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Material and Methods

DNA manipulation and plasmid constructions
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Table 1. List of the different APMoV CP22 and CP42 constructs, range of amino acid
deletions, primer pairs used and annealing temperature and length of the correspond-
ing PCR-amplified product.

Plasmid Deletion Primer oC bp

p9CP22 None CP22F - CP22R 68 591
p9CP42 None CP42F - CP42R 67 1161
p9CP42�N29 �M1A28 N29 - CP42R 50 1034
p9CP42�N160 �M1P160 N160 - CP42R 50 681
p9CP42�N267 �M1A266 N267 - CP42R 50 360
p9CP42�N330 �M1V229 N330 - CP42R 50 171
p9CP42�N29�C57 �M1A28 �V330Q386 N29 - C57 50 903
p9CP42�N267�C57 �M1A266 �V330Q386 N267 - C57 50 189
p9CP42�C57 �V330Q386 CP42F - C57 50 990
p9CP42�C120 �M267Q386 CP42F - C120 50 801
p9CP42�C217 �T161Q386 CP42F - C217 50 510
p9CP42�C358 �R30Q386 CP42F - C358 50 87
p10CP22 None CP22F - CP22R 68 591
p10CP42 None CP42F - CP42R 67 1161



414

Braz J Med Biol Res 35(4) 2002

M.S. Vidal and R. Margis

����
���	�����%!�
���	����
��
�
��	
�������!
��	��
�	��	����45$:�	�
B7E���7��
	�#����!
�	���	� �:��+"���"� ��� ��������� ��� ����
�
��
�
��	
������	�����+"���
�
�� 
	����

!
������+"1�������+"%������ ������	�
B7
�������7��
���	
��������
��	
���
�	��	��������!
�����
����
	�������45$:#����7��
���	
�����!

�����	�����2���������
�������	����"����
!
�����������	��	�	����!	��

���������+"#�7�
���� 	����� ����	���	
���� 	��� ������ ��+"
����	
���
�	��	�� ����������	��	����!	��

!
�������	���4�?+�6&�!�
��
�����
�
������!
��	�
���45$:#

Yeast transformation

$�������	��	��
��B18��F��$������*!'"�
���*!"..�� ���"!�.��� 
��"!-.��� ����!:.��

��"*���"�� ��
+!'+"�� ��
-.!'*-�� ?G�"<<
4�?����!4�?�����!B7�*� 3%�*<<4�?+
��8!
�����!�G������!
��HI�� �
������	�
��
	 �� �����	��� ������ ����*� ���� 
��H���  ��
�����
������	 �!����
�����	�
���������#�$����!
���
�	
��� ��� ����	�  
	�� 	��� �45$:� ���
�4�6�.�����	���	�� ���������
����������
!
�����������
������:�#�$�������
��������� ���
���	��� ��	�� ����	� ������	� �����	
���
��
�
���)
��� 	���	������ ���� ����
��� ��6!J!?�
����	��	
���	���	�������
�	
������
�
��������
���)
���	���	�����������
��������
�	
�
�����6!
J!?!B�� ���� 	��	
���������	��	
����������!
	�
�!���	�
��
�	����	
���#�$������
	
�������!
�
��� ������	�
�������
������	
������	�����!
	���"������������ 	������	�������

		���	�

�����	�
����	���� 	������
	
������������!
	
������	������	�
�
���
������
���������	��!
	
������� *!�$� �*!�

��!��"�+!	�
�=����#�$�
	��	� 	��� 	������	
��	
��� ������	��
�	
��� ��
�������45$:!��+"�����	���	����6� 
	�!
��	�	���	������ �����������	������!�����	
��
���	����
��
�
������6����)
���	���	�����
�����
�	
�
��� �����������	��������	
���
�!
�
�
#

ß-Galactosidase assays

$ ���
������	�
�	�������
��� ���������	�

������	��
��H�������,�����
���
��B18������	
�����#� $��� �
��	� ����
�	�� ��� ����=
��� ������
�
�	���
���
2�
���
	����������� ������
�����	
��
 
	��K!4���
��H���������(.�
��&��B�A���+.

��&�B��A����.�
��D������
�����A��
�B�8#.��'.�
��L!
�����	��	�����������.#*

�E
��K!4������������E �
	��������
��#�$��
������� ���������  ��� 	��� �
2�
�� ���	���� L!
�����	��
�����������������������
���
��H����!
�����".�#�$���L!�����	��
�������	
�
	��������	

��������	
����������=�!���!	�� ��
����	��������
 ��� 
�������� ��
��� �!�
	��������!L!6!
�����	��������
����A&�4���������	��	�#�A��
L!�����	��
�������
	�
�����
�������	����
���	
�����=�
������������	���������=����C
�����
A&�4�	���!�
	�������������6!�����	�������


��	���"��#

Computer-assisted analysis of protein
secondary structure

$�����������+"�4��5��)�������
��
��
����
��?�("*:#�$���������������	������!
������� ���� 	��	
���� �	���	����  ���� ����
��
��	���
���	���� 
��!����������������)���
�""��  �
��� ����
���� ����
�	
���� ������ ��
	����������������
������ 
	����2���������
���	�
������ )�� �� �	���	���� ���� 
�	����	��
	���J��	!7������	���J��	!����)����	 ����
�"*�#

Results and Discussion

Analysis of interaction between the APMoV
coat proteins

$���
�	�����	
������	�������	�	 �!����
�
���	�
�
���
�������������������� ������,!
�
	
�������
�
�
	
��������
��������
�����	��!

