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EXTRATO 

 

 
Lopes, Natasha dos Santos. Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus, 
fevereiro 2018. In silico characterization of the interaction of mutant TcPR-10 with 
proteins of Moniliophthora perniciosa and genetic transformation of plant model with 
mutant TcPR-10. Orientadora: Dra Fabienne Micheli (CIRAD/UESC). Co- 
orientadores: Sara Pereira Menezes (UESC) e Marcio Gilberto Cardoso Costa 
(UESC). 

 
 

Palavras-chave: vassoura-de-bruxa, interação, transporte, planta transgênica, 
resistência. 

 
 

A doença vassoura-de-bruxa, causada pelo fungo basidiomicota hemibiotrófico 
Moniliophthora perniciosa é a causa principal do declínio na produção de cacau na 
região Sul da Bahia. Esse fungo apresenta duas fases distintas em seu ciclo de vida. 
Na fase parasítica (biotrófica) o fungo monocariótico coloniza o apoplasto de onde 
obtém nutrientes. Com a progressão da interação é desenvolvido o micélio 
dicariótico que invade o conteúdo intracelular da planta causando a morte do tecido, 
caracterizando a fase saprofítica (necrotrófica). Várias alternativas e métodos vem 
sendo desenvolvidos na tentativa de controlar a doença, dentre elas, estudos 
moleculares são importantes ferramentas para o entendimento da biologia desse 
patosistema. O gene TcPR-10 foi identificado a partir de uma biblioteca de interação 
Theobroma cacao-M. perniciosa. A proteína expressa por esse gene é 
citoplasmática e possui atividade de ribonuclease e antifúngica, atuando durante a 
fase necrotrófica da interação. No entanto, a TcPR-10 possui semelhanças 
estruturais a proteínas alergênicas encontradas em grãos de pólen. Recentemente 
foram realizadas mutações nessa proteína (TcPR-10mut) que diminuíram seu 
potencial alergênico, sem interferência nas suas características de interesse 
biotecnológico. Sendo portanto, uma biomolécula alvo com potencialidade de ser 
usada em estudos moleculares e transformação genética de plantas. Desse modo, 
esse estudo teve como objetivos: i) caracterizar in silico o comportamento da TcPR- 
10mut na interação com M. perniciosa; e ii) transformar plantas modelo com o gene 
TcPR-10mut associado a um peptideo signal visando o seu endereçamento ao 
espaço extracelular. Um estudo envolvendo a interação da TcPR-10 com M. 
perniciosa mostrou aumento na expressão de proteínas Heat Shock e oxiredutases. 
Outros estudos que incluíram a Saccharomyces cerevisiae indicaram que a atividade 
antifúngica e internalização da TcPR-10 parece estar relacionada a permeases e 
transportadores de membrana Snq2. O docking da TcPR-10mut com proteínas Heat 
Shock (HSP82 e HslU) e o transportador de membrana Snq2 permitiu caracterizar in 
silico a interação entre essas proteínas. O complexo formado por TcPR-10mut com 
as proteínas Heat Shock indicam uma tentativa de bloquear as funções da TcPR- 
10mut, já que a interação ocorre no seu sítio ativo e cavidade hidrofóbica. Em 
contrapartida a TcPR-10mut também tenta inibir a HSP82 interagindo com o seu 
sítio de ligação. Sugere-se que essa interação pode estar funcionando como um 
mecanismo de sinalização da célula fúngica a mudanças no ambiente celular que 
podem responder aumentando a expressão de proteínas de desintoxicação. A 
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interação da TcPR-10mut com o domínio transmembrana de Snq2 de S. cerevisiae, 
indica uma relação da internalização dessa proteína com esses transportadores de 
membrana, sugerindo que esse transporte pode estar ocorrendo de forma 
semelhante ao transporte de alcaloides, devido as duas proteínas serem 
relacionadas ao transporte desse componente, que está relacionado a composição 
da membrana celular. As plantas de tomate (Lycopersicon esculentum cv Micro- 
Tom), transformadas via Agrobacterium tumefaciens, com o gene TcPR-10mut 
endereçado ao apoplasto clonado no vetor pCAMBIA 2301 sob o controle do 
promotor constitutivo CaMV35S, na orientação senso permitirá a caracterização 
funcional desse gene na interação com M. perniciosa, nos estágios iniciais da 
doença. Em conjunto, os resultados obtidos no presente estudo permitem dizer que 
TcPR-10mut é uma importante molécula biotecnológica que pode ser explorada em 
estudos relacionados ao entendimento e combate da doença vassoura-de-bruxa. 
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ABSTRACT 

 

 
Lopes, Natasha dos Santos. Universidade Estadual de Santa Cruz, Ilhéus, 
February, 2018. In silico characterization of the interaction of mutant TcPR-10 with 
proteins of Moniliophthora perniciosa and genetic transformation of plant model with 
mutant TcPR-10. Advisor: Dra Fabienne Micheli (CIRAD / UESC). Advisor 
Committee: Sara Pereira Menezes (UESC) and Marcio Gilberto Cardoso Costa 
(UESC). 

 
 

Key words: witches broom, interaction, transport, transgenic plant, resistance. 

 
 

The witches broom disease, caused by the hemibiotrophic basidiomycotic fungus 

Moniliophthora perniciosa, is the main cause of the decline in cocoa production in the 

Southern Region of Bahia. This fungus has two distinct phases in its life cycle. In the 

parasitic (biotrophic) phase the monocariotic fungus colonizes the apoplast from 

which it obtains nutrients. With the progression of the interaction the dicariotic 

mycelium grows and invades the intracellular content of the plant causing the death 

of the tissue, characterizing the saprophytic (necrotrophic) phase. Several 

alternatives and methods have been developed to control the disease; among them 

molecular studies are important tools for understanding the biology of this 

patosystem. The TcPR-10 gene was identified from a Theobroma cacao-M. 

perniciosa interaction library. The corresponding protein is cytoplasmic and has 

ribonuclease and antifungal activities, acting during the necrotrophic phase of the 

interaction. However, the TcPR-10 has structural similarities to allergenic proteins 

found in pollen grains. Mutations in this protein have recently been made (TcPR- 

10mut) that reduced its allergenic potential without interference in its biotechnological 

characteristics. Therefore, it is a target biomolecule with the potential to be used in 

molecular studies and genetic transformation of plants. Thus, this study aimed: i) to 

characterize in silico the behavior of TcPR-10mut in the interaction with M. 

perniciosa; and ii) to transform model plants with the TcPR-10mut gene associated to 

a signal peptide aiming its addressing to the extracellular space. A study involving 

the interaction of TcPR-10 with M. perniciosa showed increased expression of Heat 

Shock proteins and oxireductases. Other studies including Saccharomyces 

cerevisiae have indicated that the antifungal activity and internalization of TcPR-10 

appeared to be related to Snq2 membrane permeates and transporters. The TcPR- 

10mut docking with Heat Shock proteins (HSP82 and HslU) and the Snq2 membrane 

transporter allowed characterizing in silico the interaction between these proteins. 

The complex formed by TcPR-10mut with Heat Shock proteins indicates the 

possibility to block the functions of TcPR10mut, since the interaction occurs in its 

active site and hydrophobic cavity. In contrast, TcPR-10mut also attempts to inhibit 

HSP82 by interacting with its binding site. It could be suggested that this interaction 

may act as a fungal cell signaling mechanism in response to changes in the cellular 

environment that may respond by increasing the expression of detoxification 
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proteins. The interaction of TcPR-10mut with the S. cerevisiae Snq2 transmembrane 

domain, indicates a relation of the internalization of this protein with these membrane 

transporters, suggesting that this transport may occur in a similar way to the transport 

of alkaloids, once the two proteins are related to the transport of this component, 

which is related to the composition of the cell membrane. Tomato plants 

(Lycopersicon esculentum cv Micro-Tom), transformed via Agrobacterium 

tumefaciens with the TcPR-10mut gene targeted to the apoplast in the pCAMBIA 

2301 vector under the control of the constitutive promoter CaMV35S, in the sense 

orientation will allow the functional characterization of this gene in the interaction with 

M. perniciosa in the early stages of the disease. Together, the results obtained in the 

present study allow saying that TcPR-10mut is an important biotechnological 

molecule that can be explored in studies related to the understanding and combat of 

witches broom disease. 



xi  

LISTA DE FIGURAS 
 
 
 

REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

Figura 1: Progressão da doença vassoura-de-bruxa (da esquerda para a 

direita), desde a fase biotrófica (em cima) até a necrotrófica (em baixo). 

Estruturas miceliais típicas e número de núcleos por esporo em cada estágio 

sintomático mostrado. O basidioma libera os basidiósporos que Infectam o tecido 

vegetal por penetração através da abertura estomática. As hifas se desenvolvem 

ocorrendo o aparecimento da vassoura verde. A fase necrotrófica se caracteriza pelo 

desenvolvimento dos grampos de conexão causando a necrose de tecidos 

infectados levando a formação da vassoura seca, basidiocarpos e por fim, esporos. 

Adaptado    (Meinhardt    et    al.,    2008;    Sena    et    al., 

2014) .......................................................................................................................... 8 

Figura 2: Estrutura tridimensional de TcPR-10 obtida por modelagem de 

homologia com Pru av1 (Protein Data Bank, 1e09_A). A. Elementos da estrutura 

secundária de TcPR-10: alfa hélice em vermelho; folhas beta em amarelo e P loops 

em verde. B. Superfície molecular de TcPR-10 selvagem com regiões 

correspondentes de aminoácidos contíguos: 47GDGGVG52 em azul; 

59FPEGSHFKY67 em marrom; 116TSHYHT121 em cinza; 129EEEKKK136 em 

pêssego. C e E. Superfície molecular do tipo selvagem TcPR-10 com aminoácidos 

para mutações destacadas em laranja (Thr10, Ile30, His45). D e F. TcPR-10 tipo 

mutante com mutações pontuais em azul (Pro10, Val30, Ser45). Fonte: Menezes et 

al. (2012). ................................................................................................................. 17 

CAPÍTULO 1 

Figura 1: Estrutura tridimensional de TcPR-10mut obtida por modelagem de 
homologia com Pru av1 disponível no RCSB Protein Data Bank (PDB: 1e09_A) 
(MENEZES et al., 2012). A. Elementos estruturais. As alfa hélices estão 
representadas em vermelho e as folhas beta em azul. B. Superfície molecular da 
TcPR-10mut indicando regiões com graus de hidrofobicidade: baixos níveis de 
hidrofobicidade em azul e altos níveis de hidrofobicidade em marrom. A seta indica a 
cavidade hidrofóbica da proteína ............................................................................. 38 

Figura 2: Estrutura tridimensional da HSP82 obtida no RCSB Protein Data Bank 
(PDB: 4CE3). A. Elementos que compõem a estrutura. As alfa hélices estão 
indicadas em vermelho e as folhas beta em azul. B. Superfície molecular da HSP82 
indica regiões com baixos níveis de hidrofobia em azul e altos níveis de hidrofobia 
em marrom; seta indica a cavidade hidrofóbica da proteína ...................................... 39 

Figura 3: Estrutura tridimensional da HslU obtida no RCSB Protein Data Bank 
(PDB: 1OFI). A. Elementos estruturais: alfa hélices estão representadas em 
vermelho e folhas beta em azul. B. Superfície molecular da HslU indicando regiões 
com graus de hidrofobicidade: baixos níveis de hidrofobicidade em azul e altos 



xii  

níveis de hidrofobicidade em marrom; seta indica a cavidade hidrofóbica da 
proteína .................................................................................................................... 39 

Figura 4: Resultado da análise de interação entre proteínas TcPR-10mut e 
HSP82 por Docking. A. Superfície molecular com proteínas complexadas; TcPR- 
10mut indicada em azul (receptor) e HSP82 indicada em rosa (ligante). B. 
Representação dos resíduos de aminoácidos onde ocorreu interação .................... 40 

Figura 5: Resultado da análise de interação entre proteínas TcPR-10mut e HslU 
por Docking. A. Superfície molecular com proteínas complexadas; TcPR-10mut 
indicada em roxo (receptor) e HslU indicada em verde (ligante). B. Representação 
dos resíduos de aminoácidos onde ocorreu interação ............................................... 41 

Figura 6: Alinhamento de sequências de aminoácidos da Snq2 de 

Saccharomyces cerevisiae com transportadores de membrana ABC, feita pelo 

ClustalW. A. Alinhamento com domínio 1 do transportador de membrana ABCG. B. 

Alinhamento com domínio 2 do transportador de membrana ABCG. ........................ 43 

Figura 7: Representação do modelo tridimensional do domínio 1 do 
transportador ABC Snq2. A. Modelo 3-D do domínio 1 da proteína Snq2; Em 
amarelo está representado o domínio citoplasmático e em vermelho o domínio 
transmembrana da proteína. B. Superfície molecular hidrofóbica; níveis mais 
elevados de marrom indicam regiões mais hidrofóbicas e níveis da coloração em 
azul indicam regiões menos hidrofóbicas. A seta indica a região com maior nível de 
hidrofobicidade ......................................................................................................... 43 

Figura 8: Representação do modelo tridimensional do domínio 2 do 
transportador ABC Snq2. A. Modelo 3-D do domínio 2 da proteína Snq2. Em 
amarelo está representado o domínio citoplasmático e em vermelho o domínio 
transmembrana da proteína. B. Superfície molecular hidrofóbica; níveis mais 
elevados de marrom indicam regiões mais hidrofóbicas e níveis mais elevados de 
azul indicam regiões menos hidrofóbicas. Seta indicando região com maior nível de 
hidrofobicidade ......................................................................................................... 44 

Figura 9: Resultado da análise de interação entre proteínas por Docking. A. 
Superfície molecular com proteínas complexadas; TcPR-10mut indicada em rosa 
(ligante) e domínio 1 da Snq2 indicada em verde (receptor). B. Representação dos 
resíduos de aminoácidos onde ocorreu interação ..................................................... 46 

Figura 10: Resultado da análise de interação entre proteínas por Docking. A. 
Superfície molecular com proteínas complexadas; TcPR-10mut indicada em lilás 
(ligante) e domínio 2 da Snq2 indicada em vermelho (receptor). B. Representação 
dos resíduos de aminoácidos onde ocorreu interação .............................................. 46 

Material suplementar 1: Gráfico de Ramachandran para validação da estrutura dos 
domínios 1 e 2 da Snq2 ............................................................................................. 47 

CAPÍTULO 2 

Figura 1: Dendograma gerado pelo Archeopteryx, representando 

comparativamente proteínas PR-10 de tomate e cacau. 1. Marcado em amarelo 

está representado o primeiro grupo, carcterizado por possuir maior heterogeneidade 



xiii  

entre as sequências. 2. Representado na cor preta está o segundo grupo, com PR- 

10 de tomate em sua maioria, onde foi agrupada a TcPR-10mut. 3. Representado na 

cor azul está o terceiro grupo, onde foi predominante a presença de proteínas com 

alto potencial de alergenicidade ................................................................................61 

Figura 2: Esquema do gene TcPR-10mut com o peptídeo sinal do gene TcPR-4. Em 
vermelho a sequência do peptídeo sinal e em preto a sequência genica do TcPR- 
10mut ........................................................................................................................ 62 

Figura 3: A. Eletroforese em gel de agarose com o produto de PCR utilizando 

primers PR10 SacI (R) e PR4-PR10 (F). M: marcador de 1Kb. C-: controle negativo. 

A1: amplificação do gene TcPR-10mut, amplificando um fragmento de 480 pb. B. 

