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EXTRATO

Lopes, Natasha dos Santos. Universidade Estadual de Santa Cruz, llhéus,
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, interacdo, transporte, planta transgénica,
resisténcia.

A doenca vassoura-de-bruxa, causada pelo fungo basidiomicota hemibiotréfico
Moniliophthora perniciosa é a causa principal do declinio na producdo de cacau na
regido Sul da Bahia. Esse fungo apresenta duas fases distintas em seu ciclo de vida.
Na fase parasitica (biotréfica) o fungo monocariético coloniza o apoplasto de onde
obtém nutrientes. Com a progressdo da interacdo é desenvolvido o micélio
dicariotico que invade o conteudo intracelular da planta causando a morte do tecido,
caracterizando a fase saprofitica (necrotréfica). Varias alternativas e métodos vem
sendo desenvolvidos na tentativa de controlar a doenca, dentre elas, estudos
moleculares sédo importantes ferramentas para o entendimento da biologia desse
patosistema. O gene TcPR-10 foi identificado a partir de uma biblioteca de interagéo
Theobroma cacao-M. perniciosa. A proteina expressa por esse gene €
citoplasmatica e possui atividade de ribonuclease e antifingica, atuando durante a
fase necrotréfica da interacdo. No entanto, a TcPR-10 possui semelhancas
estruturais a proteinas alergénicas encontradas em gréos de pdlen. Recentemente
foram realizadas mutacdes nessa proteina (TcPR-10mut) que diminuiram seu
potencial alergénico, sem interferéncia nas suas caracteristicas de interesse
biotecnolégico. Sendo portanto, uma biomolécula alvo com potencialidade de ser
usada em estudos moleculares e transformacéo genética de plantas. Desse modo,
esse estudo teve como objetivos: i) caracterizar in silico o comportamento da TcPR-
10mut na interacdo com M. perniciosa, e ii) transformar plantas modelo com o gene
TcPR-10mut associado a um peptideo signal visando o seu enderecamento ao
espaco extracelular. Um estudo envolvendo a interacdo da TcPR-10 com M.
perniciosa mostrou aumento na expressao de proteinas Heat Shock e oxiredutases.
Outros estudos que incluiram a Saccharomyces cerevisiae indicaram que a atividade
antifingica e internalizacdo da TcPR-10 parece estar relacionada a permeases e
transportadores de membrana Snqg2. O docking da TcPR-10mut com proteinas Heat
Shock (HSP82 e HslU) e o transportador de membrana Sng2 permitiu caracterizar in
silico a interacdo entre essas proteinas. O complexo formado por TcPR-10mut com
as proteinas Heat Shock indicam uma tentativa de bloquear as fun¢bes da TcPR-
10mut, ja que a interacdo ocorre no seu sitio ativo e cavidade hidrofobica. Em
contrapartida a TcPR-10mut também tenta inibir a HSP82 interagindo com o seu
sitio de ligacdo. Sugere-se que essa interacdo pode estar funcionando como um
mecanismo de sinalizacdo da célula fungica a mudancas no ambiente celular que
podem responder aumentando a expressdo de proteinas de desintoxicacdo. A
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interacdo da TcPR-10mut com o dominio transmembrana de Sng2 de S. cerevisiae,
indica uma relacdo da internalizacdo dessa proteina com esses transportadores de
membrana, sugerindo que esse transporte pode estar ocorrendo de forma
semelhante ao transporte de alcaloides, devido as duas proteinas serem
relacionadas ao transporte desse componente, que esta relacionado a composi¢cao
da membrana celular. As plantas de tomate (Lycopersicon esculentum cv Micro-
Tom), transformadas via Agrobacterium tumefaciens, com o gene TcPR-10mut
enderegcado ao apoplasto clonado no vetor pCAMBIA 2301 sob o controle do
promotor constitutivo CaMV35S, na orientagdo senso permitira a caracterizacao
funcional desse gene na interagdo com M. perniciosa, nos estdgios iniciais da
doenca. Em conjunto, os resultados obtidos no presente estudo permitem dizer que
TcPR-10mut € uma importante molécula biotecnolégica que pode ser explorada em
estudos relacionados ao entendimento e combate da doenca vassoura-de-bruxa.
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ABSTRACT

Lopes, Natasha dos Santos. Universidade Estadual de Santa Cruz, llhéus,
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 Sng2 membrane permeates and transporters. The TcPR-
10mut docking with Heat Shock proteins (HSP82 and HslU) and the Sng2 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.



LISTA DE FIGURAS

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Figura 1: Progressdo da doenca vassoura-de-bruxa (da esquerda para a
direita), desde a fase biotrofica (em cima) até a necrotréfica (em baixo).
Estruturas miceliais tipicas e numero de nucleos por esporo em cada estagio
sintomatico mostrado. O basidioma libera os basidiésporos que Infectam o tecido
vegetal por penetracdo através da abertura estomatica. As hifas se desenvolvem
ocorrendo o aparecimento da vassoura verde. A fase necrotrofica se caracteriza pelo
desenvolvimento dos grampos de conexdo causando a necrose de tecidos
infectados levando a formac&o da vassoura seca, basidiocarpos e por fim, esporos.
Adaptado (Meinhardt et al., 2008; Sena et al.,
120 RO 8

Figura 2: Estrutura tridimensional de TcPR-10 obtida por modelagem de
homologia com Pru avl (Protein Data Bank, 1e09_A). A. Elementos da estrutura
secundéria de TcPR-10: alfa hélice em vermelho; folhas beta em amarelo e P loops
em verde. B. Superficie molecular de TcPR-10 selvagem com regides
correspondentes de aminoacidos contiguos: 47GDGGVG52 em azul;
59FPEGSHFKY67 em marrom; 116TSHYHT121 em cinza; 129EEEKKK136 em
péssego. C e E. Superficie molecular do tipo selvagem TcPR-10 com aminoacidos
para mutacdes destacadas em laranja (Thrl0, 1le30, His45). D e F. TcPR-10 tipo
mutante com mutacdes pontuais em azul (Prol0, Val30, Ser45). Fonte: Menezes et
Al (2002). e 17

CAPITULO 1

Figura 1: Estrutura tridimensional de TcPR-10mut obtida por modelagem de
homologia com Pru avl disponivel no RCSB Protein Data Bank (PDB: 1e09_A)
(MENEZES et al., 2012). A. Elementos estruturais. As alfa hélices estéo
representadas em vermelho e as folhas beta em azul. B. Superficie molecular da
TcPR-10mut indicando regi6es com graus de hidrofobicidade: baixos niveis de
hidrofobicidade em azul e altos niveis de hidrofobicidade em marrom. A seta indica a
cavidade hidrofébica da proteina .........cooeeeeiiii e 38

Figura 2: Estrutura tridimensional da HSP82 obtida no RCSB Protein Data Bank
(PDB: 4CE3). A. Elementos que compdem a estrutura. As alfa hélices estao
indicadas em vermelho e as folhas beta em azul. B. Superficie molecular da HSP82
indica regibes com baixos niveis de hidrofobia em azul e altos niveis de hidrofobia
em marrom; seta indica a cavidade hidrofobica da proteina.................ccccceeeee. 39

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

Xi



niveis de hidrofobicidade em marrom; seta indica a cavidade hidrofébica da
0101 (=1 - S 39

Figura 4: Resultado da analise de interacdo entre proteinas TcPR-10mut e
HSP82 por Docking. A. Superficie molecular com proteinas complexadas; TcPR-
10mut indicada em azul (receptor) e HSP82 indicada em rosa (ligante). B.
Representacdo dos residuos de aminodcidos onde ocorreu interaGao.................... 40

Figura 5: Resultado da anaélise de interagcdo entre proteinas TcPR-10mut e HslU
por Docking. A. Superficie molecular com proteinas complexadas; TcPR-10mut
indicada em roxo (receptor) e HslU indicada em verde (ligante). B. Representacéo
dos residuos de aminoacidos onde OCOITEU INtErAGAD .......ceeeeeeveeeerrriiieieeeeeeeeeaiinnnn, 41

Figura 6: Alinhamento de sequéncias de aminoacidos da Snqg2 de
Saccharomyces cerevisiae com transportadores de membrana ABC, feita pelo
ClustalW. A. Alinhamento com dominio 1 do transportador de membrana ABCG. B.
Alinhamento com dominio 2 do transportador de membrana ABCG......................... 43

Figura 7: Representacdo do modelo tridimensional do dominio 1 do
transportador ABC Snq2. A. Modelo 3-D do dominio 1 da proteina Sng2; Em
amarelo esta representado o dominio citoplasmético e em vermelho o dominio
transmembrana da proteina. B. Superficie molecular hidrofébica; niveis mais
elevados de marrom indicam regides mais hidrofébicas e niveis da coloracdo em
azul indicam regi6es menos hidrofébicas. A seta indica a regido com maior nivel de
(g1 To 0] {0 o] T o F= Lo [0 43

Figura 8: Representacdo do modelo tridimensional do dominio 2 do
transportador ABC Sng2. A. Modelo 3-D do dominio 2 da proteina Sng2. Em
amarelo esta representado o dominio citoplasmatico e em vermelho o dominio
transmembrana da proteina. B. Superficie molecular hidrofébica; niveis mais
elevados de marrom indicam regifes mais hidrofébicas e niveis mais elevados de
azul indicam regifes menos hidrofébicas. Seta indicando regido com maior nivel de
1T o0} o] 3o = o = 44

Figura 9: Resultado da anélise de interacdo entre proteinas por Docking. A.
Superficie molecular com proteinas complexadas; TcPR-10mut indicada em rosa
(ligante) e dominio 1 da Sng2 indicada em verde (receptor). B. Representacdo dos
residuos de aminoacidos onde OCOITEU INEFAGAD .............uuuuruuurrmmuriiiiiiiiiiiiiiiiiniananees 46

Figura 10: Resultado da analise de interacdo entre proteinas por Docking. A.
Superficie molecular com proteinas complexadas; TcPR-10mut indicada em lilas
(ligante) e dominio 2 da Sng2 indicada em vermelho (receptor). B. Representacéo

dos residuos de aminoacidos onde 0COorreu iINteragao ...........ccoeeeeeeeeeeeeeeeeieeeeeeeeeee, 46
Material suplementar 1. Grafico de Ramachandran para validagdo da estrutura dos
dOMINIOS 1 € 2 A SNQ2Z....cco oo 47
CAPITULO 2

Figura 1. Dendograma gerado pelo Archeopteryx, representando
comparativamente proteinas PR-10 de tomate e cacau. 1. Marcado em amarelo
esta representado o primeiro grupo, carcterizado por possuir maior heterogeneidade

Xii



entre as sequéncias. 2. Representado na cor preta esta o segundo grupo, com PR-
10 de tomate em sua maioria, onde foi agrupada a TcPR-10mut. 3. Representado na
cor azul esta o terceiro grupo, onde foi predominante a presenca de proteinas com
alto potencial de alergeniCidade .............ouvuiiiiiie e 61

Figura 2: Esquema do gene TcPR-10mut com o peptideo sinal do gene TcPR-4. Em
vermelho a sequéncia do peptideo sinal e em preto a sequéncia genica do TcPR-
0 PP 62

Figura 3: A. Eletroforese em gel de agarose com o produto de PCR utilizando
primers PR10 Sacl (R) e PR4-PR10 (F). M: marcador de 1Kb. C-: controle negativo.
A1l: amplificacdo 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 Apal (F). M: marcador de 50 bp. C-: controle negativo. Al:
amplificacdo do peptideo sinal do gene TcPR-4, apresentando um fragmento de
60pb. A2: peptideo sinal purificado .............ccoiiiieeiiiiii s 63

Figura 4: Eletroforese em gel de agarose com o produto de PCR utilizando
primers Sacl R e PR10PS Apal F. M: marcador de 1 Kb. C-: controle negativo. Al:
amplificacdo da construcdo gene TcPR-10mut com o peptideo sinal da TcPR-4,
amplificando um fragmento de 540 pb. A2: construgdo purificada........................... 64

