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Introducao

Uma proteina de grande interesse de estudo como parte da resposta a
estresses bioticos e abidticos é uma proteina com dominio Myb (L10-
interacting myb domain-containing protein - LIMYB). A tfamilia de proteinas
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Figura 1: Desenho esquematico

representativo da via antiviral mediada
por NIKI.

MYB possui uma distribuicdo diversa
entre os grupos de plantas e esta muito

v, | DEM caracterizada em Arabdopsis thaliana.

Uma caracteristica importante dessas
proteinas é a capacidade de se ligar ao
DNA, o que as torna importantes fatores
de regulacdao. LIMYB ¢é ativada mediante
a percepcao de diferentes estimulos pela
proteina NIK1, como a infec¢cdo por
Begomovirus e estresses abioticos. Como
resposta, LIMYB atua na repressao de
genes de  proteinas  ribossomais,
proteinas fotossintéticas e de fatores de
iniciacao da traducao.

Objetivos

Elucidar o mecanismo pelo qual a proteina LIMYB interage com o DNA
e demais componentes da via de sinalizacdo antiviral a partir da
purificacdo da proteina e de um ensaio de mudanca de mobilidade

eletroforética (EMSA).

Material e Método

O cDNA da proteina LIMYB inserido no vetor pDEST-17 foi usado para
transformar células competentes de E.coli, estirpe Rosetta (DE3). As
coldnias transtormadas foram inoculadas em 5 mL de meio LB liquido
com antibioticos de resisténcia (ampicilina e cloranfenicol). Apo6s atingir
OD 0,8, os in6culos foram tratados com IPTG (Isopropil P-D-1-
tiogalactopiranosideo) 0,8mM overnight a 30°C. As proteinas induzidas
foram aplicadas em gel de poliacrilamida, purificadas utilizando o
protocolo de purificacdo His-Tag em condi¢cdes ndo desnaturantes, e
confirmadas por Western Blot das amostras.

Resultados e Discussao
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Figura 2: Purificacao da proteina LIMYB. (A) Eletroforese em gel de
poliacrilamida. (B) Membrana de Western Blot, evidenciando a proteina
purificada com aproximadamente b55kDa. Marcadores de peso
molecular foram utilizados e a banda de 50kD foi evidenciada na figura
pela seta vermelha.

Conclusoes

A proteina foi purificada com eficiéncia e sera utilizada em ensaios de mudanca de mobilidade eletroforética nao radioativo (EMSA) a fim de
investigar a interacdo entre LIMYB e o DNA. Elucidar o mecanismo de agdo e as vias de sinalizacao em que a proteina LIMYB esta envolvida em
Arabdopsis thaliana pode tornar possivel que o conhecimento acerca dessa proteina possa ser expandido e aplicado em outros géneros e espécies de

plantas cultivaveis.
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