Eletroforese em gel de poliacrilamida com o produto de PCR utilizando primers 

PR-PS (R) e PR10PS ApaI (F). M: marcador de 50 bp. C-: controle negativo. A1: 

amplificação do peptídeo sinal do gene TcPR-4, apresentando um fragmento de 

60pb. A2: peptídeo sinal purificado ........................................................................... 63 

Figura 4: Eletroforese em gel de agarose com o produto de PCR utilizando 

primers SacI R e PR10PS ApaI F. M: marcador de 1 Kb. C-: controle negativo. A1: 

amplificação da construção gene TcPR-10mut com o peptídeo sinal da TcPR-4, 

amplificando um fragmento de 540 pb. A2: construção purificada ........................... 64 

Figura 5: Eletroforese em gel de agarose. M: marcador de 1 Kb. A1 e A2: 

PUC118/35S fechado, antes da digestão A3 e A4: PUC118/35S após digestão com 

enzimas ApaI e SacI. A5 e A6: PUC118/35S purificado por precipitação em fenol 

clorofórmio ................................................................................................................. 65 

Figura 6: Confirmação das colônias positivas para transformação. Eletroforese 
em gel de agarose com o produto do PCR de colônia utilizando primers SacI R e 
PR10PS ApaI F. M: marcador de 1 Kb. C-: controle negativo. A1, A2, A3 e A4: 
produto do PCR das colônias individuais amplificando de um fragmento de 540 
pb. ............................................................................................................................. 65 

Figura 7: Eletroforese em gel de agarose da reação de digestão para confirmação 
da colônia transformada. M: marcador de 1 Kb. A1: reação de digestão do 
PUC118/35S que liberou um fragmento de aproximadamente 1200 pb, referente ao 
cassete contendo promotor, gene PS:TcPR-10mut e terminador. ............................. 66 

Figura 8: Representação esquemática do plasmídeo pCAMBIA2301 e da 

construção para validação da exportação da proteína do citoplasma ao espaço 

extracelular da célula vegetal. A. Construção do cassete contendo contendo 

peptídeo sinal, gene TcPR-10mut e GFP sob o controle do promotor constitutivo e 

terminador CaMV35S. B. Gene nptII como gene de seleção de resistência à 

kanamicina, sob controle do promotor CaMV35S, sinal de poliadenilação CAMV e 

múltiplo sítio de clonagem contendo sítio de reconhecimento para a enzima de 

restrição PstI. C. Seta indicando a fusão do cassete PS:TcPR-10mut:GFP com o 

pCAMBIA 2301 .......................................................................................................... 67 



xiv  

Figura 9: Modelagem da TcPR-10mut e sua fusão com GFP. A. modelagem da 

proteína TcPR-10mut, estruturalmente contendo seis folhas beta, três alfa hélices e 

alguns motivos P-loop. B. Proteínas TcPR-10mut contendo peptídeo sinal fusionada 

a GFP; seta indica a TcPR-10mut com sua estrutura sendo influenciada pela fusão 

com GFP .................................................................................................................. 67 

Figura 10: Representação esquemática do plasmídeo pCAMBIA2301 e da 

construção para exportação da proteína do citoplasma ao espaço extracelular 

da célula vegetal. A. Construção do cassete contendo contendo peptídeo sinal e 

gene TcPR-10mut sob o controle do promotor constitutivo e terminador CaMV35S. 

B. Gene nptII como gene de seleção de resistência à kanamicina, sob controle do 

promotor CaMV35S, sinal de poliadenilação CAMV e múltiplo sítio de clonagem 

contendo sítio de reconhecimento para a enzima de restrição PstI. C. Seta indicando 

a fusão do cassete PS:TcPR-10mut com o pCAMBIA 2301...................................... 68 

Figura 11: Reação de Digestão e PCR para confirmação de síntese do clone 

contendo a construção PS:TcPR-10mut. A. M: marcador de 1Kb; A1: controle 

negativo (vetor pCAMBIA 2301 digerido, sem a construção PS:TcPR-10mut); A2, 

A3, A4, A5: digestão do vetor pCAMBIA 2301 contendo a construção PS:TcPR- 

10mut, liberando um fragmento de aproximadamente 1400pb. B. M: marcador de 

1Kb; C-: controle negativo (reação de PCR sem DNA); C+: controle positivo (reação 

de PCR com vetor pCAMBIA 2301 sem a construção PS:TcPR-10mut); A1, A2, A3, 

A4: amplificação de um fragmento de aproximadamente 800pb referente ao gene 

NptII do vetor pCAMBIA2301 contendo a construção PS:TcPR-10mut ..................... 68 

Figura 12: Células de explantes de tomate que passaram pelo evento de 

transformação, via Agrobacterium tumefaciens, com a construção PS:TcPR-10mut, 

em meio de regeneração ........................................................................................... 69 

Material suplementar 1: Análise da sequência da proteína TcPR-4 pelo programa 

SignalP 4.1. Na cor vermelha o C-score (pontuação do sítio de clivagem bruta); Na 

cor verde o S-score (pontuação do peptídeo sinal); Na cor azul o Y-score (pontuação 

do sítio combinado de clivagem); Na cor lilás o threshold com valor do ponto de corte 

de 0.450 .................................................................................................................... 70 



xv  

LISTA DE TABELAS 

 
 
 

REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

Tabela 1. Classificação de proteínas PR por família ................................................. 12 

 

CAPÍTULO 1 

 

Tabela 1. Proteínas relacionadas ao estresse, com base na classificação de Silva et 

al (2013) .................................................................................................................... 35 

 
CAPÍTULO 2 

 

Tabela 1. Composição dos diferentes meios utilizados nesse estudo ...................... 59 

 

Tabela 2. Primers específicos para reação de overlap extension Polymerase Chain 

Reaction. Em vermelho primers contendo mutações ................................................ 63 



xvi  

LISTA DE ABREVIATURAS 

 

 
ABC- ATP binding cassette 

AA- Ácido ascórbico 

AO- Ácido oxálico 

AOX- Alternative oxidase 

APX- Ascorbate peroxidase 

ATP- Adenosine triphosphate 

CAP- Catabolite gene activator protein ou Proteína reguladora por AMPc 

CAT- catalase 

CO2- Dióxido de carbono 

COC- Cristais de oxalato de cálcio 

DHAR- deidroascorbato redutase 

DNA- Ácido desoxirribonucleico 

GOXO- Oxalato oxidase 

GPX- Guaiacol peroxidase 

HR- Hypersensitive response 

MDHAR- Monodehidroascorbato redutase 

NEP- Ethylene-inducing proteins 

OGM- Organismos geneticamente modificados 

CaOx- Oxalato de cálcio 

OXDC- Oxalato descarboxilase 

PCD- Programmed cell death 

H2O2- Peróxido de hidrogênio 

PR- Relacionado a patogênese 

HSP- Heat Shock protein 

OH- Radical hidroxil 

O2- Radical superóxido 

PRR- Receptores de reconhecimento padrão 

ROS- Espécies reativas de oxigênio 

SAR- resposta sistêmica adquirida 



xvii  

1O2- Singlet oxygen 

SOD- Superóxido desmutase 

TMV- vírus do mosaico do tabaco 



1  

 

1. INTRODUÇÃO 

 

Até a década de 80, a economia do Sul da Bahia se baseava no cultivo do 

cacaueiro (Theobroma cacao L.). A partir de 1989, a doença vassoura-de-bruxa 

causada pelo fungo basidiomicota Moniliophthora perniciosa, foi responsável pela 

devastação de grande parte do cultivo do cacau, gerando graves impactos 

econômicos e sociais, nessa região (PEREIRA et al., 1989). A chegada dessa 

doença refletiu muito na produção de amêndoas, fonte de matéria prima para o 

chocolate (ALMEIDA; VALLE, 2008). Reduzindo sua produção, no Brasil, em 

aproximadamente 300.000 toneladas, e na Bahia chegou a acarretar uma redução 

de 70% da produção em um período de 10 anos (BOWERS et al., 2001; 

International Cocoa Organization, ICCO, 2017). 

Por se tratar de um fungo hemibiotrófico, M. perniciosa apresenta duas fases 

bem distintas em seu desenvolvimento. O primeiro estágio é o biotrófico, em que o 

fungo apresenta hifas monocarióticas e coloniza o apoplasto (espaço intercelular) do 

cacaueiro. Essa colonização ocorre de forma rápida e o fungo obtém os nutrientes 

necessários para sua sobrevivência e desenvolvimento. Nessa fase são formadas as 

vassouras verdes. No segundo estágio, os tecidos da planta desenvolvem necrose e 

o fungo passar a colonizar o espaço intracelular da planta, caracterizando assim o 

estágio de vassoura seca. Nessa fase as hifas do fungo apresentam grampos de 

conexão e micélio dicariótico. O final dessa fase é marcado pelo desenvolvimento do 

basidioma, corpo de frutificação onde estão contidos os basidiósporos, único 

propágulo infectivo do fungo (MONTEIRO; AHNERT, 2012; SCARPARI et al., 2005; 

SILVA et al., 2002). 

Por outro lado o cacaueiro, assim como outras plantas, quando submetidos a 

estresses causados pela invasão por patógenos, estabelecem barreiras para tentar 

limitar e impedir possíveis danos. Mudanças metabólicas e a níveis transcricionais 

ocorrem no tecido vegetal (DA HORA JUNIOR et al., 2012; GESTEIRA et al, 2007; 

TEIXEIRA et al., 2014). Muitas vezes essas barreiras não são suficientes e a doença 

progride com a invasão da planta pelo patógeno. O melhoramento genético de 

plantas, por meio de técnicas da engenharia genética, surge como uma alternativa 

para o desenvolvimento de organismos geneticamente modificados (OGM) com 
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características de resistência a esses patógenos. Além disso, ferramentas da 

bioinformática tem sido amplamente exploradas para a predição, caracterização e 

comparação a nível molecular, auxiliando o entendimento de diversos eventos 

biológicos (LAGUNIN et al., 2014; MOXON et al., 2008; PIERCE et al., 2014). 

As proteínas PR estão relacionadas com a defesa da planta contra 

patógenos. São naturalmente produzidas pela planta, sendo induzidas em situações 

de estresse (FERNANDES et al., 2009). Estudos realizados com T. cacao em 

contato com fungos patogênicos revelaram aumento da expressão de membros de 

diversas famílias de proteinas PR (FISTER et al., 2016; TEIXEIRA et al., 2014). 

Assim, genes PR apresentam grande potencial para serem utilizados em 

transformação genética de plantas de cacau, com a finalidade de resistência a 

doença vassoura-de-bruxa (MENEZES et al., 2012; MENEZES et al., 2014; 

PUNGARTINIK et al., 2009). A família das PR-10 é caracterizada por possuir 

proteínas com cavidade hidrofóbica capaz de se ligar a diversas moléculas. São 

pequenas proteínas ácidas e intracelulares (CASAÑAL et al., 2013; CHADHA; DAS, 

2006; SANTIAGO et al., 2009;). Possui um domínio conservado em proteínas de 

grão de pólen, que está relacionado ao seu potencial de alergenicidade 

(FERNANDES et al. 2013; PUNGARTNIK et al., 2009). A sua ampla distribuição no 

reino vegetal sugere uma importante função para as plantas. Contudo, os papeis das 

proteínas PR-10 ainda não estão totalmente compreendidos. 

Em Theobroma cacao a PR-10 (TcPR-10) tem sido alvo de estudos sobre o 

controle de doenças e mecanismos de resistência da planta a M. perniciosa 

(GESTEIRA et al., 2007). A análise da sua sequência mostrou ausência de peptídeo 

sinal, sugerindo localização citoplasmática para essa proteína. Além disso, tem sido 

relatado que a TcPR-10 tem atividade de ribonuclease e antifúngica contra M. 

perniciosa (PUNGARTNIK et al., 2009). O gene TcPR-10 apresenta, desse modo, 

potencial biotecnológico para o uso em estudos voltados ao combate da vassoura- 

de-bruxa (MENEZES et al., 2012; PUNGARTNIK et al., 2009). No entanto, apesar do 

seu potencial biotecnológico, a TcPR-10 possui o motivo P loop semelhante a 

proteínas alergênicas, como BetV1 (Betula verrucosa) (GAJHEDE et al., 1996) e Pru 

av 1 (Prunus avium) (WICHE et al., 2005; SCHENK et al., 2006). Com a finalidade 

de reduzir o potencial alergênico dessa proteína, foram realizadas mutações nesse 

motivo, diminuindo sua alergenicidade sem alterar a sua função enzimática de 
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ribonuclease e antifúngica (MENEZES et al., 2012). A TcPR-10 mutante (TcPR- 

10mut) se torna portanto, uma biomolécula alvo com potencialidade de ser usada 

em transformação genética de plantas, como tomate, que é um importante modelo 

para estudo da interação cacau-M. perniciosa (MARELLI et al., 2009). 

Entender a funcionalidade e como a proteína mutante (TcPR-10mut) atua, é 

uma importante ferramenta para compreensão de eventos biológicos complexos que 

são ativados no patossistema cacau-M.perniciosa. Desse modo, o presente trabalho 

tem como objetivo geral: i) estudar a interação da proteína TcPR-10 mutante com 

Moniliophthora perniciosa e Saccharomyces cerevisiae, avaliando sua ação in silico; 

e ii) obter plantas de Solanum Lycopersicum var. ‘Micro-Tom’ transformadas com 

TcPR-10mut endereçada ao apoplasto. 
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2. REFERÊNCIAL TEÓRICO 

 
2.1. A vassoura-de-bruxa do cacaueiro 

 

2.1.1 Um breve histórico 

 

 
O cacaueiro (Theobroma cacao) é uma espécie vegetal perene, 

preferencialmente alógama, diploide 2n = 20, predominante em florestas quentes e 

úmidas, característica de regiões tropicais (CUATRECASAS, 1964; DAVIE, 1933). 

Inicialmente foi descrito como pertencente à família Sterculiaceae (CUATRECASAS, 

1964) sendo mais tarde incluído na família Malvaceae (ALVERSON et al. 1999). Seu 

gênero é composto por 22 espécies que apresentam grande variabilidade genética e 

diversidade morfológica (BARTLEY, 2005; MONTEIRO; AHNERT, 2012). Com base 

em distinções morfogeográficas grande parte da espécie foi dividida em três grupos: 

Forasteiro, Criollo e Trinitário (CHEESMAN, 1944, apud MONTEIRO; AHNERT, 

2012, p. 15; MOTAMAYOR et al. 2003). O Cultivar Forasteiro tem como centro de 

origem a América do Sul, mais precisamente as bacias amazônicas. É considerado 

o grupo com maior diversidade genética e maior qualidade agronômica em relação 

ao Criollo, pois possui resistência às principais pragas e doenças (MONTEIRO; 

AHNERT, 2012; MOTAMAYOR et al. 2002; 2003). Sugere-se que alguns indivíduos 

Forasteiros foram introduzidos pelo homem na América central dando origem ao 

cacau Criollo, cultivado pelos Maias por mais de 1500 anos. O Trinitário tem origem 

da hibridização natural entre os cultivares Criollo e Forasteiro Amelonado, sendo 

mais produtivo e resistente a doenças (HALL, 1914; MICHELI et al., 2010; 

MOTAMAYOR et al. 2002; 2003). 

Dentre as 22 espécies que compõem o gênero Theobroma, apenas o cacau e 

o cupuaçu são aproveitados comercialmente no Brasil, sendo o cacau a espécie 

mais explorada economicamente (MONTEIRO; AHNERT, 2012). Seu valor 

econômico está, principalmente, na sua amêndoa que é a fonte de matéria prima 

principal para a produção de chocolate, mas também para outros subprodutos como 

geleias, cosméticos, remédios, bebidas e outros derivados (ALMEIDA; VALLE, 2008; 

SILVA NETO, 2001). Seu cultivo no Brasil está disperso em cinco estados: Pará, 

Mato Grosso, Rondônia, Amazonas e Bahia (SILVA NETO, 2001). Na Bahia, o 
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cacau foi introduzido por meio de sementes da população do grupo Forasteiro Baixo 

Amazônico por volta de 1746, sendo o Catongo uma variedade mutante albina 

desse grupo, amplamente cultivada no estado (MICHELI et al., 2010; MONTEIRO; 

AHNERT, 2012). 

