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ANÁLISE FUNCIONAL DA PROTEÍNA NSP EM PLANTAS TRANSGÊNICAS 
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O estudo das interações entre proteínas de Geminivírus e fatores do hospedeiro é importante na identificação dos mecanismos de infectividade, os quais bloqueados poderiam impedir o estabelecimento do vírus na planta. Recentemente, foi demonstrado por nossa equipe que a proteína viral NSP interage com um receptor transmembrana serina/treonina quinase, designado NIK. Com o objetivo de obter anticorpos contra NSP e duas versões truncadas do receptor NIK, denominadas KD-NIK e delta-KDNIK, bem como expressar o gene viral em plantas transgênicas, as regiões codificadoras dos referidos genes correspondentes foram amplificadas de forma a inserir uma extensão de nucleotídeos para recombinação específica com o vetor pDONR201, de acordo com o sistema Gateway. Em seguida, as seqüências foram transferidas para o vetor pDEST15, para a expressão de proteínas fusionadas à GST em E. coli estirpe BL21(DE3). Após a indução por IPTG, as proteínas quiméricas GST-NSP, GST-KD-NIK e GST-delta-KDNIK foram purificadas por cromatografia de afinidade em resina glutationa sepharose e usadas na imunização de coelhos. O título foi determinado por dot blot e, em seguida, procedeu-se à purificação da fração IgG, utilizando cromatografia de afinidade em resina de proteína A. Para a expressão do gene NSP em plantas, as regiões codificadoras do gene NSP dos geminivírus CaLCuV, TCrLYV e TGMV, previamente inseridas em pDONR201, foram transferidas por recombinação homóloga para o vetor binário pK7WG2, originando as construções pK7-NSPCL (CaLCuV), pK7-NSPTCr (TCrLYV) e pK7-NSPTM (TGMV). Essas construções foram utilizadas, com sucesso, na transformação de Arabidopsis thaliana, via metodologia de mergulho floral mediada por Agrobacterium tumefaciens. As plantas transgênicas da linhagem pK7-NSPCL foram caracterizadas quanto à expressão do transcrito NSP e estão sendo mantidas, juntamente com as outras linhagens, para obtenção de plantas homozigotas. Ensaios de infectividade estão sendo realizados com a linhagem transgênica pK7-NSPCL para avaliação da ação da proteína NSP durante a infecção viral. (CNPq) 