Figura 5: Eletroforese em gel de agarose. M: marcador de 1 Kb. Al e A2:
PUC118/35S fechado, antes da digestdo A3 e A4: PUC118/35S apds digestdo com
enzimas Apal e Sacl. A5 e A6: PUC118/35S purificado por precipitacdo em fenol
ClOTOfOIMUIO ... 65

Figura 6: Confirmacéo das coldnias positivas para transformacao. Eletroforese
em gel de agarose com o produto do PCR de colonia utilizando primers Sacl R e
PR10OPS Apal F. M: marcador de 1 Kb. C-: controle negativo. Al, A2, A3 e A4:
produto do PCR das colbonias individuais amplificando de um fragmento de 540
0] o TSP PSTT 65

Figura 7: Eletroforese em gel de agarose da reacdo de digestdo para confirmacao
da colénia transformada. M: marcador de 1 Kb. Al: reagdo de digestdo do
PUC118/35S que liberou um fragmento de aproximadamente 1200 pb, referente ao
cassete contendo promotor, gene PS:TcPR-10mut e terminador...............ccccvveeeeees 66

Figura 8: Representacdo esqueméatica do plasmideo pCAMBIA2301 e da
construcdo para validacdo da exportacédo da proteina do citoplasma ao espaco
extracelular da célula vegetal. A. Construcdo do cassete contendo contendo
peptideo sinal, gene TcPR-10mut e GFP sob o controle do promotor constitutivo e
terminador CaMV35S. B. Gene nptll como gene de selecdo de resisténcia a
kanamicina, sob controle do promotor CaMV35S, sinal de poliadenilacdo CAMV e
multiplo sitio de clonagem contendo sitio de reconhecimento para a enzima de
restricdo Pstl. C. Seta indicando a fusdo do cassete PS:TcPR-10mut:GFP com o
PCAMBIA 2301 ...t 67

xiii



Figura 9: Modelagem da TcPR-10mut e sua fusdo com GFP. A. modelagem da
proteina TcPR-10mut, estruturalmente contendo seis folhas beta, trés alfa hélices e
alguns motivos P-loop. B. Proteinas TcPR-10mut contendo peptideo sinal fusionada
a GFP; seta indica a TcPR-10mut com sua estrutura sendo influenciada pela fuséo
(070 ] 1 0 I ] ! PR 67

Figura 10: Representacdo esquematica do plasmideo pCAMBIA2301 e da
construcdo para exportacdo da proteina do citoplasma ao espaco extracelular
da célula vegetal. A. Construcdo do cassete contendo contendo peptideo sinal e
gene TcPR-10mut sob o controle do promotor constitutivo e terminador CaMV35S.
B. Gene nptll como gene de selecdo de resisténcia a kanamicina, sob controle do
promotor CaMV35S, sinal de poliadenilacgdo CAMV e multiplo sitio de clonagem
contendo sitio de reconhecimento para a enzima de restricdo Pstl. C. Seta indicando
a fusdo do cassete PS:TcPR-10mut com 0 pCAMBIA 2301..........cccceeevieeeiiiieiininnnnnn. 68

Figura 11: Reacdo de Digestdo e PCR para confirmagdo de sintese do clone
contendo a construcdo PS:TcPR-10mut. A. M: marcador de 1Kb; Al: controle
negativo (vetor pPCAMBIA 2301 digerido, sem a construcdo PS:TcPR-10mut); A2,
A3, A4, A5: digestdao do vetor pCAMBIA 2301 contendo a constru¢cdo PS:TcPR-
10mut, liberando um fragmento de aproximadamente 1400pb. B. M: marcador de
1Kb; C-: controle negativo (reacdo de PCR sem DNA); C+: controle positivo (reacéo
de PCR com vetor pCAMBIA 2301 sem a construgdo PS:TcPR-10mut); A1, A2, A3,
A4: amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 800pb referente ao gene
Nptll do vetor pPCAMBIA2301 contendo a construgdo PS:TcPR-10mut..................... 68

Figura 12: Células de explantes de tomate que passaram pelo evento de
transformacao, via Agrobacterium tumefaciens, com a constru¢cdo PS:TcPR-10mut,
€M MEIO A€ NEYENEIAGAD .......ceeeeeeeeeeee oo 69

Material suplementar 1. Andlise da sequéncia da proteina TcPR-4 pelo programa
SignalP 4.1. Na cor vermelha o C-score (pontuacdo do sitio de clivagem bruta); Na
cor verde o S-score (pontuagéo do peptideo sinal); Na cor azul o Y-score (pontuagéo
do sitio combinado de clivagem); Na cor lilas o threshold com valor do ponto de corte
B 0.450 ..o 70

Xiv



LISTA DE TABELAS

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Tabela 1. Classificagao de proteinas PR por familia..........ccccccoovniiiiiiiiiiniiine, 12

CAPITULO 1

Tabela 1. Proteinas relacionadas ao estresse, com base na classificacao de Silva et

L 20 ) PSPPSR 35
CAPITULO 2
Tabela 1. Composicdo dos diferentes meios utilizados nesse estudo ...................... 59

Tabela 2. Primers especificos para reacdo de overlap extension Polymerase Chain
Reaction. Em vermelho primers contendo mutagGoes..........ccceeveeeeeviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeennns 63

XV



LISTA DE ABREVIATURAS

ABC- ATP binding cassette

AA- Acido ascorbico

AO- Acido oxalico

AOX- Alternative oxidase

APX- Ascorbate peroxidase

ATP- Adenosine triphosphate

CAP- Catabolite gene activator protein ou Proteina reguladora por AMPc
CAT- catalase

CO2- Dioxido de carbono

COC- Cristais de oxalato de célcio

DHAR- deidroascorbato redutase

DNA- Acido desoxirribonucleico

GOXO- Oxalato oxidase

GPX- Guaiacol peroxidase

HR- Hypersensitive response

MDHAR- Monodehidroascorbato redutase
NEP- Ethylene-inducing proteins

OGM- Organismos geneticamente modificados
CaOx- Oxalato de calcio

OXDC- Oxalato descarboxilase

PCD- Programmed cell death

H202- Perdxido de hidrogénio

PR- Relacionado a patogénese

HSP- Heat Shock protein

OH- Radical hidroxil

O2- Radical superoéxido

PRR- Receptores de reconhecimento padréo
ROS- Espécies reativas de oxigénio

SAR- resposta sistémica adquirida
XVi



102- Singlet oxygen
SOD- Superoéxido desmutase

TMV- virus do mosaico do tabaco

XVii



1. INTRODUCAO

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 doenca vassoura-de-bruxa
causada pelo fungo basidiomicota Moniliophthora perniciosa, foi responsavel pela
devastacdo de grande parte do cultivo do cacau, gerando graves impactos
econdmicos e sociais, nessa regiao (PEREIRA et al.,, 1989). A chegada dessa
doenca refletiu muito na producdo de améndoas, fonte de matéria prima para o
chocolate (ALMEIDA; VALLE, 2008). Reduzindo sua producdo, no Brasil, em
aproximadamente 300.000 toneladas, e na Bahia chegou a acarretar uma reducéo
de 70% da producdo em um periodo de 10 anos (BOWERS et al., 2001;
International Cocoa Organization, ICCO, 2017).

Por se tratar de um fungo hemibiotréfico, M. perniciosa apresenta duas fases
bem distintas em seu desenvolvimento. O primeiro estagio é o biotréfico, em que o
fungo apresenta hifas monocariéticas e coloniza o apoplasto (espaco intercelular) do
cacaueiro. Essa colonizacao ocorre de forma rapida e o fungo obtém os nutrientes
necessarios para sua sobrevivéncia e desenvolvimento. Nessa fase sdo formadas as
vassouras verdes. No segundo estagio, os tecidos da planta desenvolvem necrose e
o fungo passar a colonizar o espaco intracelular da planta, caracterizando assim o
estagio de vassoura seca. Nessa fase as hifas do fungo apresentam grampos de
conexao e micélio dicariético. O final dessa fase € marcado pelo desenvolvimento do
basidioma, corpo de frutificagdo onde estdo contidos os basidiésporos, unico
propagulo 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 invasdo por patégenos, estabelecem barreiras para tentar
limitar e impedir possiveis danos. Mudancas metabdlicas e a niveis transcricionais
ocorrem no tecido vegetal (DA HORA JUNIOR et al., 2012; GESTEIRA et al, 2007,
TEIXEIRA et al., 2014). Muitas vezes essas barreiras ndo sao suficientes e a doenca
progride com a invasdo da planta pelo patégeno. 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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caracteristicas de resisténcia a esses patdgenos. Além disso, ferramentas da
bioinformética tem sido amplamente exploradas para a predicdo, caracterizacao e
comparacdo a nivel molecular, auxiliando o entendimento de diversos eventos
biolégicos (LAGUNIN et al., 2014; MOXON et al., 2008; PIERCE et al., 2014).

As proteinas PR estdo relacionadas com a defesa da planta contra
patdgenos. Sao naturalmente produzidas pela planta, sendo induzidas em situacdes
de estresse (FERNANDES et al., 2009). Estudos realizados com T. cacao em
contato com fungos patogénicos revelaram aumento da expressdao de membros de
diversas familias de proteinas PR (FISTER et al.,, 2016; TEIXEIRA et al., 2014).
Assim, genes PR apresentam grande potencial para serem utilizados em
transformacdo genética de plantas de cacau, com a finalidade de resisténcia a
doenca vassoura-de-bruxa (MENEZES et al., 2012; MENEZES et al.,, 2014;
PUNGARTINIK et al., 2009). A familia das PR-10 € caracterizada por possuir
proteinas com cavidade hidrofébica capaz de se ligar a diversas moléculas. Séo
pequenas proteinas acidas e intracelulares (CASANAL et al., 2013; CHADHA; DAS,
2006; SANTIAGO et al., 2009;). Possui um dominio conservado em proteinas de
grdo de pdlen, que estd relacionado ao seu potencial de alergenicidade
(FERNANDES et al. 2013; PUNGARTNIK et al., 2009). A sua ampla distribuicdo no
reino vegetal sugere uma importante fungéo para as plantas. Contudo, os papeis das

proteinas PR-10 ainda nao estao totalmente compreendidos.

Em Theobroma cacao a PR-10 (TcPR-10) tem sido alvo de estudos sobre o
controle de doencas e mecanismos de resisténcia da planta a M. perniciosa
(GESTEIRA et al., 2007). A analise da sua sequéncia mostrou auséncia de peptideo
sinal, sugerindo localizacéo citoplasmética para essa proteina. Além disso, tem sido
relatado que a TcPR-10 tem atividade de ribonuclease e antifungica contra M.
perniciosa (PUNGARTNIK et al., 2009). O gene TcPR-10 apresenta, desse modo,
potencial biotecnolégico 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 biotecnolégico, a TcPR-10 possui o motivo P loop semelhante a
proteinas alergénicas, 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 alergénico dessa proteina, foram realizadas mutacdes nesse

motivo, diminuindo sua alergenicidade sem alterar a sua funcdo enzimética de
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ribonuclease e antifungica (MENEZES et al., 2012). A TcPR-10 mutante (TcPR-
10mut) se torna portanto, uma biomolécula alvo com potencialidade de ser usada
em transformacao genética de plantas, como tomate, que € um importante modelo

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

Entender a funcionalidade e como a proteina mutante (TcPR-10mut) atua, &
uma importante ferramenta para compreensao de eventos bioldégicos complexos que
sao ativados no patossistema cacau-M.perniciosa. Desse modo, o presente trabalho
tem como objetivo geral: i) estudar a interacdo da proteina TcPR-10 mutante com
Moniliophthora perniciosa e Saccharomyces cerevisiae, avaliando sua acéo in silico;
e ii) obter plantas de Solanum Lycopersicum var. ‘Micro-Tom’ transformadas com

TcPR-10mut enderecada ao apoplasto.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. A vassoura-de-bruxa do cacaueiro

2.1.1 Um breve histoérico

O cacaueiro (Theobroma cacao) € uma espécie vegetal perene,
preferencialmente al6gama, diploide 2n = 20, predominante em florestas quentes e
Uumidas, caracteristica de regides tropicais (CUATRECASAS, 1964; DAVIE, 1933).
Inicialmente foi descrito como pertencente a familia Sterculiaceae (CUATRECASAS,
1964) sendo mais tarde incluido na familia Malvaceae (ALVERSON et al. 1999). Seu
género é composto por 22 espécies que apresentam grande variabilidade genética e
diversidade morfolégica (BARTLEY, 2005; MONTEIRO; AHNERT, 2012). Com base
em distingcdes morfogeograficas grande parte da espécie foi dividida em trés grupos:
Forasteiro, Criollo e Trinitario (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 amazonicas. E considerado
o grupo com maior diversidade genética e maior qualidade agronébmica em relacéo
ao Criollo, pois possui resisténcia as principais pragas e doencas (MONTEIRO;
AHNERT, 2012; MOTAMAYOR et al. 2002; 2003). Sugere-se que alguns individuos
Forasteiros foram introduzidos pelo homem na América central dando origem ao
cacau Criollo, cultivado pelos Maias por mais de 1500 anos. O Trinitario tem origem
da hibridizac&o natural entre os cultivares Criollo e Forasteiro Amelonado, sendo
mais produtivo e resistente a doencas (HALL, 1914; MICHELI et al., 2010;
MOTAMAYOR et al. 2002; 2003).