Em 1904, houve o primeiro relato da vassoura-de-bruxa com ocorrência no 

Suriname (WENT, 1904). O agente causal dessa doença foi originalmente descrito 

como Marasmius perniciosus Stahel (STAHEL, 1915), sendo mais tarde transferido 

para o gênero Crinipellis (SINGER, 1942) e posteriormente classificado como 

Moniliophthora perniciosa, pertencente à família Marasmiaceae (AIME; PHILLIPS- 

MORA, 2005). Trata-se de uma das mais importantes doenças em países produtores 

de cacau da América tropical (SENA; ALEMANNO; GRAMACHO, 2014). Assim 

como o seu hospedeiro, M. perniciosa é nativo da floresta amazônica. Seus esporos 

são produzidos em grandes quantidades, mas sua dispersão em distâncias maiores 

que 60 km não é possível. Desse modo, sugere-se que a doença tenha sido 

introduzida por intervenção humana (GRIFFITH, 2004). 

Na década de 80, o cultivo do cacaueiro constituía a base econômica da 

região Sul da Bahia. Todavia, em 1989, a introdução nesta região da doença 

endêmica da Amazônia brasileira, chamada vassoura-de-bruxa (PEREIRA et al., 

1989), gerou um impacto econômico muito grande (MENEZES; CARMO, 1993). No 

Brasil, a produção de amêndoas caiu de 400.000 para 100.000 toneladas (BOWERS 

et al., 2001) e no estado da Bahia promoveu diminuição de 70% da produção, em 

um período de 10 anos (International Cocoa Organization, ICCO, 2017). O primeiro 

local onde foi identificado o patógeno foi o município de Uruçuca no final da década 

de 80. O clima quente e úmido do sul da Bahia, favoreceu o estabelecimento, 

desenvolvimento e disseminação do fungo (CUENCA; NAZÁRIO, 2004). 

 

 
2.1.2 Descrição da biologia da interação Theobroma cacao - 

Moniliophthora perniciosa 

 

 
Moniliophthora perniciosa é um fungo patogênico do filo basidiomicota com 

ciclo de vida hemibiotrófico (EVANS, 1980). Assim, M. perniciosa apresenta duas 
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fases genética e morfologicamente diferentes no seu ciclo de vida: fase parasítica 

(biotrófica) e fase saprofítica (necrotrófica). 

Na fase biotrófica os basidiósporos, único propágulo infeccioso de M. 

perniciosa, entram em contato com a superfície do tecido vegetal onde germinam 

formando um tubo germinativo que penetra na planta. O tubo germinativo exerce 

força mecânica e desintegração enzimática da superfície do tecido, permitindo a sua 

passagem e posterior desenvolvimento das hifas primárias. Os locais de penetração 

podem ser tricomas, estômatos, aberturas naturais na superfície cuticular ou na 

cutícula intacta entre as junções da parede celular epidérmicas (MEINHARDT et al., 

2008; PURDY; SCHMIDT, 1996; SENA; ALEMANNO; GRAMACHO, 2014). As hifas, 

com formato de club-shaped tips, migram para regiões abaixo das células 

epidérmicas em direção aos feixes vasculares (SCARPARI et al., 2005). Nessa fase 

o fungo infecta os tecidos meristemáticos do cacaueiro e passa a colonizar o espaço 

do apoplasto da planta desenvolvendo um micélio monocariótico, com o qual obtém 

os nutrientes para se desenvolver (AIME; PHILLIPS-MORA, 2005; PURDY; 

SCHMIDT, 1996). 

A colonização do fungo gera mudanças morfológicas e bioquímicas no tecido 

do hospedeiro que culminam nos sintomas característicos da vassoura-de-bruxa 

(GRIFFTH, 2003; SCARPARI et al., 2005; TEIXEIRA et al., 2014). Os sintomas 

podem variar dependendo do órgão infectado e do estágio de desenvolvimento da 

planta. Na etapa biotrófica do ciclo do fungo, é possível ver na planta a nível 

macroscópico a formação de vassouras verdes, evidenciadas por inchaço do caule 

(hipertrofia e hiperplasia), perda de dominância apical e folhas deformadas de cor 

verde claro (AIME; PHILLIPS-MORA, 2005; PURDY; SCHMIDT, 1996). Scarpari et 

al. (2005) propôs um esquema de desenvolvimento da doença. Entre os dias 1-14 

ocorre a germinação dos basidiósporos, infecção inicial e estabelecimento da 

doença (Figura 1); a fase de 21-35 dias é marcada por mudanças metabólicas e 

formação da vassoura verde (Figura 1). 

Na fase de vassoura verde, a nível molecular, ocorre uma diminuição das 

concentrações de carboidratos no fluido apoplástico. Desse modo, M. perniciosa 

parece estar sujeito a um ambiente pobre em carbono imediatamente antes da 

morte do tecido. (BARAU et al., 2014). O transcriptoma de cacau e M. perniciosa 
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foram avaliados simultaneamente, usando RNA-seq, durante a interação biotrófica 

da doença. Com essa abordagem foram identificados genes regulados 

positivamente no estágio de vassoura verde. Em M. perniciosa foram encontradas 

proteínas que abrigam o domínio CAP de proteínas relacionadas a patogênese (PR- 

1), supondo que elas possuem papel de desintoxicação de toxinas lipídicas 

produzidas pelo cacau durante a infecção (TEXEIRA et al., 2014). A MpPR-1 foi 

expressa, mostrando que possui propriedades de ligação lipídica e promove a 

secreção de esteróis e ácidos graxos (DARWICHE et al., 2017). 

Diferente de outras interações hemibiotróficas a fase biotrófica, na interação 

M. perniciosa e T. cacao, é mais longa do que a necrotrófica, apresentando os 

sintomas mais distintivos da doença (DA HORA JUNIOR et al., 2012; MEINHARDT 

et al., 2008; SCARPARI et al., 2005; TEIXEIRA et al., 2014). A expressão de um 

gene AOX, identificado no genoma de M. perniciosa, foi analisada durante o ciclo de 

vida do fungo. O fungo usa vias de transferência de elétrons para a respiração 

celular. O estágio biotrófico utiliza a via respiratória da oxidase alternativa 

mitocondrial (mitochondrial alternative oxidase, 13 AOX), ocorrendo redução 

considerável na produção de energia celular. Desse modo, o aumento da expressão 

do gene MpAOX pode explicar o crescimento lento do fungo na fase biotrófica 

(THOMAZELLA et al., 2012). 

Após a interação biotrófica duradoura, se instala um processo de senescência 

nos tecidos infectados e o fungo expressa o indutor de necrose NEP2. Assim, a 

planta passa para a fase necrotrófica (TEXEIRA et al., 2014). Quando M. perniciosa 

começa a desenvolver grampos de conexão entre as células das hifas formando um 

micélio dicariótico, se caracteriza a fase necrotrófica, acarretando na progressão da 

doença. Esse micélio se nutre do conteúdo intracelular da planta gerando necrose 

do tecido vegetal. A condição de seca, causada pela desidratação do tecido 

necrosado, favorece o fungo na produção de suas estruturas reprodutoras, 

basidioma e seus basidiósporos, fechando o ciclo de vida do fungo (Figura 1) 

(MONTEIRO; AHNERT, 2012; PURDY E SCHMIDT, 1996; SCARPARI et al., 2005; 

SILVA et al., 2002). 

A morte celular programada (PCD, Programmed cell death) e exploração 

saprofítica pelo patógeno se caracteriza como um sintoma da fase necrotrófica (DE 
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OLIVEIRA CEITA et al., 2007). Sugere-se uma reprogramação genética no tecido 

infectado e que essa cascata bioquímica está associada a morte do tecido. A morte 

tecidual ocorre entre os dias 35-61 (Figura 1), e a fase necrotrófica fica bem 

evidenciada a partir de 90 dias após a infecção (SCARPARI et al., 2005). 

 

 
Figura 1: Progressão da doença vassoura-de-bruxa (da esquerda para a 

direita), desde a fase biotrófica (em cima) até a necrotrófica (em baixo). 

Estruturas miceliais típicas e número de núcleos por esporo em cada estágio 

sintomático mostrado. O basidioma libera os basidiósporos que Infectam o tecido 

vegetal por penetração através da abertura estomática. As hifas se desenvolvem 

ocorrendo o aparecimento da vassoura verde. A fase necrotrófica se caracteriza pelo 

desenvolvimento  dos  grampos  de  conexão  causando  a  necrose  de  tecidos 
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infectados levando a formação da vassoura seca, basidiocarpos e por fim, esporos. 

Adaptado (Meinhardt et al., 2008; Sena et al., 2014). 

 
 

Em variedades suscetíveis de cacau a PCD é constatada pela detecção da 

fragmentação de moléculas de DNA, característica desse processo, além da 

presença de proteínas do fungo que induzem necrose (DE OLIVEIRA CEITA et al., 

2007; GARCIA et al., 2007). Durante a progressão da doença pode ser observada a 

presença de núcleos apoptóticos no hospedeiro, indicando que irá ocorrer a morte 

celular dos tecidos infectados. Verifica-se a presença e aumento de COC (cristais de 

oxalato de cálcio), durante a progressão da doença, atingindo seus níveis mais altos 

em 33 dias após a infecção. O seu acúmulo pode estar relacionado a presença do 

ácido ascórbico em tecidos infectados. A degradação de COC, nas plantas 

suscetíveis, acontece pela ativação da expressão gênica do oxalato oxidase 

(GOXO) e subsequente produção e acumulação de espécies reativas de oxigênio 

(ROS), do tipo peróxido de hidrogênio e diminuição na expressão do gene APX de 

desintoxicação. Esse mecanismo desencadeia PCD, aumentando a disponibilidade 

de nutrientes ao micélio fúngico, convertendo a fase biotrófica em necrotrófica. Esse 

cenário é diferente em variedades resistentes, onde não foi detectado COC e o 

padrão de expressão dos genes GOXO e APX foi oposto aos genótipos suscetíveis 

(DE OLIVEIRA CEITA et al., 2007). O oxalato possui função fundamental como fonte 

de ROS. Em plantas de tabaco transgênico superexpressando um gene (OXDC- 

oxalato descarboxilase) que converte o oxalato em CO2 e formiato, de Flammulina 

velupites, a morte celular foi inibida, gerando plantas resistentes a ação de elicitores 

de necrose presentes em fungos (AO-ácido oxálico e Nep1-like proteins). Assim, foi 

sugerido que a indução de PCD envolve a geração de ROS, fornecida apenas 

quando ocorre a conversão de oxalato em H2O2 (DA SILVA et al., 2011). 

As ROS (reactive oxygen species) participam de diversos processos 

fisiológicos e de desenvolvimento da planta, além de possuir um importante papel 

em mecanismos de resistência a estresses bióticos e abióticos (QUAN et al., 2008). 

São representadas pelo radical superóxido (O2
-), peróxido de hidrogênio (H2O2), 

radical hidroxil (OH) e o singlet oxygen (1O2) (KARUPPANAPANDIAN et al., 2011). 

Sua produção dentro da célula se encontra nos cloroplastos (XIANG et al., 2015) e 

mitocôndrias (WIESE ET AL., 2017), por conta da alta atividade de oxidação ou fluxo 



10  

de elétrons nesses compartimentos celulares; e nos peroxissomas, retículo 

endoplasmático e membrana plasmática (KARUPPANAPANDIAN et al., 2011). 

Todavia, concentrações altas de ROS podem resultar em danos oxidativos ou morte 

apoptótica da célula vegetal (QUAN et al., 2008). Assim, as plantas protegem suas 

células do efeito citotóxico de ROS com o auxílio de antioxidantes enzimáticos: 

ascorbato peroxidase (APX), catalase (CAT), guaiacol peroxidase (GPX), superóxido 

desmutase (SOD), monodehidroascorbato redutase (MDHAR), deidroascorbato 

redutase (DHAR); e não enzimáticos: carotenoides, ácido ascórbico (AA), 

flavonoides, tocoferóis e glutationa (CAMILLO et al., 2013; DOS SANTOS SOARES; 

MACHADO, 2007; KARUPPANAPANDIAN et al., 2011). 

Em T. cacao a quantidade de cristais de oxalato de cálcio (CaOx) e peróxido 

de hidrogênio (H2O2) apresentam padrões distintos em variedades resistentes e 

suscetíveis, na interação cacau-M. perniciosa. A variedade suscetível acumula mais 

cristais de CaOx do que a resistente. Isso, porque a dissolução desses cristais 

ocorre nos primeiros passos da infecção em variedade resistente e no estágio final 

da doença na variedade suscetível. Quando produzido nos estágios iniciais da 

infecção pela variedade resistente, ROS contribui para o controle e resistência da 

planta. Já em estágios avançados da doença, na variedade suscetível, promove o 

desenvolvimento do patógeno e finalização do seu ciclo de vida (DIAS et al., 2011). 

Baixas concentrações de H2O2, no patossistema T. cacao-M. perniciosa, induzem a 

formação de grampos de conexão nas hifas, possibilitando o encontro dos núcleos e 

consequente processo de dicariotização (PUNGARTNIK et al., 2009). Em M. 

perniciosa também foram relatados genes relacionados com o processo de 

desintoxicação de ROS, como os que codificam para: superóxido dismutase, 

catalases, peroxiredoxinas, sistema de glutationa, enzimas do sistema de 

tiorredoxina e peroxidases dependentes de manganês (MONDEGO et al., 2008). 

Análises da expressão de genes na interação T. cacao-M. perniciosa, 

comparando variedade suscetível (Catongo) e resistente (TSH1188), identificaram 

genes diferencialmente expressos. Na variedade resistente ocorreu alta produção de 

ROS e elicitores nos primeiros 30 dias após infecção. Do dia 30 ao 60 houve 

propagação do sinal de resistência e desintoxicação de ROS. Catongo apresenta um 

perfil distinto, ocorrendo a produção de proteassomas relacionadas a autofagia, 60 

dias após infecção, seguida de PCD. Além disso, ativa a expressão de genes 
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relacionados a patogênese (PR) 10. Esse aumento sugere uma resposta de defesa 

local estimulada pela invasão do fungo. Esses genes são expressos principalmente 

após 60 dias do início da infecção com M. perniciosa. Foi constatado que aumentam 

a sua expressão em até 40 vezes se comparado ao controle, não infectado. A PR-10 

de Theobroma cacao é sugerido como um bom candidato para abordagens 

biotecnológicas e estratégias antifúngicas (DA HORA JÚNIOR et al., 2012). 

 

 
2.2 Proteínas PR- relacionadas a defesa da planta contra patógenos 

 
 

As plantas, quando submetidas a estresses por invasão de patógenos, 

estabelecem barreiras para tentar combater possíveis danos. Os mecanismos 

envolvidos nesse processo podem ser pré-existentes ou induzidos pela planta após 

o ataque. As barreiras morfológicas e metabólitos secundários pré-existentes devem 

ser superados para que os agentes patogênicos possam invadir o tecido da planta. 

Quando o contato consegue se estabelecer, os elicitores do patógeno induzem a 

defesas do hospedeiro, que incluem reforço da parede celular, produção de 

fitoalexinas e recrutamento das proteínas relacionadas a patogênese (PR) (CHONG 

et al., 2008; SLUSARENKO; FRASER; VAN LOON, 2000). 