����"+�#�7��	���������	��	����� ����	���	�	�

���	
���	�����
�
����������
��������	������!
�
����
�	����	
������	 ����	��������������
��+"�����	����
������""��1
����������
��
	��� 	 �!����
�����	�
��"+�#�5�	�������
���	� ���	�
�� ������  ���� ������� 
�	�� 	��
�45$:������4�6�.����	����	����������	��
����������
����:��+"���:��""����.��+"



415

Braz J Med Biol Res 35(4) 2002

APMoV coat protein transcriptional activation

������.��""�����	���	�#�>�������	���������!


�������	���������	
��� 
��!	���������
���	����	�
��������	��	����!	��

�������	��
4�?+�6&�!�
��
�����
�
��
��	����45$:
���	�������	��	���4�?+�	������
�	
�����	
��!
	
�����
�
��
���4�6�.���-�#
$��� 	��	
��� ��� ����� ����	���	� ���� ����!

	������	
��	
�����������	
�����������	�������

Figure 1. Schematic representa-
tion of APMoV RNA-2 with poly-
protein-P2 functional domains
(MP, CP42 and CP22). A detail
predicted of CP42 secondary
structure is reproduced above
the amino-terminal (�N) or car-
boxy-terminal (�C) deletion mu-
tants. Boxes correspond to the
relative position of each CP42
mutant drawn in a proportional
scale to the wild-type CP42. The
two ß-sheet structures flanking
the loop with putative relevance
to coat protein transactivation
are in gray. VPg, virus-encoded
peptide.

Table 2. Analysis of APMoV CP42 and CP22 yeast transformants and co-transformants growing in different
sets of selective media.

Plasmid SD mediuma ß-Galactosidase assayb

-W -W-H -L -L-H -W-L -W-L-H

pGAD10 96; 152 0; 0 w
p10CP42 200; 100 0; 0 w
p10CP22 208; 250 0; 0 w
pGBT9 88; 256 0; 0 w
p9CP42 100; 300 80; 104 B
p9CP22 50; 296 0; 0 w
p9CP22/p10CP42 26; 20 0; 0 w

aUpper and lower values of the number of colonies obtained in three independent assays.
bß-Galactosidase activity in qualitative filter assays. “w” corresponds to normal yeast colony color and “B”
corresponds to blue colonies with ß-galactosidase activity.
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Localization of the transcription activation
sequence in the APMoV CP42
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Figure 2. Transactivation of the His3 reporter gene by GAL4 DNA-binding domain-CP42
fragment fusion proteins. Transformed HF7c yeast cells were grown on selective medium
lacking tryptophan (SD-W), lacking tryptophan and histidine (SD-W-H), and lacking tryp-
tophan and histidine and supplemented with 75 mM 3-amino-1,2,4-triazole (3-AT) (SD-W-H
+ 75 mM 3-AT). Samples: A) HF7c; B) pGBT9; C) p9CP42; D) p9CP42�C12; E) p9CP42�N267
and F) p9CP22.

Table 3. Analysis of the transactivation properties of APMoV CP42 and CP42 deletions.

SD mediuma

Plasmid ß-Galactosidase assayc

-W -W-H +3-ATb

HF7c - - - 0.33 ± 0.03

pGBT9 1768; 900 0; 0 0.70 ± 0.01

p9CP42 1998; 1155 105; 120 ++ 2.63 ± 0.20

p9CP42�N29 1600; 865 0; 0 nd

p9CP42�N160 1200; 970 0; 0 nd

p9CP42�N267 952; 918 292; 150 ++ 1.98 ± 0.02

p9CP42�N330 895; 768 0; 0 nd

p9CP42�C12 2000; 997 100; 103 ++ 1.91 ± 0.09

p9CP42�C57 1568; 1200 0; 0 nd

p9CP42�C120 1200; 1168 0; 0 nd

p9CP42�C217 1700; 1003 0; 0 nd

p9CP42�C358 998; 670 0; 0 nd

p9CP42�N29�C57 904; 899 0; 0 nd

p9CP42�N267�C57 1064; 978 0; 0 nd

aUpper and lower values of the number of colonies obtained in three independent
assays.
bResults obtained by plating transformed yeast onto selective media (SD-W-H) con-
taining 3-AT.
cUnits of ß-galactosidase activity. Values correspond to the means ± SD of three
independent cultures. nd, not determined.

SD-W SD-W-H SD-W-H 75 mM 3-AT
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Figure 4. Predicted three-dimensional structure of wild-type and deletion mutants of APMoV CP42. Model A corresponds to the wild-type CP42.
Models B to E represent CP42�N29, CP42�N160, CP42�N267 and CP42�N330 amino-terminal deletions; F to J correspond to CP42�C12, CP42�C57,
CP42�C120, CP42�C217 and CP42�C358 carboxy-terminal deletions, and K and L are the predicted models for the CP42�N29�C57 and
CP42�N267�C57 double deletion mutants, respectively. The hypothetical CP42 transactivation loop domain containing one cysteine and two acid
amino acid residues is present and identified in models A, B, C, D, E and F.
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Figure 3. Assay of APMoV CP42
direct transactivation in yeast.
CP42 constructs were intro-
duced into HF7c yeast cells as a
fusion with the GAL4 DNA-bind-
ing domain. Transactivation prop-
erties were assayed by the
GAL4-mediated activation of the
ß-Gal activity present in trans-
formed cells. The displacement
of yeast transformants on the ni-
trocellulose filter is: A) pGBT9;
B) p9CP42; C) p9CP42�C12 and
D) p9CP42�N267.
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