Dentre as 22 espécies que compdem o género Theobroma, apenas o cacau e
0 cupuagu sdo aproveitados comercialmente no Brasil, sendo 0 cacau a espécie
mais explorada economicamente (MONTEIRO; AHNERT, 2012). Seu valor
econdmico esta, principalmente, na sua améndoa que é a fonte de matéria prima
principal para a producao 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 esta disperso em cinco estados: Para,
Mato Grosso, Rondbnia, Amazonas e Bahia (SILVA NETO, 2001). Na Bahia, o



cacau foi introduzido por meio de sementes da populacdo do grupo Forasteiro Baixo
Amazbnico 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 ocorréncia no
Suriname (WENT, 1904). O agente causal dessa doenca foi originalmente descrito
como Marasmius perniciosus Stahel (STAHEL, 1915), sendo mais tarde transferido
para o género Crinipellis (SINGER, 1942) e posteriormente classificado como
Moniliophthora perniciosa, pertencente a familia Marasmiaceae (AIME; PHILLIPS-
MORA, 2005). Trata-se de uma das mais importantes doencas em paises produtores
de cacau da América tropical (SENA; ALEMANNO; GRAMACHO, 2014). Assim
como o seu hospedeiro, M. perniciosa € nativo da floresta amazbnica. Seus esporos
sao produzidos em grandes quantidades, mas sua dispersao em distancias maiores
gue 60 km ndo é possivel. Desse modo, sugere-se que a doenca tenha sido

introduzida por intervencdo humana (GRIFFITH, 2004).

Na década de 80, o cultivo do cacaueiro constituia a base econémica da
regido Sul da Bahia. Todavia, em 1989, a introdugdo nesta regido da doenga
endémica da Amazonia brasileira, chamada vassoura-de-bruxa (PEREIRA et al.,
1989), gerou um impacto econémico muito grande (MENEZES; CARMO, 1993). No
Brasil, a producédo de améndoas caiu de 400.000 para 100.000 toneladas (BOWERS
et al.,, 2001) e no estado da Bahia promoveu diminuicdo de 70% da producao, em
um periodo de 10 anos (International Cocoa Organization, ICCO, 2017). O primeiro
local onde foi identificado o patégeno foi o municipio de Uruguca no final da década
de 80. O clima quente e umido do sul da Bahia, favoreceu o estabelecimento,
desenvolvimento e disseminacdo do fungo (CUENCA; NAZARIO, 2004).

2.1.2 Descricdo da biologia da interacdo Theobroma cacao -
Moniliophthora perniciosa

Moniliophthora perniciosa é um fungo patogénico do filo basidiomicota com

ciclo de vida hemibiotréfico (EVANS, 1980). Assim, M. perniciosa apresenta duas



fases genética e morfologicamente diferentes no seu ciclo de vida: fase parasitica

(biotréfica) e fase saprofitica (necrotrofica).

Na fase biotréfica os basididosporos, Unico propagulo infeccioso de M.
perniciosa, entram em contato com a superficie do tecido vegetal onde germinam
formando um tubo germinativo que penetra na planta. O tubo germinativo exerce
forca mecénica e desintegracdo enzimatica da superficie do tecido, permitindo a sua
passagem e posterior desenvolvimento das hifas primérias. Os locais de penetracao
podem ser tricomas, estdmatos, aberturas naturais na superficie cuticular ou na
cuticula intacta entre as juncfes 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 regibes abaixo das células
epidérmicas em direcédo aos feixes vasculares (SCARPARI et al., 2005). Nessa fase
o fungo infecta os tecidos meristematicos do cacaueiro e passa a colonizar 0 espaco
do apoplasto da planta desenvolvendo um micélio monocariético, com o qual obtém
0s nutrientes para se desenvolver (AIME; PHILLIPS-MORA, 2005; PURDY;
SCHMIDT, 1996).

A colonizacao do fungo gera mudancas morfoldgicas e bioquimicas no tecido
do hospedeiro que culminam nos sintomas caracteristicos da vassoura-de-bruxa
(GRIFFTH, 2003; SCARPARI et al., 2005; TEIXEIRA et al.,, 2014). Os sintomas
podem variar dependendo do 6rgédo infectado e do estagio de desenvolvimento da
planta. Na etapa biotrofica do ciclo do fungo, € possivel ver na planta a nivel
macroscopico a formac&o de vassouras verdes, evidenciadas por inchaco do caule
(hipertrofia e hiperplasia), perda de dominancia apical e folhas deformadas de cor
verde claro (AIME; PHILLIPS-MORA, 2005; PURDY; SCHMIDT, 1996). Scarpari et
al. (2005) prop6s um esquema de desenvolvimento da doenca. Entre os dias 1-14
ocorre a germinagdo dos basididsporos, infeccdo inicial e estabelecimento da
doenca (Figura 1); a fase de 21-35 dias é marcada por mudancas metabdlicas e

formacéo da vassoura verde (Figura 1).

Na fase de vassoura verde, a nivel molecular, ocorre uma diminuicdo das
concentracbes de carboidratos no fluido apoplastico. 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 interacdo biotrofica
da doenca. Com essa abordagem foram identificados genes regulados
positivamente no estagio de vassoura verde. Em M. perniciosa foram encontradas
proteinas que abrigam o dominio CAP de proteinas relacionadas a patogénese (PR-
1), supondo que elas possuem papel de desintoxicacdo de toxinas lipidicas
produzidas pelo cacau durante a infeccdo (TEXEIRA et al.,, 2014). A MpPR-1 foi
expressa, mostrando que possui propriedades de ligacdo lipidica e promove a

secrecao de esterois e 4cidos graxos (DARWICHE et al., 2017).

Diferente de outras interacdes hemibiotréficas a fase biotréfica, na interacéo
M. perniciosa e T. cacao, € mais longa do que a necrotrofica, apresentando os
sintomas mais distintivos da doenca (DA HORA JUNIOR et al., 2012; MEINHARDT
et al.,, 2008; SCARPARI et al., 2005; TEIXEIRA et al., 2014). A expressdo de um
gene AOX, identificado no genoma de M. perniciosa, foi analisada durante o ciclo de
vida do fungo. O fungo usa vias de transferéncia de elétrons para a respiracao
celular. O estagio biotrofico utiliza a via respiratdria da oxidase alternativa
mitocondrial (mitochondrial alternative oxidase, 13 AOX), ocorrendo reducéo
consideravel na producdo de energia celular. Desse modo, 0 aumento da expressao
do gene MpAOX pode explicar o crescimento lento do fungo na fase biotréfica
(THOMAZELLA et al., 2012).

ApoOs a interacao biotréfica duradoura, se instala um processo de senescéncia
nos tecidos infectados e o fungo expressa o indutor de necrose NEP2. Assim, a
planta passa para a fase necrotrofica (TEXEIRA et al., 2014). Quando M. perniciosa
comeca a desenvolver grampos de conexao entre as células das hifas formando um
micélio dicaribtico, se caracteriza a fase necrotrofica, acarretando na progresséo da
doenca. Esse micélio se nutre do conteudo intracelular da planta gerando necrose
do tecido vegetal. A condicdo de seca, causada pela desidratacdo do tecido
necrosado, favorece o fungo na producdo de suas estruturas reprodutoras,
basidioma e seus basidiésporos, 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 exploracao

saprofitica pelo patdgeno se caracteriza como um sintoma da fase necrotroéfica (DE
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OLIVEIRA CEITA et al., 2007). Sugere-se uma reprogramacao genética no tecido
infectado e que essa cascata bioquimica esta associada a morte do tecido. A morte
tecidual ocorre entre os dias 35-61 (Figura 1), e a fase necrotrofica fica bem

evidenciada a partir de 90 dias apoés a infec¢cdo (SCARPARI et al., 2005).

Micélio monocaridtico

Fase Biotrofica [

Esporos

Basidioma Ge"‘!“?"i'?“ dos Hifas primarias Vassoura verde
basidiosporos

Fase Necrotrofica

EEEsEiEs

Grampos de Necrose Vassoura seca Formacéo dos
conexao esporos

Figura 1: Progressdo da doencga vassoura-de-bruxa (da esquerda para a
direita), desde a fase biotrofica (em cima) até a necrotrofica (em baixo).
Estruturas miceliais tipicas e niumero de nucleos por esporo em cada estégio
sintomatico mostrado. O basidioma libera os basidiésporos que Infectam o tecido
vegetal por penetracdo através da abertura estomatica. As hifas se desenvolvem
ocorrendo o aparecimento da vassoura verde. A fase necrotréfica se caracteriza pelo
desenvolvimento dos grampos de conexdo causando a necrose de tecidos



infectados levando a formacdo da vassoura seca, basidiocarpos e por fim, esporos.
Adaptado (Meinhardt et al., 2008; Sena et al., 2014).

Em variedades suscetiveis de cacau a PCD é constatada pela deteccao da
fragmentacdo de moléculas de DNA, caracteristica desse processo, além da
presenca de proteinas do fungo que induzem necrose (DE OLIVEIRA CEITA et al.,
2007; GARCIA et al., 2007). Durante a progresséo da doenca pode ser observada a
presenca de nucleos apoptéticos no hospedeiro, indicando que ir4 ocorrer a morte
celular dos tecidos infectados. Verifica-se a presenca e aumento de COC (cristais de
oxalato de calcio), durante a progressao da doenca, atingindo seus niveis mais altos
em 33 dias apoés a infeccdo. O seu acumulo pode estar relacionado a presenca do
acido ascorbico em tecidos infectados. A degradacdo de COC, nas plantas
suscetiveis, acontece pela ativacdo da expressdo génica do oxalato oxidase
(GOXO) e subsequente producdo e acumulacdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), do tipo peréxido de hidrogénio e diminuicdo na expressédo do gene APX de
desintoxicacdo. Esse mecanismo desencadeia PCD, aumentando a disponibilidade
de nutrientes ao micélio fungico, convertendo a fase biotrofica em necrotrofica. Esse
cenario é diferente em variedades resistentes, onde ndo foi detectado COC e o
padrdo de expressado dos genes GOXO e APX foi oposto aos genétipos suscetiveis
(DE OLIVEIRA CEITA et al., 2007). O oxalato possui funcao fundamental como fonte
de ROS. Em plantas de tabaco transgénico 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 acao de elicitores
de necrose presentes em fungos (AO-acido oxalico e Nepl-like proteins). Assim, foi
sugerido que a inducdo de PCD envolve a geracdo de ROS, fornecida apenas
quando ocorre a converséo de oxalato em H202 (DA SILVA et al., 2011).