Entender a funcionalidade do grande número de genes, que atuam 

conjuntamente na resposta do hospedeiro, é um importante passo para 

compreensão de eventos biológicos complexos que são ativados quando ocorre a 

interação planta-patógeno. As proteínas relacionadas a patogênese (PR), por 

exemplo, foram descritas em muitas espécies de plantas após a infecção por fungos, 

bactérias, vírus e ataques de nematódeos e insetos (VAN LOON, 1999; VAN LOON; 

REP; PIETERSE, 2006). Estudos têm tentado elucidar parte dos mecanismos 

envolvidos na resposta de defesa de T. cacao ao ataque do fungo M. perniciosa. 

Algumas informações revelaram genes cuja expressão diferencial é potencialmente 

relacionada a interação planta-patógeno, proteínas PR, principalmente na fase final 

da doença (DA HORA JÚNIOR et al., 2012; GESTEIRA et al., 2007). As proteínas 

PR podem ocorrer na planta na ausência de infecção patogênica e terem a sua 

expressão aumentada quando ocorre interação com o patógeno. Dentre essas 

proteínas encontram-se a glucanase PR-2, quitinase PR-3 e PR-10 presentes no 
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pólen de várias espécies (VAN LOON et al., 1994; VAN LOON; REP; PIETERSE, 

2006). 

As proteínas PR, podem ser induzidas não apenas em resposta ao ataque de 

patógenos mas também em situações de estresse abiótico. Essas proteínas 

possuem atividade antifúngica, antibacteriana (FERNANDES, 2009) e algumas 

possuem uma cavidade interna capaz de se associar a ligantes hidrofóbicos, como o 

ácido abscísico (RADAUER et al., 2008; SANTIAGO et al., 2009). Foram 

identificadas pela primeira vez em um estudo que verificou alterações na 

constituição proteica em plantas de tabaco, após infecção com o vírus do mosaico 

do tabaco (TMV) (VAN KAMMEN, 1970; VAN LOON). Suas características incluem 

baixo peso molecular, tamanho de 5 a 75 kDa, solubilidade em pH ácido, alta 

resistência a proteases e a maioria se encontram no espaço extracelular, mas 

algumas podem ser encontradas no citoplasma e vacúolo (LIU et al., 2006; 

PUNGARTNIK et al., 2009; SELS et al., 2008; VAN LOON, 1985;). 

Até o período de 1999 foram classificadas 14 famílias para as proteínas PR 

(VAN LOON; VAN STRIEN, 1999), sendo mais tarde agrupadas em 17 famílias, 

altamente divergentes (Tabela 1). Essas proteínas desempenham uma série de 

funções dentro da célula, dentre elas podemos destacar a atividade de quitinase, 

ribonuclease e ação antifúngica. Essas funções biológicas, conferem às proteínas 

PR alto potencial de defesa de plantas contra patógenos (CHRISTENSEN et al., 

2002; FERREIRA et al., 2007). 

Tabela 1. Classificação de proteínas PR por família. 

 
Família Membro típico  

Massa 
molecular (kDa) 

 
 

 
Propriedade 

 
 

PR-1 Tabaco PR-1ª 15 Antifúngica 

PR-2 Tabaco PR-2 30 β-1,3-glucanase 

PR-3 Tabaco P, Q 25-30 Quitinase classes I, II, IV, V, VI, VII 

PR-4  Tabaco ‘R‘ 15-20  Quitinase classe I e II 

PR-5 Tabaco S 25 Taumatina 

PR-6 Tomate Inibidor I  8 Inibidor de proteinase 

PR-7  Tomate P69 75  Endoproteinase 

PR-8 Quitinase de pepino 28 Quitinase classe III 

PR-9 
Tabaco ‘lignin forming 

peroxidase‘ 
35 Peroxidase 
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PR-10 Parley PR1 17 Ribonuclease 

PR-11 Tabaco quitinase ‘classe V‘ 40 Quitinase classe I 

PR-12 Rabanete Rs- AFP3 5 Defensina 

PR-13 Arabdopsis THI2-1 5 Tionina 

PR-14 Cevada LTP4 9 
Proteína de transferência de 

   lipídeos 

PR-15 Cevada OxOa (germin) 20 Oxalato oxidase 

PR-16 Barley OxOLP 20 Oxalato oxidase-like 

PR-17 Tabaco PRp27 27 Desconhecida 

De acordo com Sels et al., 2008. 

 
 
 

Na interação T. cacao-M. perniciosa, foi constatado que em vassouras verdes 

ocorre a expressão de pelo menos 67 genes pertencentes ao grupo das proteínas 

PR, dentre eles membros das famílias PR-1, PR2, PR-3, PR-4, PR-8, PR-11, PR-5, 

PR-6, PR-9 e PR-10 (TEIXEIRA et al., 2014). Recentemente todos os membros das 

17 famílias de genes PR presentes do genoma de Theobroma cacao foram 

identificados, resultando em um total de 350 membros nos dois genomas de cacau 

publicados (ARGOUT et al., 2011; MONTAMAYOR et al., 2013). O perfil de 

expressão dos genes PR foi analisado. Foram identificados vários membros das 

famílias PR-1, PR-3, PR-4 e PR-10, que tiveram maior resposta ao ataque dos 

patógenos Phytophthora palmivora e Colletotrichum theobromicola (FISTER et al., 

2016). 

As proteínas PR se acumulam no local da infecção e estão associadas a HR 

(resposta hipersensível) e a SAR (resposta sistêmica adquirida), contra a infecção 

por fungos, bactérias e vírus (JAIN; KUMAR, 2015; VAN LOON et al., 1994). Em 

tabaco os níveis de PR bem como de uma proteína chamada SAR 8.2 foram 

aumentados em resposta a infecção por TMV (WARD et al., 1991). Quando ocorre a 

interação da planta com agentes patogênicos, genes relacionados a defesa são 

ativados e de forma coordenada eles são expressos nos tecidos infectados e não 

infectados, com o estabelecimento de SAR (RYALS et al., 1996). 

Os genes PR são regulados por fatores de transcrição (Pti4, 5 e 6) que 

reconhecem sequências de resposta ao etileno. Em Arabdopsis esses fatores 

ativaram genes regulados pelo ácido salicílico (PR-1 e PR-2), ácido jasmônico e 
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etileno (PR-3 e PR-4). A aplicação do ácido salicílico na parte externa das plantas 

estimulou ainda mais a expressão da PR-1. Os resultados sugerem que esses 

fatores de transcrição ativam a expressão de uma ampla gama de genes PR, 

desempenhando papeis importantes e distintos na defesa da planta (GU et al., 

2002). 

 

 
2.3 Proteínas relacionadas à patogênese – PR-10 

 
 

As proteínas PR-10 foram inicialmente identificadas em ervilha e salsa 

(FRISTENSKY et al., 1988; SOMSSICH et al., 1986). Elas são caracterizadas por 

possuírem uma cavidade hidrofóbica capaz de se ligar a ácidos graxos, esteroides 

(MARKOVIC-HOUSLEY et al., 2003), flavonoides (CASAÑAL et al., 2013), ácido 

abscísico (SANTIAGO et al., 2009) e citocininas (FERNANDES et al., 2008; 

FUJIMOTO et al., 1998). As PR-10, compreendem proteínas ácidas, pequenas e 

intracelulares (CHADHA; DAS, 2006; LIU; EKRAMODDOULLAH, 2006; YANG et al., 

1997). Possuem no N-terminal um motivo rico em glicina (GxGGxG) semelhante ao 

motivo Bet v1 que acredita-se estar relacionado a atividade de ribonuclease. A PR- 

10 não possui afinidade pelo ATP e por isso o loop rico em glicina em 

conformacionalmente diferente do P loop que se liga a fosfato (FERNANDES et al. 

2013; SARASTE; SIBBALD, 1990; WEN et al., 1997). PR-10 possuem homologia 

com proteínas presentes em grãos de pólen, Betv 1 (BREITENEDER et al., 1989). 

Atualmente a única propriedade enzimática atribuída a algumas das proteínas PR-10 

é a de atividade de ribonuclease (BANTIGNIES et al., 2000; KOISTINEN et al., 2002; 

PUNGARTNIK et al., 2009). Essa atividade pode inibir o crescimento das células do 

patógeno por meio do impacto citotóxico em suas células. Provavelmente essas 

proteínas participam também da apoptose de células vegetais contribuindo com o 

desenvolvimento de HR (FILIPENKO et al., 2013). 

Grande número de genes PR-10 foram clonados e caracterizados em 

diferentes espécies em resposta estresses abióticos e bióticos. Já foram estudados 

vários papéis para as proteínas PR-10, relacionados com o envolvimento em 

processos enzimáticos (BUFE et al., 1996), biossíntese de metabolitos secundários, 

processos antimicrobianos, armazenamento, ligação à membrana, transporte de 
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fitohormônio e ligantes hidrofóbicos, todas conduzidas in vitro (JAIN; KUMAN, 2015). 

Contudo, os papeis das proteínas PR-10 ainda não estão totalmente 

compreendidos. 

Recentemente foi verificado que as proteínas PR-10 com regiões de 

aminoácidos conservados possuem atividade aldo/ceto redutase com substratos 

incluindo aldeídos tóxicos fisiologicamente como o malondialdeido e o metilglioxal. 

Esses aldeídos são espécies reativas de carbonila que ao serem sintetizados 

causam danos as células (JAIN et al., 2016). A ligação induzida dessa proteína a 

trans-zeatina, hormônio do grupo das citocininas, também foi analisado por 

cristalografia demonstrando mudanças na conformação da proteína (ŚLIWIAK et al., 

2016). Um estudo com a Betv 1, proteína integrante do grupo das PR-10 também foi 

descrita com a função de transporte de esteroides. Esse papel de transporte pelas 

PR-10 pode ser de importância fundamental na resposta de defesa da planta frente 

a situação patológicas, bem como crescimento e desenvolvimento (MARKOVIĆ- 

HOUSLEY et al., 2003). 

A TcPR-10 de Theobroma cacao foi identificada em uma biblioteca de cDNA 

de interação compatível cacau-M.perniciosa, (GESTEIRA et al., 2007). Estudos 

posteriores, foram realizados para identificar possíveis funções dessa proteína. As 

sequências de nucleotídeos e aminoácidos mostraram homologia com outras 

proteínas PR-10, contendo um motivo P loop e domínio Betv1. A TcPR-10 pertence 

a um grupo conhecido por ter homologia com ribonucleases. O motivo P loop e os 

aminoácidos conservados (E97, E149 e Y151) sugerem atividade de RNase. De fato 

foi demonstrado atividade de RNase, mas não de DNase no RNA de M. perniciosa, 

além de toxicidade antifúngica e inibição da germinação de basidiósporos. O micélio 

monocariótico, bem como os basidiósporos, mostrou maior resistência a TcPR-10 do 

que o dicarótico. Essa atividade pode ajudar a proteger a planta durante a PCD ou 

pode agir diretamente no patógeno. Também foi visto que a TcPR-10 é ativamente 

transportada para células de levedura e que a sua atividade antifúngica é diminuída 

em mutantes com transporte de cobre de alta afinidade prejudicada e na ausência 

de permeases de exportação (Snq2). Processo semelhante pode ocorrer em M. 

perniciosa. A análise de sequência mostrou que TcPR-10 não possui peptídeo sinal, 

sugerindo que é uma proteína intracelular localizada no citosol (PUNGARTNIK et al., 

2009). 
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Proteínas diferencialmente expressas foram identificadas em M. perniciosa 

durante a interação com TcPR-10, por meio de uma análise proteômica foram 

reveladas 191 proteínas, das quais 55 foram identificadas por espectrometria de 

massa. Foram encontradas proteínas relacionadas ao metabolismo celular, resposta 

ao estresse, ligação ao zinco, mecanismo de fosforilação, transporte, autofagia, 

reparo de DNA e oxidoredutase. Mostrando que a sensibilidade do fungo a essa 

proteína envolve várias rotas bioquímicas. Dentre todas, a classe predominante foi a 

de resposta ao estresse, incluindo proteínas heat shock, conhecidas por 

desencadear mecanismos de defesa contra drogas citotóxicas, semelhante a TcPR- 

10. A atividade de ribonuclease dessa proteína induz no fungo uma reação de 

desintoxicação e geração de energia (ATP). Nesse estudo, sugere-se que a TcPR- 

10 pode superar a resistência do fungo, atuando como um agente antifúngico 

(SILVA et al., 2013). 

Apesar do seu potencial biotecnológico, a TcPR-10 (Figura 2B, C e E) 

apresenta alergenicidade. Seu motivo P loop (Figura 2A) é semelhante a de algumas 

proteínas alergênicas (Bet v 1 e Pru av1). Menezes et al (2012) realizaram mutações 

neste motivo (Figura 2D e F), a fim de produzir proteínas com potencial alergênico 

reduzido. A alegenicidade foi avaliada nas proteínas do tipo selvagem e mutante, 

utilizando ferramentas da bioinformática e ensaios imunológicos (MENEZES et al., 

2012). Estes dados permitiram admitir que a proteína TcPR-10 mutante perde a 

alergenicidade sem interferência na sua função enzimática de ribonuclease e 

atividade antifúngica, sendo portanto, uma biomolécula alvo com potencialidade de 

ser usadas em transformação genética de plantas (MENEZES et al., 2012). 
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Figura 2: Estrutura tridimensional de TcPR-10 obtida por modelagem de 
homologia com Pru av1 (Protein Data Bank, 1e09_A). A. Elementos da estrutura 
secundária de TcPR-10: alfa hélice em vermelho; folhas beta em amarelo e P loops 
em verde. B. Superfície molecular de TcPR-10 selvagem com regiões 
correspondentes de aminoácidos contíguos: 47GDGGVG52 em azul; 
59FPEGSHFKY67 em marrom; 116TSHYHT121 em cinza; 129EEEKKK136 em 
pêssego. C e E. Superfície molecular do tipo selvagem TcPR-10 com aminoácidos 
para mutações destacadas em laranja (Thr10, Ile30, His45). D e F. TcPR-10 tipo 
mutante com mutações pontuais em azul (Pro10, Val30, Ser45). Fonte: Menezes et 
al. (2012). 

 
 

2.4 Proteínas Heat Shock-modo de ação 

 
Proteínas Heat Shock (HSPs) ou de choque térmico, são chaperonas 

envolvidas na montagem, dobragem, translocação e endereçamento para 

degradação de proteínas em processos celulares normais e em situações de 
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estresse (LINDQUIST; CRAIG, 1988; PARK; SEO, 2015; WANG et al., 2004). As 

principais famílias em que as HSPs estão classificadas são as HSP100, HSP90, 

HSP70, HSP60 e as small HSP (sHSP) (WANG et al., 2004). Elas foram inicialmente 

descritas como proteínas induzidas em choque térmico (LINDQUIST, 1986; 

RITOSSA, 1962). Essa descrição limita a descrição dessa classe de proteínas, já 

que são induzidas em uma série de outras tensões bióticas e abióticas contribuindo 

para a homeostase celular (SILVA et al., 2013; WANG et al., 2004; XU et al., 2016). 

A localização celular dessas proteínas vai desde o citoplasma até as organelas 

como núcleo, mitocôndrias, cloroplastos e retículo endoplasmático (BOSTON et al., 

1996; WANG et al., 2004). 

Em animais, as HSPs foram relacionadas a atuação na resposta imune 

(TSAN; GAO, 2009). Em plantas, realizam o controle na qualidade de receptores de 

reconhecimento padrão (PRR) e proteínas R (PARK; SEO, 2015; ZHANG et al., 

2004). Além disso, as HSPs foram propostas para sinalização celular em situações 

de ameaça e tensões celulares (ZHANG et al., 2004). A HSP72 faz parte de um 

conjunto de moléculas que exercem esse papel fornecendo informações sobre a 

ameaça, o estressor ou a integridade do tecido ou organismo (WILLIAMS; IRELAND, 

20008). A HSP60, provoca resposta proinflamatória em células do sistema imune 

inato, sinalizando tensão em células estressadas (OHASHI et al., 2000). 

