada com GST, 

de aproximadamente 138,5 kDa. 
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3.4. Verificação in vitro da interação entre Psd1 e o candidato Y1 

A seqüência de nucleotídeos da defensina de planta Psd1 foi transferida do 

plasmídeo pBD-Psd1 para os sítios únicos EcoRI and SalI do vetor de expressão 

pCITE-4a(+) e o peptídeo Psd1 marcado com metionina L radioativa -[
35

S] foi 

expresso em sistema TNT de transcrição e tradução acoplados de lisado de 

reticulócito de coelho como descrito na seção 2.8 em “Material e Métodos”. O 

controle de expressão positiva suplementado com o sistema foi o gene da 

Luciferase (Figura 15). Este experimento foi um primeiro teste a fim de 

certificarmo-nos se o sistema TNT de transcrição e tradução acoplados de lisado 

de reticulócito de coelho estava funcionando e o peptídeo Psd1 era expresso de 

pCITE-Psd1 radioativo. 

A confirmação in vitro da interação Psd1-Y1 foi realizada por ensaio de 

“GST-pull down”. A matriz de Gluthatione Sepharose 4B foi incubada com o 

produto do sistema de expressão em E. coli BL-21(DE3) pLysS contendo a 

proteína Y1 fusionada a GST ou o peptídeo GST controle para em seguida ser 

incubada com o sistema TNT de expressão contendo o peptídeo Psd1 marcado 

com metionina L[
35

S]. Após extensivas lavagens, o complexo protéico ligado a 

matriz foi eluído por desnaturação e separado por eletroforese em gel de 

poliacrilamida na presença de SDS, conforme seção 2.10 do “Material e 

Métodos”. O resultado da exposição do gel ao filme de auto-radiografia é 

mostrado na Figura 16. Este experimento de co-purificação por “GST – pull 

down” confirmou in vitro a interação detectada in vivo no experimento do Duplo-

Híbrido entre o peptídeo Psd1 e o candidato Y1, cuja seqüência apresentou 

homologia com a proteína de N. crassa ciclina F relacionada ao controle do ciclo 

celular (Figura 16 – coluna 2 (+)). O peptídeo Psd1 não interagiu com a cauda 

GST controle, como mostra a ausência de marcação radioativa na coluna 3 (-) da 

figura 16. Pela primeira vez foi detectada in vitro a interação entre uma proteína 

intracelular com a defensina de planta Psd1. 
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Figura 15 - Auto-radiografia das proteínas Luciferase e Psd1, sintetizadas em 

lisado TNT de reticulócito de coelho, sob controle do promotor T7 com [
35

S]-

metionina. Análise por eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de SDS e 

exposição do gel ao filme de auto-radiografia dos produtos radioativos sintetizados pelo 

sistema TNT na presença dos plasmídios: controle (Luciferase – 61,5 kDa) ou pCITE-

Psd1 (Psd1- 5 kDa). 
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Figura 16 - Ensaio de co-purificação por “GST pull-down”. 10% “input” do peptídeo 

Psd1 marcado com metionina-[35S] pela expressão em lisado TNT de reticulócito de 

coelho sob controle do promotor T7 (coluna 1). A interação in vitro entre o peptídeo Psd1 

radioativo e a proteína Y1 fusionada a GST (coluna 2 – sinal positivo) ou GST puro como 

controle negativo (coluna 3). 
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3.5. Psd1 afeta o ciclo celular medido por migração nuclear 
intercinética em neuroblastos da retina de ratos neonatos 

Dos resultados apresentados com o sistema Duplo-Híbrido em estudo, 

foram encontradas proteínas nucleares da N. crassa, alvos da defensina de planta 

Psd1, sendo destacado para estudo um dos candidatos do Duplo-Híbrido, uma 

proteína relacionada ao ciclo celular, a ciclina F. Dados da literatura mostram que 

a expressão da ciclina F humana ocorre em levedura durante a passagem do ciclo 

celular entre as fases S/G2/M. (Bai, C., Richman, R. e Elledge, S.J., 1994; Arooz, 

T. et al., 2000). Com o objetivo de avaliar se a Psd1 tem influência sobre o ciclo 

celular durante este período S/G2/M, a retina de rato em desenvolvimento foi 

tratada com diversas concentrações de Psd1 por 3 horas. A duração das transições 

de fases S/G2/M leva, no total, aproximadamente 3 horas, na retina de ratos 

neonatos. Assim, o tratamento com o peptídeo Psd1 por 3 horas permite a 

passagem dos núcleos da fase S através de G2, parando em M ao alcançar a 

margem mais externa da NBL, como descrito na seção 2.11 em “Material e 

Métodos”. Os núcleos marcados com BrdU que alcançaram o terço externo da 

NBL são considerados migratórios (Fragel-Madeira, L.,2000; Hayes, N.L. e 

Nowakowski, R.S., 2000). 

A ausência de núcleos no terço externo da NBL, após as três horas de 

tratamento com a Psd1, demonstrou que o peptídeo Psd1 foi capaz de inibir a 

migração nuclear intercinética e, conseqüentemente, o progresso do ciclo celular, 

bloqueando a transição da fase S para a G2 (Figura 17, comparar a com b). A 

propriedade de migração nuclear intercinética mostrou-se dependente da dose do 

peptídeo Psd1 adicionada. A concentração de 80 µg mL
-1

 de Psd1 inibiu a 

migração de 50% dos núcleos marcados com BrdU ao longo do terço externo da 

NBL (Figura 17c).  

Como a indução de morte celular implica na redução do número de células 

que incorporaram BrdU durante a fase S, quantificou-se o total de núcleos 

marcados com BrdU tanto no grupo de explantes controle como no tratado com 

Psd1. Não foi detectada diferença entre os números totais de núcleos do grupo 

controle e tratado com Psd1, como pode ser constatado na Figura 18 (comparar A 

com B), com uma visão de um campo maior. 
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Figura 17 - A migração nuclear intercinética ao longo da camada neuroblástica 

(NBL) na retina de rato em desenvolvimento. Na ausência (a) ou na presença (b) de 

80 µg mL-1 de Psd1. Imunohistoquímica usando anticorpo anti-BrdU demonstrou que,  na 

ausência de Psd1 (a), os núcleos procederam em direção a zona mais externa da NBL 

(setas pretas indicando núcleos na base inferior da figura a). Enquanto, na presença de 

Psd1 (b), a migração nuclear intercinética foi inibida quando núcleos encontravam-se na 

transição de fase de S para G2. NBL está indicada por uma barra branca em (b). Em (c), 

a migração nuclear intercinética mostrou-se dose dependente do peptídeo Psd1 como 

medido pela fração de núcleos marcados com BrdU que migraram para o terço mais 

externo da NBL. Inibição de 50% foi estimada na presença de 80 µg mL-1 de Psd1. 
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Figura 18 - Visualização da NBL com aumento de 40x. O número total de núcleos nos 

dois grupos, não-tratados (A), e tratados (B), com 80 µg mL-1 de Psd1, permanece 

constante. Não foi detectado perfil apoptótico. 
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