As ROS (reactive oxygen species) participam de diversos processos
fisiologicos e de desenvolvimento da planta, além de possuir um importante papel
em mecanismos de resisténcia a estresses bidticos e abiodticos (QUAN et al., 2008).
Sédo representadas pelo radical superéxido (O2), peréxido de hidrogénio (Hz202),
radical hidroxil (OH) e o singlet oxygen (*Oz2) (KARUPPANAPANDIAN et al., 2011).
Sua producéo dentro da célula se encontra nos cloroplastos (XIANG et al., 2015) e
mitocondrias (WIESE ET AL., 2017), por conta da alta atividade de oxida¢ao ou fluxo

9



de elétrons nesses compartimentos celulares; e nos peroxissomas, reticulo
endoplasmatico e membrana plasmatica (KARUPPANAPANDIAN et al.,, 2011).
Todavia, concentracdes altas de ROS podem resultar em danos oxidativos ou morte
apoptotica da célula vegetal (QUAN et al., 2008). Assim, as plantas protegem suas
células do efeito citotoxico de ROS com o auxilio de antioxidantes enzimaticos:
ascorbato peroxidase (APX), catalase (CAT), guaiacol peroxidase (GPX), superéxido
desmutase (SOD), monodehidroascorbato redutase (MDHAR), deidroascorbato
redutase (DHAR); e n&o enzimaticos: carotenoides, &cido ascoOrbico (AA),
flavonoides, tocoferdis 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 calcio (CaOx) e peroxido
de hidrogénio (H202) apresentam padrbes distintos em variedades resistentes e
suscetiveis, na interagdo cacau-M. perniciosa. A variedade suscetivel acumula mais
cristais de CaOx do que a resistente. Isso, porque a dissolucdo desses cristais
ocorre nos primeiros passos da infeccdo em variedade resistente e no estagio final
da doenca na variedade suscetivel. Quando produzido nos estagios iniciais da
infeccdo pela variedade resistente, ROS contribui para o controle e resisténcia da
planta. J& em estagios avancados da doenca, na variedade suscetivel, promove o
desenvolvimento do patégeno e finalizacdo do seu ciclo de vida (DIAS et al., 2011).
Baixas concentracdes de H202, no patossistema T. cacao-M. perniciosa, induzem a
formacao de grampos de conexado nas hifas, possibilitando o encontro dos nucleos e
consequente processo de dicariotizacdo (PUNGARTNIK et al., 2009). Em M.
perniciosa também foram relatados genes relacionados com o0 processo de
desintoxicacdo de ROS, como os que codificam para: superoxido dismutase,
catalases, peroxiredoxinas, sistema de glutationa, enzimas do sistema de

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

Andlises da expressdo de genes na interagdo T. cacao-M. perniciosa,
comparando variedade suscetivel (Catongo) e resistente (TSH1188), identificaram
genes diferencialmente expressos. Na variedade resistente ocorreu alta producgéo de
ROS e elicitores nos primeiros 30 dias apés infeccdo. Do dia 30 ao 60 houve
propagacéao do sinal de resisténcia e desintoxicacdo de ROS. Catongo apresenta um
perfil distinto, ocorrendo a producédo de proteassomas relacionadas a autofagia, 60

dias apos infeccdo, seguida de PCD. Além disso, ativa a expressdo de genes
10



relacionados a patogénese (PR) 10. Esse aumento sugere uma resposta de defesa
local estimulada pela invasdo do fungo. Esses genes sdo expressos principalmente
apos 60 dias do inicio da infecgdo com M. perniciosa. Foi constatado que aumentam
a sua expressao em até 40 vezes se comparado ao controle, ndo infectado. A PR-10
de Theobroma cacao € sugerido como um bom candidato para abordagens
biotecnoldgicas e estratégias antifingicas (DA HORA JUNIOR et al., 2012).

2.2 Proteinas PR- relacionadas a defesa da planta contra patégenos

As plantas, quando submetidas a estresses por invasao de patdgenos,
estabelecem barreiras para tentar combater possiveis danos. Os mecanismos
envolvidos nesse processo podem ser pré-existentes ou induzidos pela planta apos
0 ataque. As barreiras morfolégicas e metabdlitos secundarios pré-existentes devem
ser superados para que 0s agentes patogénicos possam invadir o tecido da planta.
Quando o contato consegue se estabelecer, os elicitores do patdgeno induzem a
defesas do hospedeiro, que incluem reforco da parede celular, producdo de
fitoalexinas e recrutamento das proteinas relacionadas a patogénese (PR) (CHONG
et al., 2008; SLUSARENKO; FRASER; VAN LOON, 2000).

Entender a funcionalidade do grande numero de genes, que atuam
conjuntamente na resposta do hospedeiro, € um importante passo para
compreensao de eventos biolégicos complexos que sdo ativados quando ocorre a
interacdo planta-patdogeno. As proteinas relacionadas a patogénese (PR), por
exemplo, foram descritas em muitas espécies de plantas apds a infec¢do por fungos,
bactérias, virus e ataques de nematddeos e insetos (VAN LOON, 1999; VAN LOON;
REP; PIETERSE, 2006). Estudos tém tentado elucidar parte dos mecanismos
envolvidos na resposta de defesa de T. cacao ao ataque do fungo M. perniciosa.
Algumas informacdes revelaram genes cuja expressao diferencial € potencialmente
relacionada a interacao planta-patdgeno, proteinas PR, principalmente na fase final
da doenca (DA HORA JUNIOR et al., 2012; GESTEIRA et al., 2007). As proteinas
PR podem ocorrer na planta na auséncia de infec¢cao patogénica e terem a sua
expressdo aumentada quando ocorre interacdo com o patégeno. Dentre essas

proteinas encontram-se a glucanase PR-2, quitinase PR-3 e PR-10 presentes no
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polen de varias espécies (VAN LOON et al.,, 1994; VAN LOON; REP; PIETERSE,
2006).

As proteinas PR, podem ser induzidas ndo apenas em resposta ao ataque de
patbgenos mas também em situacBes de estresse abidtico. Essas proteinas
possuem atividade antifingica, antibacteriana (FERNANDES, 2009) e algumas
possuem uma cavidade interna capaz de se associar a ligantes hidrofobicos, como o
acido abscisico (RADAUER et al.,, 2008; SANTIAGO et al., 2009). Foram
identificadas pela primeira vez em um estudo que verificou alteragbes na
constituicdo proteica em plantas de tabaco, apos infeccdo com o virus do mosaico
do tabaco (TMV) (VAN KAMMEN, 1970; VAN LOON). Suas caracteristicas incluem
baixo peso molecular, tamanho de 5 a 75 kDa, solubilidade em pH &cido, alta
resisténcia a proteases e a maioria se encontram no espago extracelular, mas
algumas podem ser encontradas no citoplasma e vacuolo (LIU et al., 2006;
PUNGARTNIK et al., 2009; SELS et al., 2008; VAN LOON, 1985;).

Até o periodo de 1999 foram classificadas 14 familias para as proteinas PR
(VAN LOON; VAN STRIEN, 1999), sendo mais tarde agrupadas em 17 familias,
altamente divergentes (Tabela 1). Essas proteinas desempenham uma série de
funcdes dentro da célula, dentre elas podemos destacar a atividade de quitinase,
ribonuclease e acao antifingica. Essas funcdes bioldgicas, conferem as proteinas
PR alto potencial de defesa de plantas contra patégenos (CHRISTENSEN et al.,
2002; FERREIRA et al., 2007).

Tabela 1. Classificacéo de proteinas PR por familia.

Familia Membro tipico molel(\:/ljlsasraékDa) Propriedade
PR-1 Tabaco PR-12 15 Antifiingica
PR-2 Tabaco PR-2 30 B-1,3-glucanase
PR-3 Tabaco P, Q 25-30 Quitinase classes |, II, IV, V, VI, VII
PR-4 Tabaco ‘R’ 15-20 Quitinase classe | e Il
PR-5 Tabaco S 25 Taumatina
PR-6 Tomate Inibidor | 8 Inibidor de proteinase
PR-7 Tomate P69 75 Endoproteinase
PR-8 Quitinase de pepino 28 Quitinase classe I
PR-9 Tabaco ‘"gf“” fo‘rming 35 Peroxidase

peroxidase
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PR-10 Parley PR1 17 Ribonuclease

PR-11 Tabaco quitinase ‘classe V' 40 Quitinase classe |

PR-12 Rabanete Rs- AFP3 5 Defensina

PR-13 Arabdopsis THI2-1 5 Tionina

DD.14 Favada | TDA o Proteina de transferéncia de
lipideos

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 interacdo T. cacao-M. perniciosa, foi constatado que em vassouras verdes
ocorre a expressdo de pelo menos 67 genes pertencentes ao grupo das proteinas
PR, dentre eles membros das familias 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 familias 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
expressdo dos genes PR foi analisado. Foram identificados varios membros das
familias PR-1, PR-3, PR-4 e PR-10, que tiveram maior resposta ao ataque dos
patégenos Phytophthora palmivora e Colletotrichum theobromicola (FISTER et al.,
2016).

As proteinas PR se acumulam no local da infec¢do e estdo associadas a HR
(resposta hipersensivel) e a SAR (resposta sistémica adquirida), contra a infeccao
por fungos, bactérias e virus (JAIN; KUMAR, 2015; VAN LOON et al., 1994). Em
tabaco os niveis de PR bem como de uma proteina chamada SAR 8.2 foram
aumentados em resposta a infecgéo por TMV (WARD et al., 1991). Quando ocorre a
interacdo da planta com agentes patogénicos, genes relacionados a defesa séo
ativados e de forma coordenada eles sdo expressos nos tecidos infectados e néo
infectados, com o estabelecimento de SAR (RYALS et al., 1996).

Os genes PR sao regulados por fatores de transcricdo (Pti4, 5 e 6) que
reconhecem sequéncias de resposta ao etileno. Em Arabdopsis esses fatores

ativaram genes regulados pelo acido salicilico (PR-1 e PR-2), acido jasmonico e
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etileno (PR-3 e PR-4). A aplicacdo do acido salicilico na parte externa das plantas
estimulou ainda mais a expressdo da PR-1. Os resultados sugerem que esses
fatores de transcricdo ativam a expressdao de uma ampla gama de genes PR,
desempenhando papeis importantes e distintos na defesa da planta (GU et al.,
2002).

2.3 Proteinas relacionadas a patogénese — PR-10

As proteinas PR-10 foram inicialmente identificadas em ervilha e salsa
(FRISTENSKY et al., 1988; SOMSSICH et al., 1986). Elas sdo caracterizadas por
possuirem uma cavidade hidrofébica capaz de se ligar a acidos graxos, esteroides
(MARKOVIC-HOUSLEY et al., 2003), flavonoides (CASANAL et al., 2013), &cido
abscisico (SANTIAGO et al., 2009) e citocininas (FERNANDES et al., 2008;
FUJIMOTO et al., 1998). As PR-10, compreendem proteinas acidas, 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 vl que acredita-se estar relacionado a atividade de ribonuclease. A PR-
10 né@o 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 proteinas presentes em graos de polen, Betv 1 (BREITENEDER et al., 1989).
Atualmente a Unica propriedade enziméatica atribuida a algumas das proteinas PR-10
€ 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
patdbgeno por meio do impacto citotdxico em suas células. Provavelmente essas
proteinas participam também da apoptose de células vegetais contribuindo com o
desenvolvimento de HR (FILIPENKO et al., 2013).

Grande numero de genes PR-10 foram clonados e caracterizados em
diferentes espécies em resposta estresses abibticos e bidticos. Ja foram estudados
varios papéis para as proteinas PR-10, relacionados com o0 envolvimento em
processos enziméticos (BUFE et al., 1996), biossintese de metabolitos secundarios,
processos antimicrobianos, armazenamento, ligacdo a membrana, transporte de
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fitohormonio e ligantes hidrofébicos, todas conduzidas in vitro (JAIN; KUMAN, 2015).
Contudo, o0s papeis das proteinas PR-10 ainda ndo estdo totalmente

compreendidos.