A maior parte das HSPs estão localizadas no citoplasma, envolvidas na 

transferência de sinal celular para o núcleo em situações de tensão (PARK; SEO, 

2015). A família das HSP90 é a que possui as funções de imunidade em plantas 

mais bem caracterizada. Participam de mecanismos de defesa contra agentes 

patogênicos, regulação da expressão gênica, transporte de proteínas pré-formadas 

em cloroplastos e resposta ao choque térmico (BREIMAN, 2014; PARK; SEO, 2015). 

Em fungos foi visto que a HSP82, membro da família HSP90, é um fator 

necessário para a virulência de patógenos intracelulares. Foram utilizados mutantes 

de levedura Histoplasma capsulatum com expressão diminuída do gene HSP82, 

essa condição atenuou a virulência do fungo sobre células de macrófagos 

(EDWARDS; ZEMSKA; RAPPLEYE, 2011). A chaperona HSP82 também exercem 

papel na resposta ao dano do DNA e foram associadas a resposta ao estresse 

causado por ácido acético em leveduras (SAMANFAR et al., 2017; TRUMAN et al., 
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2015). Além disso, foi visto que a expressão dessa proteína e da HslU aumenta no 

fungo Moniliophthora perniciosa quando entra em contato com uma proteína 

relacionada a patogênese PR de cacau (TcPR-10) (SILVA et al., 2013). A HslU, 

também classificada como uma proteína Heat Shock, pertencente à família HSP100 

(SAINI et al., 2017; YOO et al., 1996). Constitui a maquinaria proteolítica de HslUV, 

juntamente com uma peptidase HsIV. Tem a função de hidrolisar ATP para realizar o 

dobramento de proteínas e sua translocação até HslV. Eles reconhecem as 

proteínas, a desenrolam e depois a translocam para a HslV onde ocorre sua 

degradação (BAYTSHTOK et al., 2017; BOCHTLER et al., 2000; KNOW et al., 

2003). Essas proteínas podem exercer papel importante no processo de resistência 

em microrganismos (KIM et al., 2013). 

 
 

2.5 Transportadores de membrana ABC- Snq2 

 
Os transportadores de membrana ABC (ATP- binding cassette) compõe uma 

superfamília de proteínas que catalisam o transporte de diversos compostos 

químicos na membrana celular e em algumas organelas, desempenhando papel vital 

em vários processos da célula (CHAN et al., 2005; DEAN; ALLIKMETS, 2001; 

DEAN; HAMON; CHIMINI, 2001). A superfamília está subdividida em 7 subfamílias: 

ABCA, ABCB, ABCC, ABCD, ABCE, ABCF e ABCG, que exercem diferentes 

funções de transporte de peptídeos, colesterol, esteroides, ácido biliar e ferro 

(DEAN; ALLIKMETS, 2001). Essas proteínas são classificadas com base na 

organização dos seus domínios de ligação ao ATP, conhecidos como NBF 

(Nucleotide-binding folds) (DEAN, 2002). Sua estrutura compreende dois domínios 

transmembranares e dois de ligação ao ATP citosólicas (GEORGE; JONES, 2012). 

Em Saccharomyces cerevisiae foram identificadas as subfamílias ABCB, 

ABCC, ABCD E ABCG. Os ABCGs desempenham um papel importante como 

transportadores transmembranares de efluxo, eles usam a hidrólise de ATP para 

catalisar o transporte de diversos substratos, incluindo esteróis (DOYLE et al., 2011; 

SABNIS et al., 2017; TELBISZ et al., 2014). As Snq2 pertencem a subfamília 

transportadora ABCG e está envolvido no transporte de múltiplas drogas e 

resistência a ROS (PAUMI et al., 2009). 
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A deleção de múltiplos genes ABC incluindo Snq2 tornam a célula de 2 a 200 

vezes mais sensível a inúmeros fatores tóxicos, incluindo antinfúngicos usados na 

agricultura (ROGERS et al., 2011). Foi visto que células de levedura mutagênicas, 

sem a presença do gene para o transportador Snq2, foram mais sensíveis a ação 

antifúngica da proteína relacionada a patogênese TcPR-10 do que as que possuíam 

o gene (PUNGARTNIK et al., 2009). Além disso, estudos posteriores mostraram que 

a internalização e sensibilidade de S. cerevisiae a TcPR-10 pode estar associada a 

esse transportador de membrana (SILVA, 2013). 
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RESUMO 

 
 

As proteínas relacionadas a patogênese da família 10 (PR-10) possuem homologia 
com proteínas Betv 1, apresentando potencial de alergenicidade. Além disso, 
apresentam atividade de ribonuclease e antifungica. Uma PR-10 de Theobroma 
cacao (TcPR-10) foi identificada em uma biblioteca de cDNA na interação cacau-M. 
perniciosa. Sua função de ribonuclease e antifúngica foi caracterizada contra o fungo 
patogênico M. perniciosa e contra S.cerevisiae, sendo que a TcPR-10 foi 
internalizada por ambos organismos. Posteriormente, foram realizadas mutações 
nessa molécula (TcPR-10mut) para diminuir o seu potencial alergênico, sem 
interferência nas suas funções. A toxicidade de TcPR-10 foi avaliada em leveduras 
sem o transportador de membrana Snq2, que mostrou hiperresistencia nas 
leveduras com ausência do transportador. Mais tarde, foi visto que ocorre maior 
resistência e menor formação de vacúolos em fungos sem transportador Snq2, 
sugerindo relação desse transportador de membrana com a internalização de TcPR- 
10 e sua atividade antifúngica. Os patógenos recrutam mecanismos para recuperar 
a homeostase celular quando são atacados com moléculas tóxicas. Afim de 
investigar a ação antifúngica da TcPR-10 e sua internalização em células fúngicas, 
foram realizadas análises de docking molecular para verificar a interação entre o 
transportador ABC (Snq2) e proteínas relacionadas ao estresse (HSP82 e HslU) com 
a TcPR-10mut. Os dados mostraram que a Snq2 se complexa com TcPR-10mut em 
seu domínio transmembrana, sugerindo internalização dessa proteína por meio 
desse transportadore. A HSP82 e HslU também interagem com TcPR-10mut em sua 
cavidade hidrofóbica e no sítio de atividade de ribonuclease, indicando um bloqueio 
da atividade de TcPR-10 mut e uma sinalização a célula fúngica de perigo. 
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INTRODUÇÃO 

 
 

As plantas quando submetidas a estresses biótico e abiótico desenvolvem 

barreiras complexas para se proteger, induzindo mecanismos de defesa que incluem 

a expressão de várias moléculas protetoras, dentre essas, as proteínas relacionadas 

a patogênese (PR) (FILIPENKO et al., 2013; JAIN et al., 2015). O acúmulo dessas 

proteínas pode estar associado a resposta de hipersensibilidade (HR) e a 

Resistência adquirida sistêmica (SAR) (FILIPENKO et al., 2013; GUEVARA- 

MORATO et al., 2010; VAN LOON et al., 1994). As proteínas PR foram classificadas 

em 17 famílias com base nas suas características estruturais e atividade biológica, 

incluindo as quitinases (SELS et al., 2008), ribonucleases (ZHOU et al., 2002) e de 

ação antifúngica (SELS et al., 2008; VAN LOON; REP; PIETERSE, 2006; VAN 

LOON; VAN STRIEN, 1999). 

Dentre as famílias PR, os membros da família PR-10 se destacam como um 

grupo de pequenas proteínas ácidas que apresentam uma região altamente 

conservada, chamada de motivo P-loop, rico em glicina (GXGGXGXXK- aminoácido 

47-55). Esse motivo caracteriza alguns membros da família com atividade de 

ribonuclease, sendo conservado em proteínas de grãos de pólen, como a Betv 1 

(Betula verrucosa), conferindo a essas moléculas potencial de alergenicidade 

(CHADHA; DAS, 2006; GAJHEDE et al., 1996; JAIN; KUMAR, 2015; MARKOVIĆ- 

HOUSLEY et al., 2003; MENEZES et al., 2012). As PR-10 foram relatadas atuando 

na inibição ao crescimento de fungos patogênicos, sugerindo que a atividade de 

ribonuclease pode estar associada a sua ação antifúngica (FILIPENKO et al., 2013; 

LAN; NG, 2001). Embora seja feita relação entre essas funções, muito pouco se 

sabe sobre a internalização das proteínas PR-10 e envolvimento da atividade de 

ribonuclease na ação antifúngica. 

A doença vassoura-de-bruxa, que atinge o cacaueiro é causada pelo fungo 

hemibiotrófico Moniliophthora perniciosa. Essa doença é responsável por perdas 

significativas no cultivo do cacau e graves impactos econômicos (AIME; PHILLIPS- 

MORA, 2005). O gene TcPR-10 foi identificado a partir de uma biblioteca de cDNA 

da interação cacau-M. perniciosa (GESTEIRA et al., 2007). Pungartnik et al. (2009) 

relataram sua atividade de ribonuclease e antifúngica em Saccharomyces cerevisiae 

e M. perniciosa. Além disso, mostraram a internalização da TcPR-10 por ambos os 
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fungos, sugerindo uma importação ativa dependente de energia e temperatura. Sua 

toxicidade mostrou ser diminuída em leveduras mutadas, sem o transportador de 

membrana Snq2. Silva (2013) verificou a formação de vacúolos em células fúngicas 

em contato com a TcPR-10, todavia, o genótipo com ausência do transportador de 

membrana Snq2 teve diminuição significativa da formação vacuolar (SILVA, 2013). 

Esses dados sugerem que a internalização da proteína PR-10 de cacau pode estar 

diretamente relacionada com esse transportador. 

Os transportadores de membrana ABC, catalisam o transporte de diversas 

substâncias na membrana celular e algumas organelas (CHAN et al., 2005; DEAN; 

ALLIKMETS, 2001; DEAN; HAMON; CHIMINI, 2001; GEORGE; JONES, 2012). A 

subfamília ABCG, da qual faz parte o Snq2, tem função de transporte de uma série 

de drogas tóxicas e esterol, além de estar relacionado a resistência a ROS (espécies 

reativas de oxigênio) (PAUMI et al., 2009; WILCOX et al., 2002). Leveduras 

(Saccharomyces cerevisiae) contém 16 genes que codificam transportadores ABC 

(ROGERS et al., 2001). Alguns deles estão envolvidos na resistência a drogas 

pleiotrópicas (PDR) (WOLFGER; MAMNUN; KUCHLER, 2001). Assim, S. cerevisiae 

pode ser utilizado como um modelo para estudos relacionados a esses 

transportadores. 

Agentes tóxicos que entram em células fúngicas ativam mecanismos que 

tentam reestabelecer a homeostase celular (KILARU; BAILEY; HASENSTEIN, 2007; 

SILVA et al., 2013). Ao ser internalizada por M. perniciosa, a TcPR-10 parece causar 

estresse oxidativo na célula fúngica, recrutando proteínas relacionadas ao estresse 

como as heat Shock proteins (30-60 min de interação) (SILVA et al., 2013). As HSP 

são chaperonas moleculares encontradas em todos os organismos em condições 

normais e sob estresses bióticos e abióticos, atuando na resposta imune de plantas 

e animais. Atuam na montagem, dobragem, translocação e endereçamento para 

degradação de proteínas além de estarem envolvidas na sinalização celular 

estabilizando receptores presentes no citoplasma, por exemplo (FARIA; LONGUI, 

2006; LINDQUIST; CRAIG, 1988; PARK; SEO, 2015; WANG et al., 2004). 

Em fungos quando HSP82 tem sua expressão reduzida isso atenua a 

virulência do Histoplasma capsulatum (EDWARDS; ZEMSKA; RAPPLEYE, 2011). 

Essas proteínas respondem a diversas tensões celulares como dano ao DNA e 
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estresses abióticos (SAMANFAR et al., 2017; TRUMAN et al., 2015). Já as HslU, 

hidrolisam ATP para realizar a dobragem e o transporte de proteínas que serão 

degradadas (BAYTSHTOK et al., 2017; BOCHTLER et al., 2000; KNOW et al., 

2003). Ambas HSP82 e HslU se acumularam em Moniliophthora perniciosa quando 

o fungo foi colocado em contato com a TcPR-10 (SILVA et al., 2013). Foram 

realizadas mutações em 3 aminoácidos da TcPR-10 (TcPR-10mut) que diminuíram 

seu potencial de alergenicidade, sem interferência na sua atividade de ribonuclease 

e antifúngica (MENEZES et al., 2012). Assim, o objetivo dessa pesquisa foi 

investigar in silico a atuação da TcPR-10mut em M. perniciosa com base em seus 

mecanismos de transporte e ação antifúngica, bem como, compreender as 

respostas que essa interação desencadeia no fungo. 

 
 

MATERIAIS E MÉTODOS 

 
 

1. Triagem de proteínas diferencialmente expressas em Moniliophtora 
perniciosa na interação com TcPR-10 

 
A interação do fungo Moniliophthora perniciosa com a proteína TcPR-10 

revelou via análise de gel bidimensional 191 proteínas sendo diferencialmente 

expressas no fungo. Dessas, 55 foram identificadas, sendo que 16 foram 

classificadas por Silva et al. (2013), relacionadas com a resposta ao estresse 

(Tabela 1). Foi realizada uma triagem dessas 16 proteínas no NCBI, com o código 

de acesso disponível no artigo de Silva et al. (2013). Aquelas que possuíam modelo 

cristalografado, coletamos o arquivo no PDB; já aquelas que não tinham modelo 

disponível, modelamos através da ferramenta online Swiss-Model 

(https://swissmodel.expasy.org/). 

 

 
Tabela 1. Proteínas relacionadas ao estresse, com base na classificação de Silva et 
al (2013) 

 

Código 
 (NCBI)  Nome da proteína MW 

pI 

P43773 ATP-dependent protease ATPase 23 8.5 

P15019 Transaldolase Pentose-phosphate shunt 32 6.2 

P02829 Heat shock protein 82 35 4.2 

https://swissmodel.expasy.org/
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Q9RA63 Chaperone protein ClpB 38 6.4 

P32318 Thiazole synthase Suicide enzyme 38 6.4 

Q01877 Heat shock protein HSS1 68 5.0 

P16474 78-kDa glucose-regulated protein homolog 75 4.7 

P54651 Heat shock cognate 90-kDa 84 4.9 

Q01877 Heat shock protein HSS1 72 6.7 

O74225 Heat shock protein Hsp88 100 6.0 

O74770 Probable phosphoketolase 24 5.9 

O42766 14-3-3 protein homolog 23 6.9 

P17820 
Chaperone protein DnaK subunit HslU (heat 

shock) 64 6.5 

P82610 
5-Methyltetrahydropteroyltriglutamate; 

 

De acordo com Silva et al (2013). 

 
 
 

2. Obtenção do modelo tridimensional da TcPR-10mut 

 

 
O modelo tridimensional da proteína TcPR-10mut foi disponibilizado por 

Menezes et al. (2012). A modelagem por homologia dessa proteína foi realizada 

utilizando como molde a estrutura tridimensional critalográfica de Pru av 1 (PDB: 

1e09) (MENEZES et al., 2012). 

 
3. Modelagem molecular 

 
 

A sequência do transportador de membrana Snq2, do organismo modelo 

Saccharomyces cerevisiae, foi coletada no NCBI (GenBank: CAA98831.1). Para 

selecionar o melhor modelo 3-D para modelagem molecular dos domínios da 

proteína Snq2, a sua sequência de aminoácidos foi submetida a uma construção de 

modelos através da ferramenta online Swiss-Model (https://swissmodel.expasy.org/). 

Os domínios 1 e 2 da proteína de transporte ABC Snq2 foram modelados por 

homologia, utilizando como molde a estrutura 3D do transportador de membrana 

ABCG2 (PDB: 5nj3), com base no melhor alinhamento com estruturas depositadas 

no Protein Data Bank. Os modelos 3-D dos domínios previstos que obtiveram melhor 

qualidade foram salvos para as análises posteriores. A qualidade estereoquímica 

 homocysteine methyltransferase 90 7.7 

P55737 Heat shock protein 90-2 124 4.8 

P32318 Thiazole synthase 48 6.4 
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desses modelos foi avaliada utilizando ferramentas de validação do próprio Swiss- 

Model, incluindo o Procheck (LASKOWSKI et al., 1993) e o Atomic Non-Local 

Environment Assessment (ANOLEA). 

 
 

4. Docking molecular: interação proteína/proteína 

 
A análise de interação foi realizada usando o pacote de ferramentas online 

ClusPro (https://cluspro.bu.edu/login.php) (COMEAU et al., 2004). As estruturas 3D 

da proteína receptora e das proteínas ligantes foram combinadas em um único 

arquivo PDB. Posteriormente os arquivos dos complexos foram submetidos ao 

servidor. A predição dos sítios ativos foi realizada pelo servidor Interpro 

(https://www.ebi.ac.uk/interpro/) (ZDOBNOV; APWEILER, 2001) e com base nos 

artigos que descrevem as estruturas cristalográficas de proteínas homólogas. Os 

resultados das interações foram avaliados, considerando as nove melhores posições 

de acoplamento, de acordo com fatores físico-químicos de energia livre, bem como 

possíveis regiões de sítios ativos e/ou modulatórios, utilizando os programas PyMOL 

1.8 (DELANO, 2002) e Discovery Studio 2017 R2. 

 
 
 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 
1. Interação de proteínas Heat shock com TcPR-10mut 

 
 

A modelagem da TcPR-10mut (Figura 1A-B) mostrou a presença estrutural de 

seis folhas beta, três alfa hélices e um motivo P-loop rico em glicina 

(47GDGGVGSIK55) responsável por sua atividade de ribonuclease, além de regiões 

conservadas próximas a cavidade hidrofóbica dessa proteína (59FPEGSHFKY67; 

116TSHYHT121; 129EEEIKAGK136) (MENEZES et al., 2012). 

https://www.ebi.ac.uk/interpro/
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Figura 1: Estrutura tridimensional de TcPR-10mut obtida por modelagem de 
homologia com Pru av1 disponível no RCSB Protein Data Bank (PDB: 1e09_A) 
(MENEZES et al., 2012). A. Elementos estruturais. As alfa hélices estão 
representadas em vermelho e as folhas beta em azul. B. Superfície molecular da 
TcPR-10mut indicando regiões com graus de hidrofobicidade: baixos níveis de 
hidrofobicidade em azul e altos níveis de hidrofobicidade em marrom. A seta indica a 
cavidade hidrofóbica da proteína. 

 

Com base no estudo realizado por SILVA et al. (2013) foi possível selecionar, 

dentro da classe de proteínas relacionadas ao estresse expressas por 

Moniliophthora perniciosa, proposta pelo autor, duas proteínas que se complexam 

com a TcPR-10mut. Os modelos cristalográficos da HSP82 (ATP-dependent 

molecular chaperone HSP82) (PDB: 4CE3) e da subunidade HslU (ATPase subunit 

HslU) (PDB: 1OFI) foram utilizados nas análises moleculares de interação em 

conjunto com a TcPR-10mut, obtida a partir de modelagem com Pru av1 (PDB: 

1e09_A) (MENEZES et al., 2012). O modelo tridimensional da HSP82 mostrou uma 

estrutura com três alfa hélices e oito folhas beta (Figura 2A). Foi identificada uma 

cavidade hidrofóbica próxima a regiões de domínios conservados. Propõem-se que 

essa cavidade contém os sítios de ligação ao ATP, magnésio (Mg2+) e um motivo 

rico em glicina, descritos para essa proteína (Figura 2B), (IMMORMINO et al., 2004; 

OBERMANN et al., 2014; PRODROMOU et al., 1997). 
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Figura 2: Estrutura tridimensional da HSP82 obtida no RCSB Protein Data Bank 
(PDB: 4CE3). A. Elementos que compõem a estrutura. As alfa hélices estão 
indicadas em vermelho e as folhas beta em azul. B. Superfície molecular da HSP82 
indica regiões com baixos níveis de hidrofobia em azul e altos níveis de hidrofobia 
em marrom; seta indica a cavidade hidrofóbica da proteína. 

 

O modelo tridimensional da HslU mostrou uma estrutura com nove alfa 

hélices e oito folhas beta (Figura 3A). A análise da superfície molecular hidrofóbica 

identificou uma cavidade hidrofóbica que contém motivos P-loop ricos em glicina, 

sítios de ligação ao ATP e ao magnésio (Mg2+) (Figura 3B) (KNOW et al., 2003). 
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Figura 3: Estrutura tridimensional da HslU obtida no RCSB Protein Data Bank 
(PDB: 1OFI). A. Elementos estruturais: alfa hélices estão representadas em 
vermelho e folhas beta em azul. B. Superfície molecular da HslU indicando regiões 
com graus de hidrofobicidade: baixos níveis de hidrofobicidade em azul e altos 
níveis de hidrofobicidade em marrom; seta indica a cavidade hidrofóbica da proteína. 

 
 
 

A predição dos domínios e sítios de ligação das proteínas, realizada pelo 

Interpro, confirmou regiões descritas nas cristalografias e realizou a predição de 

novos sítios. O docking revelou interação do motivo P-loop da TcPR-10mut 

(receptor) com a proteína HSP82 (ligante) nos resíduos de aminoácidos Asp48- 

Arg32, Gly49-Gln119, Val51-Arg32, Val51-Glu33, Gly52-Ser198, Gly52-His197, 

Ile54-Phe200 sendo que, a interação Val51-Glu33 ocorre no sítio de ambas 

proteínas (Figura 4); e da cavidade hidrofóbica da TcPR-10mut (receptor) com a 

proteína HslU nos resíduos de aminoácidos Phe59-Arg441, Leu68-Arg441, Asn70- 

Ser440, Thr85-Arg441, Val90-Phe442, Tyr100-Phe442, Tyr100-441 Leu102-Leu444, 

Tyr119-Phe442, Gln138-Ser440, Gln134-Phe442, Leu102-Leu444, Met115-Leu444, 

Ala134-Leu439, Ala139-Ile443, Ala139-Leu444, Met142-Leu444 (Figura 5). 
 
 
 

 

 
 

 

Figura 4: Resultado da análise de interação entre proteínas TcPR-10mut e 
HSP82 por Docking. A. Superfície molecular com proteínas complexadas; TcPR- 
10mut indicada em azul (receptor) e HSP82 indicada em rosa (ligante). B. 
Representação dos resíduos de aminoácidos onde ocorreu interação. 
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Figura 5: Resultado da análise de interação entre proteínas TcPR-10mut e HslU 
por Docking. A. Superfície molecular com proteínas complexadas; TcPR-10mut 
indicada em roxo (receptor) e HslU indicada em verde (ligante). B. Representação 
dos resíduos de aminoácidos onde ocorreu interação. 

 
 
 

A HSP82 e HslU são proteínas Heat shock (HSPs) que funcionam como 

chaperonas presentes na célula em condições normais, sendo induzidas em 

situações de estresse biótico e abiótico (PARK; SEO, 2015). Atuam principalmente 

na síntese, segmentação, maturação e degradação de proteínas em todos os 

compartimentos celulares, se ligando a proteínas estruturalmente instáveis 

(BOSTON et al., 1996). Em uma análise da interação da proteína TcPR-10 com 

Moniliophtora perniciosa, as proteínas HSPs tiveram seus níveis de expressão 

elevados em relação ao tratamento controle, principalmente nos tempos entre 30 e 

60 minutos. Essas proteínas foram agrupadas na classe que mais se destacou 

durante a interação (SILVA et al., 2013). Os resultados do Docking sugerem que a 

TcPR-10mut se complexa com duas dessas proteínas, expressas pelo fungo M. 

perniciosa. Uma vez que a TcPR-10 possui atividade de ribonuclease 

(PUNGARTNIK et al., 2009) e a degradação de RNA pode levar ao estresse 

oxidativo (MROCZEK; KUFEL, 2008) a presença da TcPR-10 no fungo induz 

estresse oxidativo gerando mudanças na homeostase celular do fungo. Essa 

mudança induz a expressão de genes de HSPs (SILVA et al., 2013). Propõe-se que 

na tentativa de bloquear as funções de ribonuclease e antifúngica da TcPR-10, as 
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HSPs interagem com o sítio ativo dessa proteína para impedir a sua atividade dentro 

da célula. A TcPR-10 também atua tentando bloquear a ação das HSPs, esse 

mecanismo é sugerido pela interação dessa proteína no sítio de ligação da HSP82. 

TcPR-10 demonstrou ter papel importante no processo de virulência em fungos. 

Mutantes para o gene HSP82 de Histoplasma capsulatum tiveram decréscimo na 

sua virulência e viabilidade quando submetidos a estresse oxidativo (EDWARDS et 

al., 2011). Assim como a HslU que exerce papeis importantes no processo de 

resistência em microorganismos (KIM et al., 2013). O contato da TcPR-10 com M. 

perniciosa promove, em 120 minutos de interação, aumento na expressão de 

oxirredutases e diminuição dos níveis da proteína TcPR-10 (SILVA et al., 2013). 

Sabendo que as HSPs estão envolvidas na transferência de sinais celulares ao 

núcleo sob condições de estresse biótico e abiótico (BOSTON et al., 1996; 

BREIMAN, 2014), a interação das proteínas HSPs com TcPR-10 pode estar 

funcionando como uma sinalização de perigo a célula fúngica, que responde 

induzindo meios de desintoxicar a célula. 

 

 
2. Interação da proteína TcPR-10mut com transportador de membrana 

Snq2 

 
 

Os domínios 1 e 2 da proteína de transporte ABC Snq2 foram modelados por 

homologia, utilizando como molde a estrutura 3D do transportador de membrana 

ABCG2 (PDB: 5nj3), com base no melhor alinhamento com estruturas depositadas 

no Protein Data Bank (Figura 6). O modelo de ABCG2 apresentou para os domínios 

1 e 2, 28.45% e 28.60% de identidade com a proteína Snq2, respectivamente 

(Figura 6A); A análise de validação pelo gráfico de Ramachandran dos modelos, 

apresentou 85% de resíduos nas regiões mais favorecidas e 12.4% em regiões 

permitidas adicionais, indicando 97.4% resíduos de aminoácidos localizados em 

regiões favorecidas, no domínio 1; e 86.7% de resíduos nas regiões mais 

favorecidas e 11.9% em regiões permitidas adicionais, indicando 98.6% resíduos de 

aminoácidos localizados em regiões favorecidas, no domínio 2. O modelo 

tridimensional do domínio 1 (Figura 7A-B) de Snq2 mostrou uma região composta 

por seis folhas beta que foram propostas como um domínio citoplasmático com 

características pouco hidrofóbicas; uma região com seis alfa hélices propostas como 
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um domínio transmembrana muito hidrofóbico; além de sítios para ligação ao ATP 

(Figura 6A-B). A estrutura do transportador ABC compreende dois domínios 

transmembranares e dois de ligação ao ATP citosólicas (GEORGE; JONES, 2012). 

 

 
A B 

 
 

 
Figura 6: Alinhamento de sequências de aminoácidos da Snq2 de 

Saccharomyces cerevisiae com transportadores de membrana ABC, feita pelo 

ClustalW. A. Alinhamento com domínio 1 do transportador de membrana ABCG. B. 

Alinhamento com domínio 2 do transportador de membrana ABCG. 
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O docking revelou interação do motivo P-loop e da cavidade hidrofóbica da 

Figura 7: Representação do modelo tridimensional do domínio 1 do 
transportador ABC Snq2. A. Modelo 3-D do domínio 1 da proteína Snq2; Em 
amarelo está representado o domínio citoplasmático e em vermelho o domínio 
transmembrana da proteína. B. Superfície molecular hidrofóbica; níveis mais 
elevados de marrom indicam regiões mais hidrofóbicas e níveis da coloração em 
azul indicam regiões menos hidrofóbicas. A seta indica a região com maior nível de 
hidrofobicidade. 

 

O modelo tridimensional do domínio 2 de Snq2 mostrou uma região composta 

por nove folhas beta que também foram propostas como um domínio citoplasmático 

com características pouco hidrofóbicas; e uma região com cinco alfa hélices 

propostas como um domínio transmembrana muito hidrofóbico, além de sítios para 

ligação ao ATP (Figura 8A-B). As proteínas Snq2 fazem parte da superfamília dos 

transportadores ABC (ATP-binding cassette), sendo responsáveis pelo transporte de 

diversos compostos químicos nas membranas celulares (DEAN; HAMON; CHIMINI, 

2001; CHAN et al., 2005). Sua classificação se baseia na organização dos seus 

domínios NBFs (nucleotide-binding folds), de ligação ao ATP e a nucleotídeos. Os 

NBFs apresentam motivos Walker A e B, separado por aproximadamente 90-120 

aminoácidos, encontrados em todas as proteínas de ligação ao ATP (DEAN, 2002; 

HYDE et al., 1990). 

 
 
 
 

 

Figura 8: Representação do modelo tridimensional do domínio 2 do 
transportador ABC Snq2. A. Modelo 3-D do domínio 2 da proteína Snq2. Em 
amarelo está representado o domínio citoplasmático e em vermelho o domínio 
transmembrana da proteína. B. Superfície molecular hidrofóbica; níveis mais 
elevados de marrom indicam regiões mais hidrofóbicas e níveis mais elevados de 
azul indicam regiões menos hidrofóbicas. Seta indicando região com maior nível de 
hidrofobicidade. 
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TcPR-10mut (ligante) com os domínios da Snq2 (receptor) nos resíduos de 

aminoácidos do domínio 1: Thr85-Trp501, Gly50-Lys505, Val51-Leu506, Gly52- 

Lys505, Gly52-Glu502, Ser53-Lys505, Ser53-Glu502, Cys81-Gln509 (Figura 9A-B); 

E do domínio 2: Ile54-Trp1184 (Figura 10A-B). Já foi relatado que mutantes de 

Saccharomyces cerevisiae sem transportadores de membrana Snq2 reduziram a 

presença intracelular de TcPR-10 gerando resistência melhorada ao fungo 

(PUNGARTNIK et al., 2009). Além disso, foi visto que ocorre internalização de 

TcPR-10 pelas hifas de M. perniciosa com formação de estruturas similares a 

vacúolos, padrão semelhante foi encontrado em S. cerevisiae (SILVA, 2013). 