Recentemente foi verificado que as proteinas PR-10 com regides de
aminoacidos conservados possuem atividade aldo/ceto redutase com substratos
incluindo aldeidos toxicos fisiologicamente como o malondialdeido e o metilglioxal.
Esses aldeidos sdo espécies reativas de carbonila que ao serem sintetizados
causam danos as células (JAIN et al., 2016). A ligacdo induzida dessa proteina a
trans-zeatina, horménio do grupo das citocininas, também foi analisado por
cristalografia demonstrando mudancas na conformac&o da proteina (SLIWIAK et al.,
2016). Um estudo com a Betv 1, proteina integrante do grupo das PR-10 também foi
descrita com a funcao de transporte de esteroides. Esse papel de transporte pelas
PR-10 pode ser de importancia fundamental na resposta de defesa da planta frente
a situagdo patolégicas, bem como crescimento e desenvolvimento (MARKOVIC-
HOUSLEY et al., 2003).

A TcPR-10 de Theobroma cacao foi identificada em uma biblioteca de cDNA
de interacdo compativel cacau-M.perniciosa, (GESTEIRA et al., 2007). Estudos
posteriores, foram realizados para identificar possiveis funcdes dessa proteina. As
sequéncias de nucleotideos e aminoacidos mostraram homologia com outras
proteinas PR-10, contendo um motivo P loop e dominio Betvl. A TcPR-10 pertence
a um grupo conhecido por ter homologia com ribonucleases. O motivo P loop e os
aminodacidos conservados (E97, E149 e Y151) sugerem atividade de RNase. De fato
foi demonstrado atividade de RNase, mas ndo de DNase no RNA de M. perniciosa,
além de toxicidade antifungica e inibicdo da germinacao de basidiésporos. O micélio
monocariotico, bem como os basidiésporos, mostrou maior resisténcia a TcPR-10 do
gue o dicaroético. Essa atividade pode ajudar a proteger a planta durante a PCD ou
pode agir diretamente no patdégeno. Também foi visto que a TcPR-10 é ativamente
transportada para células de levedura e que a sua atividade antifingica é diminuida
em mutantes com transporte de cobre de alta afinidade prejudicada e na auséncia
de permeases de exportacdo (Sng2). Processo semelhante pode ocorrer em M.
perniciosa. A analise de sequéncia mostrou que TcPR-10 n&o possui peptideo sinal,
sugerindo que é uma proteina intracelular localizada no citosol (PUNGARTNIK et al.,

2009).
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Proteinas diferencialmente expressas foram identificadas em M. perniciosa
durante a interacdo com TcPR-10, por meio de uma andlise proteémica foram
reveladas 191 proteinas, das quais 55 foram identificadas por espectrometria de
massa. Foram encontradas proteinas relacionadas ao metabolismo celular, resposta
ao estresse, ligagdo ao zinco, mecanismo de fosforilagdo, transporte, autofagia,
reparo de DNA e oxidoredutase. Mostrando que a sensibilidade do fungo a essa
proteina envolve varias rotas bioquimicas. Dentre todas, a classe predominante foi a
de resposta ao estresse, incluindo proteinas heat shock, conhecidas por
desencadear mecanismos de defesa contra drogas citotoxicas, semelhante a TcPR-
10. A atividade de ribonuclease dessa proteina induz no fungo uma reacdo de
desintoxicacdo e geracdo de energia (ATP). Nesse estudo, sugere-se que a TcPR-
10 pode superar a resisténcia do fungo, atuando como um agente antifungico
(SILVA et al., 2013).

Apesar do seu potencial biotecnolégico, a TcPR-10 (Figura 2B, C e E)
apresenta alergenicidade. Seu motivo P loop (Figura 2A) é semelhante a de algumas
proteinas alergénicas (Bet v 1 e Pru avl). Menezes et al (2012) realizaram mutacoes
neste motivo (Figura 2D e F), a fim de produzir proteinas com potencial alergénico
reduzido. A alegenicidade foi avaliada nas proteinas do tipo selvagem e mutante,
utilizando ferramentas da bioinformatica e ensaios imunologicos (MENEZES et al.,
2012). Estes dados permitiram admitir que a proteina TcPR-10 mutante perde a
alergenicidade sem interferéncia na sua funcdo enzimatica de ribonuclease e
atividade antifungica, sendo portanto, uma biomolécula alvo com potencialidade de
ser usadas em transformacéo 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 avl (Protein Data Bank, 1e09_A). A. Elementos da estrutura
secundaria de TcPR-10: alfa hélice em vermelho; folhas beta em amarelo e P loops
em verde. B. Superficie molecular de TcPR-10 selvagem com regides
correspondentes de aminoacidos contiguos: 47GDGGVG52 em azul;
59FPEGSHFKY67 em marrom; 116TSHYHT121 em cinza; 129EEEKKK136 em
péssego. C e E. Superficie molecular do tipo selvagem TcPR-10 com aminoacidos
para mutacdes destacadas em laranja (Thrl0, 1le30, His45). D e F. TcPR-10 tipo
mutante com mutagfes pontuais em azul (Prol0, Val30, Ser45). Fonte: Menezes et
al. (2012).

2.4 Proteinas Heat Shock-modo de acao

Proteinas Heat Shock (HSPs) ou de choque térmico, sdo chaperonas
envolvidas na montagem, dobragem, translocacdo e enderecamento para

degradacdo de proteinas em processos celulares normais e em situagfes de
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estresse (LINDQUIST; CRAIG, 1988; PARK; SEO, 2015; WANG et al., 2004). As
principais familias em que as HSPs estdo classificadas sdo as HSP100, HSP90,
HSP70, HSP60 e as small HSP (sHSP) (WANG et al., 2004). Elas foram inicialmente
descritas como proteinas induzidas em choque térmico (LINDQUIST, 1986;
RITOSSA, 1962). Essa descri¢do limita a descricdo dessa classe de proteinas, ja
que sao induzidas em uma série de outras tensdes bibticas e abidticas contribuindo
para a homeostase celular (SILVA et al., 2013; WANG et al., 2004; XU et al., 2016).
A localizacdo celular dessas proteinas vai desde o citoplasma até as organelas
como nucleo, mitocdndrias, cloroplastos e reticulo endoplasméatico (BOSTON et al.,
1996; WANG et al., 2004).

Em animais, as HSPs foram relacionadas a atuacdo na resposta imune
(TSAN; GAO, 2009). Em plantas, realizam o controle na qualidade de receptores de
reconhecimento padrdo (PRR) e proteinas R (PARK; SEO, 2015; ZHANG et al.,
2004). Além disso, as HSPs foram propostas para sinalizacdo celular em situacoes
de ameaca e tensOes celulares (ZHANG et al., 2004). A HSP72 faz parte de um
conjunto de moléculas que exercem esse papel fornecendo informagbes sobre a
ameaca, o estressor ou a integridade do tecido ou organismo (WILLIAMS; IRELAND,
20008). A HSP60, provoca resposta proinflamatdria em células do sistema imune

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

A maior parte das HSPs estdo localizadas no citoplasma, envolvidas na
transferéncia de sinal celular para o nacleo em situacdes de tensédo (PARK; SEO,
2015). A familia das HSP90 é a que possui as funcbes de imunidade em plantas
mais bem caracterizada. Participam de mecanismos de defesa contra agentes
patogénicos, regulacdo da expresséo génica, transporte de proteinas pré-formadas
em cloroplastos e resposta ao choque térmico (BREIMAN, 2014; PARK; SEO, 2015).

Em fungos foi visto que a HSP82, membro da familia HSP90, € um fator
necessario para a viruléncia de patdgenos intracelulares. Foram utilizados mutantes
de levedura Histoplasma capsulatum com expressdo diminuida do gene HSP82,
essa condicdo atenuou a viruléncia do fungo sobre células de macrofagos
(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 acido acético em leveduras (SAMANFAR et al., 2017; TRUMAN et al.,
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2015). Além disso, foi visto que a expressao dessa proteina e da HslU aumenta no
fungo Moniliophthora perniciosa quando entra em contato com uma proteina
relacionada a patogénese PR de cacau (TcPR-10) (SILVA et al., 2013). A HslU,
também classificada como uma proteina Heat Shock, pertencente a familia HSP100
(SAINI et al., 2017; YOO et al., 1996). Constitui a maquinaria proteolitica de HslUV,
juntamente com uma peptidase HslV. Tem a funcéo de hidrolisar ATP para realizar o
dobramento de proteinas e sua translocacdo até HslV. Eles reconhecem as
proteinas, a desenrolam e depois a translocam para a HsIV onde ocorre sua
degradacdo (BAYTSHTOK et al.,, 2017; BOCHTLER et al., 2000; KNOW et al.,
2003). Essas proteinas podem exercer papel importante no processo de resisténcia

em microrganismos (KIM et al., 2013).

2.5 Transportadores de membrana ABC- Sng2

Os transportadores de membrana ABC (ATP- binding cassette) comp&e uma
superfamilia de proteinas que catalisam o transporte de diversos compostos
quimicos na membrana celular e em algumas organelas, desempenhando papel vital
em varios processos da célula (CHAN et al., 2005; DEAN; ALLIKMETS, 2001;
DEAN; HAMON; CHIMINI, 2001). A superfamilia esta4 subdividida em 7 subfamilias:
ABCA, ABCB, ABCC, ABCD, ABCE, ABCF e ABCG, que exercem diferentes
funcBes de transporte de peptideos, colesterol, esteroides, acido biliar e ferro
(DEAN; ALLIKMETS, 2001). Essas proteinas sao classificadas com base na
organizagdo dos seus dominios de ligagdo ao ATP, conhecidos como NBF
(Nucleotide-binding folds) (DEAN, 2002). Sua estrutura compreende dois dominios
transmembranares e dois de ligagdo ao ATP citosoélicas (GEORGE; JONES, 2012).

Em Saccharomyces cerevisiae foram identificadas as subfamilias ABCB,
ABCC, ABCD E ABCG. Os ABCGs desempenham um papel importante como
transportadores transmembranares de efluxo, eles usam a hidrélise de ATP para
catalisar o transporte de diversos substratos, incluindo esterdis (DOYLE et al., 2011;
SABNIS et al., 2017; TELBISZ et al., 2014). As Sng2 pertencem a subfamilia
transportadora ABCG e estd envolvido no transporte de multiplas drogas e
resisténcia a ROS (PAUMI et al., 2009).
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A delecdo de multiplos genes ABC incluindo Sng2 tornam a célula de 2 a 200
vezes mais sensivel a inidmeros fatores toxicos, incluindo antinfingicos usados na
agricultura (ROGERS et al., 2011). Foi visto que células de levedura mutagénicas,
sem a presenca do gene para o transportador Snqg2, foram mais sensiveis a agéo
antifingica da proteina relacionada a patogénese TcPR-10 do que as que possuiam
0 gene (PUNGARTNIK et al., 2009). Além disso, estudos posteriores mostraram que
a internalizacdo e sensibilidade de S. cerevisiae a TcPR-10 pode estar associada a

esse transportador de membrana (SILVA, 2013).
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RESUMO

As proteinas relacionadas a patogénese da familia 10 (PR-10) possuem homologia
com proteinas 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 interacdo cacau-M.
perniciosa. Sua funcao de ribonuclease e antifingica foi caracterizada contra o fungo
patogénico M. perniciosa e contra S.cerevisiae, sendo que a TcPR-10 foi
internalizada por ambos organismos. Posteriormente, foram realizadas mutacoes
nessa molécula (TcPR-10mut) para diminuir o seu potencial alergénico, sem
interferéncia nas suas funcdes. A toxicidade de TcPR-10 foi avaliada em leveduras
sem o0 transportador de membrana Sng2, que mostrou hiperresistencia nas
leveduras com auséncia do transportador. Mais tarde, foi visto que ocorre maior
resisténcia e menor formagdo de vacuolos em fungos sem transportador Snqg2,
sugerindo relacdo desse transportador de membrana com a internalizacdo de TcPR-
10 e sua atividade antifungica. Os patdégenos recrutam mecanismos para recuperar
a homeostase celular quando sdo atacados com moléculas toxicas. Afim de
investigar a acdo antifingica da TcPR-10 e sua internalizacdo em células fangicas,
foram realizadas analises de docking molecular para verificar a interacdo entre o
transportador ABC (Sng2) e proteinas relacionadas ao estresse (HSP82 e HslU) com
a TcPR-10mut. Os dados mostraram que a Sng2 se complexa com TcPR-10mut em
seu dominio transmembrana, sugerindo internalizacdo dessa proteina por meio
desse transportadore. A HSP82 e HslU também interagem com TcPR-10mut em sua
cavidade hidrofébica e no sitio de atividade de ribonuclease, indicando um bloqueio
da atividade de TcPR-10 mut e uma sinalizag¢&o a célula fungica de perigo.
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INTRODUCAO

As plantas quando submetidas a estresses bidtico e abidtico desenvolvem
barreiras complexas para se proteger, induzindo mecanismos de defesa que incluem
a expressdo de varias moléculas protetoras, dentre essas, as proteinas relacionadas
a patogénese (PR) (FILIPENKO et al., 2013; JAIN et al., 2015). O acumulo dessas
proteinas pode estar associado a resposta de hipersensibilidade (HR) e a
Resisténcia adquirida sistémica (SAR) (FILIPENKO et al., 2013; GUEVARA-
MORATO et al., 2010; VAN LOON et al., 1994). As proteinas PR foram classificadas
em 17 familias com base nas suas caracteristicas estruturais e atividade bioldgica,
incluindo as quitinases (SELS et al., 2008), ribonucleases (ZHOU et al., 2002) e de
acdo antifungica (SELS et al., 2008; VAN LOON; REP; PIETERSE, 2006; VAN
LOON; VAN STRIEN, 1999).

Dentre as familias PR, os membros da familia PR-10 se destacam como um
grupo de pequenas proteinas acidas que apresentam uma regido altamente
conservada, chamada de motivo P-loop, rico em glicina (GXGGXGXXK- aminoacido
47-55). Esse motivo caracteriza alguns membros da familia com atividade de
ribonuclease, sendo conservado em proteinas de graos de pélen, como a Betv 1
(Betula verrucosa), conferindo a essas moléculas potencial de alergenicidade
(CHADHA; DAS, 2006; GAJHEDE et al., 1996; JAIN; KUMAR, 2015; MARKOVIC-
HOUSLEY et al., 2003; MENEZES et al., 2012). As PR-10 foram relatadas atuando
na inibicdo ao crescimento de fungos patogénicos, sugerindo que a atividade de
ribonuclease pode estar associada a sua acao antifungica (FILIPENKO et al., 2013;
LAN; NG, 2001). Embora seja feita relacdo entre essas fungbes, muito pouco se
sabe sobre a internalizacdo das proteinas PR-10 e envolvimento da atividade de

ribonuclease na acéo antifungica.

A doencga vassoura-de-bruxa, que atinge o cacaueiro € causada pelo fungo
hemibiotrofico Moniliophthora perniciosa. Essa doenca € responsavel por perdas
significativas no cultivo do cacau e graves impactos econémicos (AIME; PHILLIPS-
MORA, 2005). O gene TcPR-10 foi identificado a partir de uma biblioteca de cDNA
da interacdo cacau-M. perniciosa (GESTEIRA et al., 2007). Pungartnik et al. (2009)
relataram sua atividade de ribonuclease e antifingica em Saccharomyces cerevisiae

e M. perniciosa. Além disso, mostraram a internalizacdo da TcPR-10 por ambos os
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fungos, sugerindo uma importacéo ativa dependente de energia e temperatura. Sua
toxicidade mostrou ser diminuida em leveduras mutadas, sem o transportador de
membrana Sng2. Silva (2013) verificou a formacao de vacuolos em células fungicas
em contato com a TcPR-10, todavia, o gendtipo com auséncia do transportador de
membrana Snqg2 teve diminuicdo significativa da formagéo vacuolar (SILVA, 2013).
Esses dados sugerem que a internalizacdo da proteina PR-10 de cacau pode estar

diretamente relacionada com esse transportador.

Os transportadores de membrana ABC, catalisam o transporte de diversas
substancias na membrana celular e algumas organelas (CHAN et al., 2005; DEAN;
ALLIKMETS, 2001; DEAN; HAMON; CHIMINI, 2001; GEORGE; JONES, 2012). A
subfamilia ABCG, da qual faz parte 0 Sng2, tem funcao de transporte de uma série
de drogas toxicas e esterol, além de estar relacionado a resisténcia a ROS (espécies
reativas de oxigénio) (PAUMI et al.,, 2009; WILCOX et al.,, 2002). Leveduras
(Saccharomyces cerevisiae) contém 16 genes que codificam transportadores ABC
(ROGERS et al., 2001). Alguns deles estdo envolvidos na resisténcia a drogas
pleiotrépicas (PDR) (WOLFGER; MAMNUN; KUCHLER, 2001). Assim, S. cerevisiae
pode ser utilizado como um modelo para estudos relacionados a esses

transportadores.

Agentes téxicos que entram em células fungicas 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 fungica, recrutando proteinas relacionadas ao estresse
como as heat Shock proteins (30-60 min de interacdo) (SILVA et al., 2013). As HSP
sao chaperonas moleculares encontradas em todos os organismos em condi¢des
normais e sob estresses bioticos e abidticos, atuando na resposta imune de plantas
e animais. Atuam na montagem, dobragem, translocacdo e enderecamento para
degradacdo de proteinas além de estarem envolvidas na sinalizagdo 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 expressdo reduzida isso atenua a
viruléncia do Histoplasma capsulatum (EDWARDS; ZEMSKA; RAPPLEYE, 2011).

Essas proteinas respondem a diversas tensdes celulares como dano ao DNA e
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estresses abioticos (SAMANFAR et al., 2017; TRUMAN et al., 2015). Ja4 as HslU,
hidrolisam ATP para realizar a dobragem e o transporte de proteinas que serdo
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 mutacées em 3 aminoacidos da TcPR-10 (TcPR-10mut) que diminuiram
seu potencial de alergenicidade, sem interferéncia na sua atividade de ribonuclease
e antifingica (MENEZES et al., 2012). Assim, o objetivo dessa pesquisa foi
investigar in silico a atuagdo da TcPR-10mut em M. perniciosa com base em seus
mecanismos de transporte e acdo antifangica, bem como, compreender as

respostas que essa interacdo desencadeia no fungo.

MATERIAIS E METODOS

1. Triagem de proteinas diferencialmente expressas em Moniliophtora
perniciosa na interagdo com TcPR-10

A interacdo do fungo Moniliophthora perniciosa com a proteina TcPR-10
revelou via andlise de gel bidimensional 191 proteinas 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 proteinas no NCBI, com o codigo
de acesso disponivel no artigo de Silva et al. (2013). Aquelas que possuiam modelo
cristalografado, coletamos o arquivo no PDB; ja aquelas que ndo tinham modelo
disponivel, modelamos  através da ferramenta online  Swiss-Model

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

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

%88',_3?8 Nome da proteina MW Pl
P43773 ATP-dependent protease ATPase 23 8.5
P15019 Transaldolase Pentose-phosphate shunt 32 6.2
P02829 Heat shock protein 82 35 4.2
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Q9RA6G3 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
074225 Heat shock protein Hsp88 100 6.0
074770 Probable phosphoketolase 24 5.9
042766 14-3-3 protein homolog 23 6.9
Chaperone protein DnaK subunit HslU (heat

P17820 P P shock) ( 64 6.5
P82610 5-Methyltetrahydropteroyltriglutamate;

homocysteine methyltransferase 90 7.7
P55737 Heat shock protein 90-2 124 4.8
P32318 Thiazole synthase 48 6.4

De acordo com Silva et al (2013).

2. Obtencao do modelo tridimensional da TcPR-10mut

O modelo tridimensional da proteina TcPR-10mut foi disponibilizado por
Menezes et al. (2012). A modelagem por homologia dessa proteina foi realizada
utiizando como molde a estrutura tridimensional critalogréfica de Pru av 1 (PDB:
1e09) (MENEZES et al., 2012).

3. Modelagem molecular

A sequéncia do transportador de membrana Sng2, do organismo modelo
Saccharomyces cerevisiae, foi coletada no NCBI (GenBank: CAA98831.1). Para
selecionar o melhor modelo 3-D para modelagem molecular dos dominios da
proteina Sng2, a sua sequéncia de aminoacidos foi submetida a uma construcéo de
modelos através da ferramenta online Swiss-Model (https://swissmodel.expasy.org/).
Os dominios 1 e 2 da proteina de transporte ABC Sng2 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 dominios previstos que obtiveram melhor

qualidade foram salvos para as andlises posteriores. A qualidade estereoquimica

36



desses modelos foi avaliada utilizando ferramentas de validacdo do proprio Swiss-
Model, incluindo o Procheck (LASKOWSKI et al., 1993) e o Atomic Non-Local
Environment Assessment (ANOLEA).

4. Docking molecular: interagcéo proteina/proteina

A andlise de interacdo foi realizada usando o pacote de ferramentas online
ClusPro (https://cluspro.bu.edu/login.php) (COMEAU et al., 2004). As estruturas 3D
da proteina receptora e das proteinas ligantes foram combinadas em um Unico
arquivo PDB. Posteriormente os arquivos dos complexos foram submetidos ao
servidor. A predicdo dos sitios ativos foi realizada pelo servidor Interpro
(https://lwww.ebi.ac.uk/interpro/) (ZDOBNOV; APWEILER, 2001) e com base nos
artigos que descrevem as estruturas cristalograficas de proteinas homélogas. Os
resultados das interacdes foram avaliados, considerando as nove melhores posicoes
de acoplamento, de acordo com fatores fisico-quimicos de energia livre, bem como
possiveis regifes de sitios ativos e/ou modulatérios, utilizando os programas PyMOL
1.8 (DELANO, 2002) e Discovery Studio 2017 R2.

RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Interacgao de proteinas Heat shock com TcPR-10mut

A modelagem da TcPR-10mut (Figura 1A-B) mostrou a presenca estrutural de
seis folhas beta, trés alfa hélices e um motivo P-loop rico em glicina
(47GDGGVGSIK55) responsavel por sua atividade de ribonuclease, além de regides
conservadas proximas a cavidade hidrofébica dessa proteina (59FPEGSHFKY67;
116TSHYHT121; 129EEEIKAGK136) (MENEZES et al., 2012).
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Figura 1: Estrutura tridimensional de TcPR-10mut obtida por modelagem de
homologia com Pru avl disponivel no RCSB Protein Data Bank (PDB: 1e09_A)
(MENEZES et al.,, 2012). A. Elementos estruturais. As alfa hélices estdo
representadas em vermelho e as folhas beta em azul. B. Superficie molecular da
TcPR-10mut indicando regibes com graus de hidrofobicidade: baixos niveis de
hidrofobicidade em azul e altos niveis de hidrofobicidade em marrom. A seta indica a
cavidade hidrofobica da proteina.

Com base no estudo realizado por SILVA et al. (2013) foi possivel selecionar,
dentro da classe de proteinas relacionadas ao estresse expressas por
Moniliophthora perniciosa, proposta pelo autor, duas proteinas que se complexam
com a TcPR-10mut. Os modelos cristalograficos da HSP82 (ATP-dependent
molecular chaperone HSP82) (PDB: 4CE3) e da subunidade HslU (ATPase subunit
HslU) (PDB: 1OFI) foram utilizados nas andlises moleculares de interagdo em
conjunto com a TcPR-10mut, obtida a partir de modelagem com Pru avl (PDB:
1e09_A) (MENEZES et al., 2012). O modelo tridimensional da HSP82 mostrou uma
estrutura com trés alfa hélices e oito folhas beta (Figura 2A). Foi identificada uma
cavidade hidrofobica préxima a regides de dominios conservados. Propéem-se que
essa cavidade contém os sitios de ligagdo ao ATP, magnésio (Mg2+) e um motivo
rico em glicina, descritos para essa proteina (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 compdem a estrutura. As alfa hélices estéo
indicadas em vermelho e as folhas beta em azul. B. Superficie molecular da HSP82
indica regides com baixos niveis de hidrofobia em azul e altos niveis de hidrofobia
em marrom; seta indica a cavidade hidrofébica da proteina.