Nossos resultados apontam que a proteína TcPR-10 se complexa com a proteína de 

transporte Snq2 principalmente nas regiões do domínio transmembrana. Assim, 

podemos inferir que a internalização dessa proteína, pode estar relacionada com 

esse transportador. As Snq2 pertencem a família transportadora ABCG (PAUMI et 

al., 2009). Os ABCGs desempenham um papel importante como transportadores 

transmembranares de efluxo, eles usam a hidrólise de ATP para catalisar o 

transporte de esterois (SABNIS et al., 2017; TELBISZ et al., 2014). Foi visto que 

proteínas da família PR-10, possuem uma cavidade hidrofóbica que se liga a 

brassinosteróides, esteroides que regulam o desenvolvimento vegetal (KOISTINEN 

et al., 2005; MARKOVIC-HOUSLEY et al., 2003). Silva (2013) sugere, que devido a 

essa mesma afinidade ao esterol, a TcPR-10 associada ao esterol da membrana 

passa através de permeases presentes na membrana celular. Assim, propomos que 

a importação de TcPR-10 para a célula fúngica está relacionada à sua interação 

com o transportador de membrana Snq2 e que esse transporte pode estar ocorrendo 

de forma semelhante a importação de esterol, como proposto por Silva (2013). A 

presença de um homólogo de Snq2 em M. perniciosa indica que podem ocorrer 

padrões, relacionados a esse transportador, semelhante ao encontrado em S. 

cerevisiae (SANTOS et al., 2008). 
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CONCLUSÃO 

 

 

 

Figura 9: Resultado da análise de interação entre proteínas por Docking. A. 
Superfície molecular com proteínas complexadas; TcPR-10mut indicada em rosa 
(ligante) e domínio 1 da Snq2 indicada em verde (receptor). B. Representação dos 
resíduos de aminoácidos onde ocorreu interação. 

 
 
 
 

 
 
 

Figura 10: Resultado da análise de interação entre proteínas por Docking. A. 
Superfície molecular com proteínas complexadas; TcPR-10mut indicada em lilás 
(ligante) e domínio 2 da Snq2 indicada em vermelho (receptor). B. Representação 
dos resíduos de aminoácidos onde ocorreu interação. 

 

 

CONCLUSÃO 

 
 

Este é o primeiro estudo realizado com análise de interação da TcPR-10mut 

com proteínas Heat Shock e transportadores de membrana ABCG (Snq2). 
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Propromos que as proteínas Heat Shock (HSP82 e HslU) de Moniliophthora 

perniciosa se complexam com a TcPR-10mut no seu sítio de atividade de RNase e 

na sua cavidade hidrofóbica, indicando formas de ação dessas proteínas em 

bloquear a ação da TcPR-10mut. Essa interação pode estar sinalizando a célula do 

fungo a indução da expressão de proteínas de defesa, como as oxiredutases. 

O transportador de membrana Snq2 e a proteína TcPR10mut interagem no 

domínio transmembrana do transportador. Pode-se dizer que a internalização da 

TcPR-10 na célula fúngica está relacionada a um complexo formado por essa 

interação. E a afinidade de ligação a esteróis dessas duas proteínas medeia esse 

processo. 

Esses dados são importantes para futuros estudos relacionados aos 

mecanismos de ação da TcPR-10mut no patossistema cacau-Moniliophthora 

perniciosa. 

 

 
MATERIAL SUPLEMENTAR 

 
 

Material suplementar 1: Gráfico de Ramachandran para validação da estrutura dos 
domínios 1 e 2 da Snq2. 
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RESUMO 

 
O gene TcPR-10 codifica uma proteína relacionada à patogênese com atividade de 
ribonuclease e antifúngica. Essa proteína foi identificada em uma biblioteca de cDNA 
sendo diferencialmente expressa na interação cacau (variedade suscetível) com o 
fungo Moniliophthora perniciosa. A TcPR-10 é uma proteína citoplasmática, atuando 
principalmente das fases finais da vassoura-de-bruxa. Testes in vitro demonstraram 
sua ação antifúngica em micélio dicariótico, monocariótico e em basidiósporos. 
Contudo, a TcPR-10 possui domínios conservados com proteínas do grão de pólen, 
que confere potencial de alergenicidade a essa proteína. Assim, foram realizadas 
mutações em alguns aminoácidos próximos a esse domínio que diminuiram seu 
potencial alergênico sem influenciar nas suas atividades de ribonuclease e 
antifúngica. Desse modo, fusionamos a TcPR-10 mutante (TcPR-10mut) com uma 
sequência sinal de endereçamento ao espaço extracelular da TcPR-4. Essa 
construção sob o controle do promotor constitutivo CamV35S foi clonado em vetor 
pCAMBIA 2301, posteriormente utilizado em transformação genética de tomate 
(Lycopersicon esculentum cv Micro-Tom). Essa estratégia visa o endereçamento da 
TcPR-10mut ao apoplasto para que essa proteína possa atuar no combate ao fungo 
M. perniciosa nos estágios iniciais da doença vassoura-de-bruxa. 
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INTRODUÇÃO 

 
 
 

O Theobroma cacao é uma espécie economicamente importante, suas 

amêndoas são a principal fonte de matéria prima para a produção do chocolate e de 

outros subprodutos (ALMEIDA; VALLE, 2008; SILVA NETO, 2001). Na década de 80 

o Brasil representava cerca de 20% da produção mundial de cacau, sendo que o Sul 

da Bahia era responsável por 95% desse valor (ALVIM; NAIR, 1986). Mais tarde, 

com o advento da vassoura-de-bruxa, doença do cacaueiro causada pelo fungo 

basidiomicota hemibiotrófico Moniliophthora perniciosa, houve grande devastação 

dessa cultura, gerando perdas significativas nas plantações de cacau, além de 

impactos sociais e econômicos (AIME; PHILLIPS-MORA, 2005; PEREIRA et al., 

1989). 

Por se tratar de um fungo hemibiotrófico, M. perniciosa apresenta duas fases 

distintas em seu ciclo de vida: a fase biotrófica e a fase necrotrófica. A fase biotrófica 

é caracterizada pela formação do micélio monocariótico e colonização do espaço 

extracelular (apoplasto) da célula vegetal de onde obtém os nutrientes necessários 

para se nutrir e se desenvolver. Com o avanço da interação, o fungo começa a 

formar grampos de conexão entre as células das hifas, desenvolvendo o micélio 

dicariótico que passa a crescer intracelularmente no tecido da planta (AIME; 

PHILLIPS-MORA, 2005; SCARPARI et al., 2005; SENA; ALEMANNO; GRAMACHO, 

2014). Estudos envolvendo a interação cacau-M. perniciosa vem sendo realizados 

na tentativa de compreender os processos moleculares relacionados a biologia 

dessa doença e realizar o seu controle. Assim, foram identificados genes envolvidos 

na resposta de defesa da planta contra o fungo, que podem ser utilizados em futuras 

análises de caracterização e possivelmente gerar métodos de combater a doença 

(DA HORA JUNIOR et al., 2012; GESTEIRA et al., 2007; MICHELI et al., 2010). 

O gene TcPR-10 foi identificado sendo diferencialmente expresso em uma 

biblioteca de cDNAs da interação cacau-M. perniciosa (GESTEIRA et al., 2007). 

Posteriormente foi visto com expressão 40 vezes aumentada em relação ao 

tratamento controle em plantas, após 60 dias da infecção com M. perniciosa (DA 

HORA JÚNIOR et al., 2012). Nessa fase está ocorrendo o início da necrose no 

tecido da planta (MEINHARDT et al., 2008). A proteína originada desse gene é 
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citoplasmática e possui atividade de RNase e antifúngica em micélio monocariótico, 

dicariótico e basiósporos (PUNGARTNIK et al., 2009). Contudo, apresenta domínios 

conservados com proteínas do grão de pólen, como a Bet v1, proteína de alto 

potencial alergênico (GAJHEDE et al., 1996; MARKOVIC-HOUSLEY et al., 2003; 

MENEZES et al., 2012). Afim de diminuir as características de alergenicidade dessa 

proteína, foram feitas mutações próximas a esse domínio, diminuindo seu potencial 

alergênico sem interferir nas suas funções de ribonuclease e antifúngica (MENEZES 

et al., 2012). 

Assim, TcPR-10 mutante (TcPR-10mut) torna-se um alvo com alto potencial 

biotecnológico para ser explorado em transformação genética de plantas, por meio 

da engenharia genética, visando caracterização da atuação dessa proteína na 

resistência ao fungo causador da vassoura-de-bruxa e outros patógenos, bem como 

para aumentar a resistência da planta a estresses abióticos. Vários trabalhos 

envolvendo transformação genética de plantas com proteínas PR, geraram 

organismos mais resistentes a estresses bióticos e abióticos (ALEXANDER et al., 

1993; JABER et al., 2017; WANG et al., 2011). O tomate (Lycopersicon esculentum 

cv Micro-Tom) é utilizado como organismo modelo para estudos do patossistema 

cacau-M. perniciosa, pois tem bom crescimento, ciclo de vida curto e tem frequência 

de até 80% em transformação mediada por Agrobacterium tumefaciens (MEISSNER 

et al., 1997). Sendo um importante modelo para estudo da interação cacau-M. 

perniciosa do biótipo S (MARELLI et al., 2009). Assim, visto que a TcPR-10 tem 

potencial antifúngico e é uma proteína citosólica, é desejado que ela seja 

direcionada para o apoplasto da planta, para servir de barreira primária contra 

patógenos como M. perniciosa. 

 

 
MATERIAL E MÉTODOS 

 
 
 

1. Análise comparativa 

 
A sequência de aminoácidos da TcPR-10mut foi submetida a um BLAST nos 

bancos de dados Sol genomics Network e Cocoa genome Hub, a fim de encontrar 

sequências de proteínas homólogas no cacau e tomate. As sequências encontradas 
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foram submetidas ao Conserved Domains do NCBI para filtrar apenas proteínas que 

possuem o domínio conservado da TcPR-10. O programa Archeopteryx, foi utilizado 

para gerar um dendograma dessas sequências com parâmetros default e bootstrap 

de 100. 

2. Desenho de primers e adição de peptídeo sinal ao gene TcPR-10 
mutante 

 

As sequências dos genes TcPR-10 e TcPR-4 de Theobroma cacao foram 

obtidas no banco de dados do genoma de cacau (Cocoa Genome Hub) e 

submetidas a análise de sequência sinal com base no SignalP 4.1 Server 

(PETERSEN et al., 2011). Dois pares de primers foram desenhados manualmente 

para amplificação do gene TcPR-10 mutante (TcPR-10mut), sequência sinal do 

TcPR-4 e posterior junção do produto dessas duas amplificações. A sequência 

nucleotídica de endereçamento do produto proteico para o espaço extracelular foi 

inserida no gene TcPR-10mut por meio da técnica de sobreposição de fragmentos 

da reação em cadeia da DNA polimerase (overlap extension Polymerase Chain 

Reaction). A técnica de overlap extension PCR se baseia no desenvolvimento de 

iniciadores específicos para a região de interesse a ser mutada gerando fragmentos 

que se sobrepõe (HO ET AL., 1989). A primeira reação utilizou os primers F: 

PR10PS  ApaI  (5’GGCGGGCCCATGAAAATGGAGAGATTC  3’)  contendo  uma 

sequência adptadora e R: PRPS (5’GTGACACCCATGGCAGCAGCAGAAGC 3’), 

para amplificação do peptídeo sinal do gene TcPR-4; Na segunda reação foram 

utilizados os primers R: PR10 SacI R (5’GGCGAGCTCTTAAGCGTAGACATTGG 3’) 

contendo uma sequência adaptadora e F: PR4-PR10 

(5’TCTGCTGCTGCCATGGGTGTCACCACATATACG 3’), para amplificação do gene 

TcPR-10mut. Os iniciadores PR10 SacI (R) e PR10PS ApaI (F) foram submetidos a 

uma terceira reação de PCR para unir os fragmentos obtidos nas reações anteriores 

contendo extremidades sobrepostas que se anelaram. O DNA molde utilizado nas 

reações foi obtido a partir de estoque glicerol de E.coli TOP 10 transformadas com 

os vetores pet28a e pGEM-T, contendo as sequências de ambos os genes. 

 

3. Construção de vetores contendo PS:TcPR-10mut 

https://www.google.com.br/search?dcr=0&biw=1536&bih=735&q=par%C3%A2metros%2Bdefault%2Bbootstrap&spell=1&sa=X&ved=0ahUKEwjAxL2dht3XAhUDS5AKHcUqCd8QvwUIIygA
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O produto de PCR referente a sequência PS:TcPR-10mut, foi purificado 

usando o kit de purificação PureLinkTM Quick Gel Extraction Kit de acordo com as 

recomendações do fabricante (Invitrogen) e clonado no vetor PUC118 sob o controle 

do promotor e terminador do vírus do mosaico do Couve-flor 35S (CAMV35S). O 

produto da ligação foi utilizado para transformar células TOP10 de Escherichia coli 

por choque térmico. As colônias transformadas, foram confirmadas por PCR e 

digestão utilizando a enzima PstI. 

 
4. Montagem e síntese das construções pCAMBIA2301:PS:TcPR-10mut e 

pCAMBIA2301:PS:TcPR-10mut:GFP para transformação de plantas 

 
Sequências promotora e terminadora do vírus do mosaico do Couve-flor 35S 

(CAMV35S) foram obtidas por meio do mapa do vetor pSAT1A-cEYFP-N1, arquivo 

disponibilizado pela FastBio. A sequência da proteína de fluorescência GFP 

(Aequoria victoria green fluorescent protein) foi retirada do SnapGene Software for 

everyday molecular biology. Ambas sequências foram submetidas a análise no NCBI 

utilizando a ferramenta Nucleotide BLAST. A montagem da construção contendo 

GFP foi realizada utilizando o protocolo Design and Use of Fluorescent Fusion 

Proteins in Cell Biology (SANAPP, 2005). A predição da influência de GFP na 

conformação da TcPR-10mut foi realizada utilizando o I-TASSER server for protein 

structure and function prediction. Para as duas construções foi solicitada a 

otimização de códons para o sistema modelo Tomateiro Micro-Tom (Solanum 

Lycopersicum). Os clones foram sintetizados pela empresa FastBio. 

 
5. Transformação genética de Tomateiro var. ‘Micro-Tom’ 

 
 

Agrobacterium tumefaciens (EHA 105) contendo as construções 

pCAMBIA2301:PS:TcPR-10mut,  pCAMBIA2301:PS:TcPR-10mut:GFP  e  o  vetor 

pCAMBIA 2301 vazio foram cultivadas em meio YEP (Tabela 1) contendo 50 mg L-1 

de rifampicina e 50 mg L-1 de canamicina, durante 24 horas a 220 rpm e 28°C. A 

cultura de A. tumefaciens foi centrifugada a 3500 rpm durante 10 min a 4°C e 

ressuspendida em meio MS líquido (MURASHIGE E SKOOG, 1962) contendo 3% 

(w/v) de sacarose e 10 mM de acetossiringona a pH 5,8. A cultura de A. tumefaciens 

foi ajustada para OD600 = 0,3-0,4 (uma OD 600 corresponde a 108 células/ml de 
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cultura). Os explantes do hipocótilo de tomate foram incubados com a suspensão 

bacteriana, à temperatura ambiente durante 10 minutos, sob agitação suave. Após a 

incubação, os explantes foram transferidos para placas de Petri contendo papel filtro 

esterilizado para remover o excesso de A. tumefaciens. Os explantes foram 

colocados com o lado adaxial para baixo em placas de Petri contendo meio de CO 

(Tabela 1) e mantidos no escuro a 23 ± 1°C durante 2 dias. Após este período, os 

explantes foram transferidos para o meio de RE (Tabela 1) contendo 2 mg.L-1 de 

higromicina como agente de seleção e mantidos sob um fotoperíodo de 10 h a 23 ± 

1°C; o lado abaxial dos explantes foi colocado em contato com o meio de cultura. Os 

explantes regenerados foram subcultivados em meio de EL (Tabela 1) para 

alongamento. 