O modelo tridimensional da HslU mostrou uma estrutura com nove alfa
hélices e oito folhas beta (Figura 3A). A analise da superficie molecular hidrofébica
identificou uma cavidade hidrofébica que contém motivos P-loop ricos em glicina,
sitios de ligacéo ao ATP e ao magnésio (Mg?*) (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 estdo representadas em
vermelho e folhas beta em azul. B. Superficie molecular da HslU indicando regifes
com graus de hidrofobicidade: baixos niveis de hidrofobicidade em azul e altos
niveis de hidrofobicidade em marrom; seta indica a cavidade hidrofébica da proteina.

A predicdo dos dominios e sitios de ligacdo das proteinas, realizada pelo
Interpro, confirmou regibes descritas nas cristalografias e realizou a predicdo de
novos sitios. O docking revelou interagdo do motivo P-loop da TcPR-10mut
(receptor) com a proteina HSP82 (ligante) nos residuos de aminoacidos Asp48-
Arg32, Gly49-GIn119, Val51-Arg32, Val51-Glu33, Gly52-Ser198, Gly52-His197,
lle54-Phe200 sendo que, a interagdo Val51-Glu33 ocorre no sitio de ambas
proteinas (Figura 4); e da cavidade hidrofébica da TcPR-10mut (receptor) com a
proteina HslU nos residuos de aminoacidos Phe59-Arg441, Leu68-Arg441, Asn70-
Ser440, Thr85-Arg441, Val90-Phe442, Tyr100-Phe442, Tyr100-441 Leul02-Leud44,
Tyrl19-Phe442, GIn138-Ser440, GIn134-Phe442, Leul02-Leu4d44, Metl15-Leud44,
Alal34-Leu4d39, Alal39-1le443, Ala139-Leud44, Metl42-Leud44 (Figura 5).

Figura 4: Resultado da andlise de interacdo entre proteinas TcPR-10mut e
HSP82 por Docking. A. Superficie molecular com proteinas complexadas; TcPR-
10mut indicada em azul (receptor) e HSP82 indicada em rosa (ligante). B.
Representacéo dos residuos de aminoacidos onde ocorreu interagao.
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Figura 5: Resultado da andlise de interacdo entre proteinas TcPR-10mut e HslU
por Docking. A. Superficie molecular com proteinas complexadas; TcPR-10mut
indicada em roxo (receptor) e HslU indicada em verde (ligante). B. Representagéo
dos residuos de aminoacidos onde ocorreu interacao.

A HSP82 e HslU sao proteinas Heat shock (HSPs) que funcionam como
chaperonas presentes na célula em condicdes normais, sendo induzidas em
situacdes de estresse bidtico e abidtico (PARK; SEO, 2015). Atuam principalmente
na sintese, segmentacdo, maturacdo e degradacdo de proteinas em todos o0s
compartimentos celulares, se ligando a proteinas estruturalmente instaveis
(BOSTON et al., 1996). Em uma analise da interacdo da proteina TcPR-10 com
Moniliophtora perniciosa, as proteinas HSPs tiveram seus niveis de expressao
elevados em relagéo ao tratamento controle, principalmente nos tempos entre 30 e
60 minutos. Essas proteinas foram agrupadas na classe que mais se destacou
durante a interacao (SILVA et al., 2013). Os resultados do Docking sugerem que a
TcPR-10mut se complexa com duas dessas proteinas, expressas pelo fungo M.
perniciosa. Uma vez que a TcPR-10 possui atividade de ribonuclease
(PUNGARTNIK et al.,, 2009) e a degradacdao de RNA pode levar ao estresse
oxidativo (MROCZEK; KUFEL, 2008) a presenca da TcPR-10 no fungo induz
estresse oxidativo gerando mudancas na homeostase celular do fungo. Essa
mudanca induz a expresséo de genes de HSPs (SILVA et al., 2013). Propde-se que

na tentativa de bloquear as fun¢des de ribonuclease e antifingica da TcPR-10, as
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HSPs interagem com o sitio ativo dessa proteina para impedir a sua atividade dentro
da célula. A TcPR-10 também atua tentando bloquear a acdo das HSPs, esse
mecanismo € sugerido pela interacdo dessa proteina no sitio de ligacdo da HSP82.
TcPR-10 demonstrou ter papel importante no processo de viruléncia em fungos.
Mutantes para o gene HSP82 de Histoplasma capsulatum tiveram decréscimo na
sua viruléncia e viabilidade quando submetidos a estresse oxidativo (EDWARDS et
al., 2011). Assim como a HslU que exerce papeis importantes no processo de
resisténcia em microorganismos (KIM et al., 2013). O contato da TcPR-10 com M.
perniciosa promove, em 120 minutos de interacdo, aumento na expressdo de
oxirredutases e diminuicdo dos niveis da proteina TcPR-10 (SILVA et al., 2013).
Sabendo que as HSPs estdo envolvidas na transferéncia de sinais celulares ao
nacleo sob condi¢cdes de estresse bidtico e abidtico (BOSTON et al.,, 1996;
BREIMAN, 2014), a interacdo das proteinas HSPs com TcPR-10 pode estar
funcionando como uma sinalizacdo de perigo a célula fangica, que responde

induzindo meios de desintoxicar a célula.

2. Interacdo da proteina TcPR-10mut com transportador de membrana
Snqg2

Os dominios 1 e 2 da proteina de transporte ABC Sng2 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 dominios
1 e 2 2845% e 28.60% de identidade com a proteina Sng2, respectivamente
(Figura 6A); A anadlise de validacdo pelo grafico de Ramachandran dos modelos,
apresentou 85% de residuos nas regibes mais favorecidas e 12.4% em regides
permitidas adicionais, indicando 97.4% residuos de aminoacidos localizados em
regibes favorecidas, no dominio 1; e 86.7% de residuos nas regides mais
favorecidas e 11.9% em regides permitidas adicionais, indicando 98.6% residuos de
aminoacidos localizados em regibes favorecidas, no dominio 2. O modelo
tridimensional do dominio 1 (Figura 7A-B) de Sng2 mostrou uma regido composta
por seis folhas beta que foram propostas como um dominio citoplasmatico com
caracteristicas pouco hidrofébicas; uma regido com seis alfa hélices propostas como
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um dominio transmembrana muito hidrofébico; além de sitios para ligacdo ao ATP

(Figura 6A-B). A estrutura do transportador ABC compreende dois dominios
transmembranares e dois de ligacdo ao ATP citosolicas (GEORGE; JONES, 2012).

SNQ2

5do7.2.

SNQ2

5do7.2.

SN2

5do7.2.

SNQ2

5do7.2.

Q2

5do7.2.

SNQ2

5do7.2.

A

QGIHIRKAGVTIEDVSAKGVDASALEGATFGNILCLPLTIFKGIKAKRHQKMRQIISKVN
------------------------------------------------------- IQNLS

KMo

ALAEAGEMILVLGRPGAGCSSFLKVTAGE IDQFAGGVSGEVAYDGIPQEEMMKRYKADVI
FKVRSGQMLAIIGSSGCGRASLLDVITGRGHG -GKT KSGQININGQPSSPQLVRKC - —VA

KKy sk K X SEuK X oK

'YNGELDVHFPYLTVKQTLDFATACKTPALRVNNVSKKEYIASRRDLYATIFGLRHTYNTK
HVRQHNQL LPNLTVRETLAFIAQMRLPRTFSQAQH ----- DKRVED\/IAE LRLRQCADTR

SrowkmL L mm ok =

VGHNDFVRGVSGGERKRVSTAEALAAKGSTYCWDNATRGLDASTALEYAKAIRIMTNLLKS
VGNMYVRGLSGGERRRVSIGVQLLWNPGI LILDEPTSGLDSFTAHNLVKTLSRLAKG NR

HEE KKK ORRRR L RREE K L X Ky K KKK, XK . M.

TAFVTIYQASENIYETFDKVTVLYSGKQIYFGLIHEAKPYFAKMGYLCPPRQATAEFLTA
LVLISLHQPRSDIFRLFDLVLL: MTSGTPIYLGAAQHMVQYFTAIGYPCPRYSNPADFYVD

AAAAA N, AR o0 R R wky gmw wn P

180

249
62

300
117

360
176

420
236

480
238

SNQ2
5n33

SNQ2
5nj3

SNQ2
5n33

SNQ2
5nj3

SNQ2
5n33

SNQ2
5n33

SNQ2
5n33

SNQ2
5nj3

SNQ2
5ni3

SNQ2
5n33

DEVFDDLEAKGVF IWKDVCFTIPYEGGK-------- RMLLDNVSGYCIPGTMTALMGESG
E HDLKAFTEGAVLSFHNICYRVKLKSGF LPCRKPVEKEILSNINGIMKPG-LNAILGPTG

Ko sean P T LT

AGKTTLLNTLAQR-NVGIITGDMLVNGRPIDASFERRTGYVQQQDIHIAELTVRESLQFS
GGKSSLLDVLAARKDPSGLSGDVLINGAPRPANFKCNSGYVVQDDWHGTLTVRENLQFS

LEELLEEL WK K o LowmowowE R X KL URKR KK L wmmas waak
ARMRRPQHLPDSEKMDYVEKIIRVLGMEEYAEALVGEV-GCGLNVEQRKKLSIGVELVAK
AALRLATTr1TNHEKNERINRVIQELGLDKVADSKVGTQFIRGVSGGERKRTSIGMELITD

N B Gantks #Eaaa e BE P s wwmawE
PDLLLFLDEPTSGLDSQSSWAIIQLLRKLSKAGQSILCTIHQPSATLFEEFDRLLLLRKG
PSI-LFLDEPTTGLDSSTANAVLLLLKRMSKQGRTIIFSIHQPRYSIFKLFDSLTLLASG

WL REEAKAKLKKER 1. W. MR oEE WiK. JREER L aw. o wm X mm K

GQTVYFGDIGKNSATILNYFERNGARKCDSSENPAEYILEATGAGATASVK - - - EDW- - -
RL-MFHGP- - - -AQEALGYFESAG- YHCEAVNNPADFFLDIINGDSTAVALNREEDFKAT