 

Tabela 1. Composição dos diferentes meios utilizados nesse estudo 
 

Nome Composição Função 

 

GE 
½ sais MS, NN vitaminas, sacarose 3% 
(w/v), mio-inositol 100 mg.l-1, pH 5.8, 
agar 0.7% (w/v) 

 

Germinação das sementes 

 
CO 

Sais MS, NN vitaminas, sacarose 3% 
(w/v), mio-inositol 100 mg.l-1, 2,4-D 0.2 
mg.l-1, acetoseringona 10 mM, pH 5.8, 
0.7% agar (w/v) 

Aumento da eficiência de 
transformação com 
Agrobacterium tumefaciens 

 
RE 

Sais MS, NN vitaminas, sacarose 3% 
(w/v), mio-inositol 100 mg.l-1, 2,4-D 0.2 
mg.l-1, acetoseringona 10 mM, pH 5.8, 
0.7% agar (w/v) 

Indução de formação de 
brotos com o 
desenvolvimento da parte 
aérea 

 
EL 

Sais MS, NN vitaminas, sacarose 3% 
(w/v), mio-inositol 100 mg.l-1, zeatina 0.5 
mg.l-1, Timentin 300 mg.L-1, pH 5.8, 0.7 
% agar (w/v) 

 
Alongamento de brotos 

YEP 
2% peptona,2% extrato de levedura, 2% 
NaCl, pH 7.0 

Crescimento de 
Agrobacterium tumefaciens 

 
 
 
 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
 
 

Análise comparativa de proteínas PR-10 de cacau e tomate 



60  

O dendograma foi gerado apenas com proteínas PR-10 de cacau e tomate 

que apresentaram o domínio Betv1 conservado (Figura 1). A família 10 das 

proteínas relacionadas a patogênese possuem uma região altamente conservada 

denominada motivo P-loop. Trata-se de uma região rica em glicina, relacionada ao 

potencial alergênico de proteínas de grão de pólen e atividade de ribonuclease de 

alguns membros dessa família (MENEZES et al., 2012; MIRZA et al., 2000; 

SPANGFORT et al., 2003). Foi possível classificar três grupos com base em suas 

semelhanças. O primeiro grupo (1) se caracteriza pela presença apenas de 

proteínas de cacau com sequências mais heterogêneas. Nesse grupo estão 

presentes: PYL6 e 4 receptoras do ácido abscísico; Norcoclaurinas sintase (NCS) 

incluindo uma com presença de peptídeo sinal; e proteínas MLP-like. Apesar de 

termos encontrado uma norcoclaurina sintase com sequência sinal, indicando uma 

exportação dessa proteína, sua principal função é participação na síntese de 

alcaloides, sem função de atividade de RNAse descrita (LEE; FACCHINI, 2010). O 

segundo grupo (2) incluiu em sua maioria, proteínas PR-10 de tomate. Esse foi o 

grupo com que a TcPR-10mut apresentou maior similaridade. Apesar da 

similaridade da proteína mutante ser com PR-10 citoplasmáticas de tomate, o nosso 

modelo de transformação genética, o endereçamento de TcPR-10mut poderá ser o 

diferencial dessa proximidade. No segundo (2) e terceiro (3) grupos foi predominante 

a presença de proteínas com alto potencial de alergenicidade (Pru ar 1, Pru av 1, 

Major allergen d 1) (Figura 1). 
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Figura 1: Dendograma gerado pelo Archeopteryx, representando 

comparativamente proteínas PR-10 de tomate e cacau. 1. Marcado em amarelo 

está representado o primeiro grupo, carcterizado por possuir maior heterogeneidade 

entre as sequências. 2. Representado na cor preta está o segundo grupo, com PR- 

10 de tomate em sua maioria, onde foi agrupada a TcPR-10mut. 3. Representado na 

cor azul está o terceiro grupo, onde foi predominante a presença de proteínas com 

alto potencial de alergenicidade. 

 
 

Identificação do peptídeo sinal 

 
 

A sequência do gene TcPR-4 foi submetida ao programa SignalP 4.1 

permitindo prever o início e término da sequência sinal, pela presença, no gráfico, de 

um pico de cor verde na posição 20 da sequência da proteína, que ultrapassa o 

threshold de 0.450 (Material suplementar 1). Essa sequência indica um sinal 

secretor da proteína para o endereçamento e translocação da proteína através do 

compartimento subcelular (HEIJNE, 1990). 

 
Desenho dos primers 

 

 
O primers desenhados, contendo sequências adaptadoras (Tabela 2) foram 

baseados no esquema desenvolvido com as sequências dos genes que codificam a 

proteína TcPR-10mut e o peptídeo sinal da TcPR-4 (Figura 2). 

 

 

 

 

Figura 2: Esquema do gene TcPR-10mut com o peptídeo sinal do gene TcPR-4. Em 
vermelho a sequência do peptídeo sinal e em preto a sequência genica do TcPR- 
10mut. 
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Tabela 2. Primers específicos para reação de overlap extension Polymerase Chain 
Reaction. Em vermelho primers contendo mutações. 

 

Primers Sequência 

PR4-PR10 F 5’TCTGCTGCTGCCATGGGTGTCACCACATATACG 3’ 

PR-PS R 5’GTGACACCCATGGCAGCAGCAGAAGC 3’ 

PR10PS ApaI F 5’GGCGGGCCCATGAAAATGGAGAGATTC 3’ 

PR10 SacI R 5’GGCGAGCTCTTAAGCGTAGACATTGG 3’ 

 
 

Amplificação no gene TcPR-10mut e peptídeo sinal por overlap extension 

Polymerase Chain Reaction 

 
Utilizando a técnica de sobreposição de fragmentos da reação em cadeia da 

polimerase (overlap extension Polymerase Chain Reaction) a sequência do peptídeo 

sinal do gene TcPR-4 foi inserida no gene TcPR-10 mutante. Na primeira reação de 

PCR foram utilizados os iniciadores PR10 SacI (R) contendo adaptadores, e o PR4- 

PR10 (F). Dessa reação foi amplificado um fragmento de 480 pb, referente ao 

tamanho do gene TcPR10mut (Figura 3A). Na segunda reação foram utilizados os 

primers PR-PS (R) e PR10PS ApaI (F) contendo adaptadores, amplificando uma 

banda de 60 pb referente a sequência do peptídeo sinal do gene TcPR-4 (Figura 

3B). A terceira reação juntou o produto das reações anteriores, utilizando os 

iniciadores PR10 SacI (R) e PR10PS ApaI (F) (Figura 4). 
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Figura 3: A. Eletroforese em gel de agarose com o produto de PCR utilizando 

primers PR10 SacI (R) e PR4-PR10 (F). M: marcador de 1Kb. C-: controle negativo. 

A1: amplificação do gene TcPR-10mut, amplificando um fragmento de 480 pb. B. 

Eletroforese em gel de poliacrilamida com o produto de PCR utilizando primers 

PR-PS (R) e PR10PS ApaI (F). M: marcador de 50 bp. C-: controle negativo. A1: 

amplificação do peptídeo sinal do gene TcPR-4, apresentando um fragmento de 

60pb. A2: peptídeo sinal purificado. 
 
 

 

 
 

Figura 4: Eletroforese em gel de agarose com o produto de PCR utilizando 

primers SacI R e PR10PS ApaI F. M: marcador de 1 Kb. C-: controle negativo. A1: 

amplificação da construção gene TcPR-10mut com o peptídeo sinal da TcPR-4, 

amplificando um fragmento de 540 pb. A2: construção purificada. 
 
 

 

Transformação genética de Escherichia coli com vetor PUC118/35S contendo 

PS:TcPR-10mut 

 
 

A construção do gene TcPR-10mut com o peptídeo sinal da TcPR-4 

(PS:TcPR-10mut) foi clonado no vetor PUC118 sob o controle do promotor 35S, na 

orientação senso (Figura 5). 
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Figura 5: Eletroforese em gel de agarose. M: marcador de 1 Kb. A1 e A2: 

PUC118/35S fechado, antes da digestão A3 e A4: PUC118/35S após digestão com 

enzimas ApaI e SacI. A5 e A6: PUC118/35S purificado por precipitação em fenol 

clorofórmio. 
 

 

Para confirmação da transformação genética de E. coli TOP10 foi realizada 

uma reação de PCR e uma reação de digestão com a enzima Pstl. A reação de PCR 

mostrou quatro colônias positivas para transformação (Figura 6). A reação de 

digestão liberou um fragmento do vetor PUC118/35S de aproximadamente 1200 pb 

correspondente ao cassete contendo promotor 35S, construção PR10PS e 

terminador 35S (Figura 7). 

 

 

 
Figura 6: Confirmação das colônias positivas para transformação. Eletroforese 
em gel de agarose com o produto do PCR de colônia utilizando primers SacI R e 
PR10PS ApaI F. M: marcador de 1 Kb. C-: controle negativo. A1, A2, A3 e A4: 
produto do PCR das colônias individuais amplificando de um fragmento de 540 pb. 
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Montagem e síntese das construções PS:TcPR-10mut e PS:TcPR-10mut:GFP 

 

 

Figura 7: Eletroforese em gel de agarose da reação de digestão para confirmação 
da colônia transformada. M: marcador de 1 Kb. A1: reação de digestão do 
PUC118/35S que liberou um fragmento de aproximadamente 1200 pb, referente ao 
cassete contendo promotor, gene PS:TcPR-10mut e terminador. 

 

A primeira construção desenhada para síntese pela empresa FastBio possui 

sequência peptídeo sinal de endereçamento ao espaço extracelular, a sequência do 

gene TcPR-10mut e a sequência para a proteína de fluorescência GFP (Figura 8). O 

fusionamento da proteína GFP permite a visualização da exportação da proteína do 

espaço citoplasmático para o apoplasto da célula vegetal. A TcPR-10mut é uma 

proteína citoplasmática (PUNGARTINIK et al., 2009). Essa localização permite sua 

atuação apenas no estágio final da doença vassoura-de-bruxa, fase em que foi 

verificado níveis mais elevados de sua expressão (DA HORA JUNIOR et al., 2012). 

A adição do peptídeo sinal a sua sequência e sua expressão constitutiva na célula, 

poderá possibilitar a ação antifúngica e de ribonuclease da proteína nos estágios 

iniciais da doença. 
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TcPR-10mut 

GFP 

Figura 8: Representação esquemática do plasmídeo pCAMBIA2301 e da 

construção para validação da exportação da proteína do citoplasma ao espaço 

extracelular da célula vegetal. A. Construção do cassete contendo contendo 

peptídeo sinal, gene TcPR-10mut e GFP sob o controle do promotor constitutivo e 

terminador CaMV35S. B. Gene nptII como gene de seleção de resistência à 

kanamicina, sob controle do promotor CaMV35S, sinal de poliadenilação CAMV e 

múltiplo sítio de clonagem contendo sítio de reconhecimento para a enzima de 

restrição PstI. C. Seta indicando a fusão do cassete PS:TcPR-10mut:GFP com o 

pCAMBIA 2301. 
 

Para verificar a influência da fusão de GFP sob a conformação da proteína 

TcPR-10mut foi realizada a modelagem dessa construção, que mostrou mudanças 

estruturais da TcPR-10mut quando está fusionada com GFP (Figura 9). Essas 

mudanças podem ocasionar perda de função da TcPR-10mut. Por esse motivo foi 

desenhada uma segunda construção sem o GFP, contendo apenas peptídeo sinal e 

o gene TcPR-10mut (Figura 10). 

 
 
 
 
 
 

 
 

 

Figura 9: Modelagem da TcPR-10mut e sua fusão com GFP. A. modelagem da 

proteína TcPR-10mut, estruturalmente contendo seis folhas beta, três alfa hélices e 

alguns motivos P-loop. B. Proteínas TcPR-10mut contendo peptídeo sinal fusionada 

a GFP; seta indica a TcPR-10mut com sua estrutura sendo influenciada pela fusão 

com GFP. 
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Confirmação da síntese das construções e transformação genética de planta 

modelo 

 
 

 

Figura 10: Representação esquemática do plasmídeo pCAMBIA2301 e da 

construção para exportação da proteína do citoplasma ao espaço extracelular 

da célula vegetal. A. Construção do cassete contendo contendo peptídeo sinal e 

gene TcPR-10mut sob o controle do promotor constitutivo e terminador CaMV35S. 

B. Gene nptII como gene de seleção de resistência à kanamicina, sob controle do 

promotor CaMV35S, sinal de poliadenilação CAMV e múltiplo sítio de clonagem 

contendo sítio de reconhecimento para a enzima de restrição PstI. C. Seta indicando 

a fusão do cassete PS:TcPR-10mut com o pCAMBIA 2301. 
 

 

A reação de digestão do vetor pCAMBIA 2301 contendo o gene PS:TcPR- 

10mut empregando-se a enzima de restrição PstI gerou dois fragmentos referentes 

ao vetor pCAMBIA 2301 e o cassete contendo promotor 35S, PS:TcPR-10mut e 

terminador 35S (Figura 11A). A reação de PCR feita com primers específicos para 

amplificação do gene nptII, que confere resistência à kanamicina ao vetor pCAMBIA 

2301, gerou um fragmento de aproximadamente 800 pb (Figura 11B). Ambos os 

testes confirmam a síntese do clone contendo a construção PS:TcPR-10mut. 

Plantas de tomate foram transformadas com essa construção e seguem na etapa de 

regeneração (Figura 12). 

 



69  

Figura 11: Reação de Digestão e PCR para confirmação de síntese do clone 

contendo a construção PS:TcPR-10mut. A. M: marcador de 1Kb; A1: controle 

negativo (vetor pCAMBIA 2301 digerido, sem a construção PS:TcPR-10mut); A2, 

A3, A4, A5: digestão do vetor pCAMBIA 2301 contendo a construção PS:TcPR- 

10mut, liberando um fragmento de aproximadamente 1400pb. B. M: marcador de 

1Kb; C-: controle negativo (reação de PCR sem DNA); C+: controle positivo (reação 

de PCR com vetor pCAMBIA 2301 sem a construção PS:TcPR-10mut); A1, A2, A3, 

A4: amplificação de um fragmento de aproximadamente 800pb referente ao gene 

NptII do vetor pCAMBIA2301 contendo a construção PS:TcPR-10mut. 
 
 
 

 

Figura 12: Células de explantes de tomate que passaram pelo evento de 

transformação, via Agrobacterium tumefaciens, com a construção PS:TcPR-10mut, 

em meio de regeneração. 
 
 

 

CONCLUSÃO 

 

 
As células dos explantes transformados com a construção PS:TcPR-10mut, 

seguem em processo de regeneração. A posterior confirmação do evento de 

transformação, irá possibilitar a obtenção de plantas transgênicas com uma 

construção contendo um gene de potencial biotecnológico antifúngico e de atividade 

de RNase (TcPR-10mut) endereçado ao apoplasto da célula vegetal. Esse resultado 

permitirá análises futuras para caracterização da ação dessa proteína nos estágios 

iniciais da infecção de plantas de tomate com M. perniciosa. 
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MATERIAL SUPLEMENTAR 
 

Material suplementar 1: Análise da sequência da proteína TcPR-4 pelo programa 

SignalP 4.1. Na cor vermelha o C-score (pontuação do sítio de clivagem bruta); Na 

cor verde o S-score (pontuação do peptídeo sinal); Na cor azul o Y-score (pontuação 

do sítio combinado de clivagem); Na cor lilás o threshold com valor do ponto de corte 

de 0.450. 
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CONCLUSÕES GERAIS 

 
 

- TcPR-10mut interage com proteínas Heat shock (HSP82 e HslU) e com o 

transportador de membrane Snq2 da superfamília de transportadores ABC; 

- Os dados encontrados no presente estudo permitiram realizar uma predição dos 

eventos moleculares envolvidos na interação de TcPR-10mut-M. perniciosa, desde a 

sua internalização pela célula fúngica até a sua interação com proteínas 

relacionadas ao estresse (Heat Shock). 

- O endereçamento da proteína mutante ao apoplasto possibilita novas perspectivas 

de estudos relacionados a caracterização da TcPR-10mut na interação com o fungo 

causador da vassoura-de-bruxa, nos estágios iniciais na doença. 