a . WRRE O w.. cwRRLLiks s

~~~~~~~~~~~~~~~~ HEKWLNSVEFEQTKEKVQDLINDLSKQETK - SEVGDKPSKYATS
EIIEPSKQDKPLIEKLAEIYVNSSFYKETKAE LHQLS ---GGEKKKKITVFKEISYTTS

XX weakK o * ok ® wawx

YAYQFRYVLIRTSTSFWRSLMYIMSKMMLMLVGGLYIGFTFFNVGKSYVGLQNAMFAAFT
FCHQLRh’VSKRSFKNLLGNPQASIAQII\ITVVLGLVIGAIYFGLF\NDSTGIQNRAGVLFF
SoELEK  Ks s x sssess LE KR KK R o .

SIILSAPAMNQIQGRAIASRELFEVR------ ESQSHMFHWSLVLITQYLSE-LPYHLFF
LTT--MNQCFS----- SVSAVE LFWEK’( LF IHEYISGWRVSSYF LGKLLSDL LPMRI'ILP

STIFFVSSYFPLRIFFEASRSAVYFLNYCIMFQLYYV-GLGLMILYMSPNLPSANVILGL
SIIFT(IVVFMLGLKP»-KADAFF\ﬂk\FTUMWVAYSASSMALAIAAGQSVVSVATLLHTI
Fi Il ey R S A

CLSFMLSFCGVTQPVSLMPGFITFMNKASPYTYFVQNLVGIMLHKKPVWCKKKELNYFNP
CRVIMME RSB © s i ettt i i s AR AR A

Lomm. ow e

892
58

951
118

1010
178

1e70
237

1124
291

1167
347

1227
407

1280
460

1339
518

1399

Figura 6: Alinhamento de sequéncias de aminoacidos da Sng2 de
Saccharomyces cerevisiae com transportadores de membrana ABC, feita pelo
ClustalW. A. Alinhamento com dominio 1 do transportador de membrana ABCG. B.
Alinhamento com dominio 2 do transportador de membrana ABCG.
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Figura 7: Representacdo do modelo tridimensional do dominio 1 do
transportador ABC Sng2. A. Modelo 3-D do dominio 1 da proteina Sng2; Em
amarelo esta representado o dominio citoplasmatico e em vermelho o dominio
transmembrana da proteina. B. Superficie molecular hidrofébica; niveis mais
elevados de marrom indicam regides mais hidrofébicas e niveis da coloracdo em
azul indicam regibes menos hidrofébicas. A seta indica a regido com maior nivel de
hidrofobicidade.

O modelo tridimensional do dominio 2 de Sng2 mostrou uma regido composta
por nove folhas beta que também foram propostas como um dominio citoplasmatico
com caracteristicas pouco hidrofébicas; e uma regido com cinco alfa hélices
propostas como um dominio transmembrana muito hidrofébico, além de sitios para
ligacdo ao ATP (Figura 8A-B). As proteinas Sng2 fazem parte da superfamilia dos
transportadores ABC (ATP-binding cassette), sendo responsaveis pelo transporte de
diversos compostos quimicos nas membranas celulares (DEAN; HAMON; CHIMINI,
2001; CHAN et al., 2005). Sua classificacdo se baseia na organizacdo dos seus
dominios NBFs (nucleotide-binding folds), de ligacdo ao ATP e a nucleotideos. Os
NBFs apresentam motivos Walker A e B, separado por aproximadamente 90-120
aminoéacidos, encontrados em todas as proteinas de ligacdo ao ATP (DEAN, 2002;
HYDE et al., 1990).

Figura 8: Representacdo do modelo tridimensional do dominio 2 do
transportador ABC Snq2. A. Modelo 3-D do dominio 2 da proteina Sng2. Em
amarelo esta representado o dominio citoplasmatico e em vermelho o dominio
transmembrana da proteina. B. Superficie molecular hidrofébica; niveis mais
elevados de marrom indicam regies mais hidrofébicas e niveis mais elevados de
azul indicam regidées menos hidrofébicas. Seta indicando regido com maior nivel de
hidrofobicidade.
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TcPR-10mut (ligante) com os dominios da Sng2 (receptor) nos residuos de
aminoacidos do dominio 1. Thr85-Trp501, Gly50-Lys505, Val51-Leu506, Gly52-
Lys505, Gly52-Glu502, Ser53-Lys505, Ser53-Glu502, Cys81-GIn509 (Figura 9A-B);
E do dominio 2: lle54-Trp1184 (Figura 10A-B). J& foi relatado que mutantes de
Saccharomyces cerevisiae sem transportadores de membrana Snqg2 reduziram a
presenca intracelular de TcPR-10 gerando resisténcia melhorada ao fungo
(PUNGARTNIK et al.,, 2009). Além disso, foi visto que ocorre internalizacdo de
TcPR-10 pelas hifas de M. perniciosa com formacédo de estruturas similares a
vacuolos, padrdo semelhante foi encontrado em S. cerevisiae (SILVA, 2013).
Nossos resultados apontam que a proteina TcPR-10 se complexa com a proteina de
transporte Sng2 principalmente nas regides do dominio transmembrana. Assim,
podemos inferir que a internalizacdo dessa proteina, pode estar relacionada com
esse transportador. As Sng2 pertencem a familia transportadora ABCG (PAUMI et
al., 2009). Os ABCGs desempenham um papel importante como transportadores
transmembranares de efluxo, eles usam a hidrélise de ATP para catalisar o
transporte de esterois (SABNIS et al., 2017; TELBISZ et al., 2014). Foi visto que
proteinas da familia PR-10, possuem uma cavidade hidrofébica que se liga a
brassinosterdides, 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 importacdo de TcPR-10 para a célula fungica esta relacionada a sua interacdo
com o transportador de membrana Sng2 e que esse transporte pode estar ocorrendo
de forma semelhante a importacdo de esterol, como proposto por Silva (2013). A
presenca de um homologo de Sng2 em M. perniciosa indica que podem ocorrer
padrdes, relacionados a esse transportador, semelhante ao encontrado em S.
cerevisiae (SANTOS et al., 2008).
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Figura 9: Resultado da analise de interacdo entre proteinas por Docking. A.
Superficie molecular com proteinas complexadas; TcPR-10mut indicada em rosa
(ligante) e dominio 1 da Sng2 indicada em verde (receptor). B. Representacdo dos
residuos de aminoacidos onde ocorreu interagao.

TRP1184

-

Figura 10: Resultado da analise de interacdo entre proteinas por Docking. A.
Superficie molecular com proteinas complexadas; TcPR-10mut indicada em lilas
(ligante) e dominio 2 da Sng2 indicada em vermelho (receptor). B. Representacéo
dos residuos de aminoacidos onde ocorreu interagao.

CONCLUSAO

Este é o primeiro estudo realizado com analise de interacdo da TcPR-10mut

com proteinas Heat Shock e transportadores de membrana ABCG (Sng2).
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Propromos que as proteinas Heat Shock (HSP82 e HslU) de Moniliophthora
perniciosa se complexam com a TcPR-10mut no seu sitio de atividade de RNase e
na sua cavidade hidrofobica, indicando formas de acdo dessas proteinas em
bloquear a acdo da TcPR-10mut. Essa interacdo pode estar sinalizando a célula do

fungo a indugéo da expresséo de proteinas de defesa, como as oxiredutases.

O transportador de membrana Sng2 e a proteina TcPR10mut interagem no
dominio transmembrana do transportador. Pode-se dizer que a internalizacdo da
TcPR-10 na célula fungica esta relacionada a um complexo formado por essa
interacdo. E a afinidade de ligacdo a esterdis dessas duas proteinas medeia esse

processo.

Esses dados sdo importantes para futuros estudos relacionados aos
mecanismos de acdo da TcPR-10mut no patossistema cacau-Moniliophthora

perniciosa.

MATERIAL SUPLEMENTAR

Material suplementar 1: Grafico de Ramachandran para validacdo da estrutura dos
dominios 1 e 2 da Snqg2.
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RESUMO

O gene TcPR-10 codifica uma proteina relacionada a patogénese com atividade de
ribonuclease e antifingica. Essa proteina foi identificada em uma biblioteca de cDNA
sendo diferencialmente expressa na interacdo cacau (variedade suscetivel) com o
fungo Moniliophthora perniciosa. A TcPR-10 € uma proteina citoplasmatica, atuando
principalmente das fases finais da vassoura-de-bruxa. Testes in vitro demonstraram
sua acao antifungica em micélio dicariético, monocariotico e em basididsporos.
Contudo, a TcPR-10 possui dominios conservados com proteinas do grao de polen,
gue confere potencial de alergenicidade a essa proteina. Assim, foram realizadas
mutagfes em alguns aminoacidos proximos a esse dominio que diminuiram seu
potencial alergénico sem influenciar nas suas atividades de ribonuclease e
antifingica. Desse modo, fusionamos a TcPR-10 mutante (TcPR-10mut) com uma
sequéncia sinal de enderecamento ao espaco extracelular da TcPR-4. Essa
construcédo sob o controle do promotor constitutivo CamV35S foi clonado em vetor
pCAMBIA 2301, posteriormente utilizado em transformacdo genética de tomate
(Lycopersicon esculentum cv Micro-Tom). Essa estratégia visa o enderegcamento da
TcPR-10mut ao apoplasto para que essa proteina possa atuar no combate ao fungo
M. perniciosa nos estagios iniciais da doenca vassoura-de-bruxa.
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INTRODUCAO

O Theobroma cacao é uma espécie economicamente importante, suas
améndoas séo a principal fonte de matéria prima para a producdo do chocolate e de
outros subprodutos (ALMEIDA; VALLE, 2008; SILVA NETO, 2001). Na década de 80
o Brasil representava cerca de 20% da producdo mundial de cacau, sendo que o Sul
da Bahia era responsavel por 95% desse valor (ALVIM; NAIR, 1986). Mais tarde,
com o0 advento da vassoura-de-bruxa, doenca do cacaueiro causada pelo fungo
basidiomicota hemibiotrofico Moniliophthora perniciosa, houve grande devastacéo
dessa cultura, gerando perdas significativas nas plantacdes de cacau, além de
impactos sociais e economicos (AIME; PHILLIPS-MORA, 2005; PEREIRA et al.,
1989).

Por se tratar de um fungo hemibiotréfico, M. perniciosa apresenta duas fases
distintas em seu ciclo de vida: a fase biotrofica e a fase necrotroéfica. A fase biotrofica
€ caracterizada pela formacdo do micélio monocariético e colonizacdo do espaco
extracelular (apoplasto) da célula vegetal de onde obtém os nutrientes necessarios
para se nutrir e se desenvolver. Com o avanco da interagcdo, o fungo comeca a
formar grampos de conexao entre as células das hifas, desenvolvendo o micélio
dicariético que passa a crescer intracelularmente no tecido da planta (AIME;
PHILLIPS-MORA, 2005; SCARPARI et al., 2005; SENA; ALEMANNO; GRAMACHO,
2014). Estudos envolvendo a interacdo cacau-M. perniciosa vem sendo realizados
na tentativa de compreender os processos moleculares relacionados a biologia
dessa doenca 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
analises de caracterizacdo e possivelmente gerar métodos de combater a doenca
(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 interacdo cacau-M. perniciosa (GESTEIRA et al., 2007).
Posteriormente foi visto com expressdo 40 vezes aumentada em relacdo ao
tratamento controle em plantas, apos 60 dias da infeccdo com M. perniciosa (DA
HORA JUNIOR et al., 2012). Nessa fase esta4 ocorrendo o inicio da necrose no
tecido da planta (MEINHARDT et al., 2008). A proteina originada desse gene é
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citoplasmatica e possui atividade de RNase e antifUngica em micélio monocaridtico,
dicariotico e basiosporos (PUNGARTNIK et al., 2009). Contudo, apresenta dominios
conservados com proteinas do grao de polen, como a Bet vl1, proteina de alto
potencial alergénico (GAJHEDE et al., 1996; MARKOVIC-HOUSLEY et al., 2003;
MENEZES et al., 2012). Afim de diminuir as caracteristicas de alergenicidade dessa
proteina, foram feitas mutacdes proximas a esse dominio, diminuindo seu potencial
alergénico sem interferir nas suas funcdes de ribonuclease e antifungica (MENEZES
et al., 2012).

Assim, TcPR-10 mutante (TcPR-10mut) torna-se um alvo com alto potencial
biotecnoldgico para ser explorado em transformacdo genética de plantas, por meio
da engenharia genética, visando caracterizacdo da atuacdo dessa proteina na
resisténcia ao fungo causador da vassoura-de-bruxa e outros patégenos, bem como
para aumentar a resisténcia da planta a estresses abioticos. Varios trabalhos
envolvendo transformacdo genética de plantas com proteinas PR, geraram
organismos mais resistentes a estresses bibticos e abidticos (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 frequéncia
de até 80% em transformacao mediada por Agrobacterium tumefaciens (MEISSNER
et al., 1997). Sendo um importante modelo para estudo da interacdo cacau-M.
perniciosa do biétipo S (MARELLI et al., 2009). Assim, visto que a TcPR-10 tem
potencial antifingico e é uma proteina citosolica, é desejado que ela seja
direcionada para o apoplasto da planta, para servir de barreira primaria contra
patdgenos como M. perniciosa.

MATERIAL E METODOS

1. Anédlise comparativa

A sequéncia de aminoacidos da TcPR-10mut foi submetida a um BLAST nos
bancos de dados Sol genomics Network e Cocoa genome Hub, a fim de encontrar

sequéncias de proteinas homadlogas no cacau e tomate. As sequéncias encontradas
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foram submetidas ao Conserved Domains do NCBI para filtrar apenas proteinas que
possuem o dominio conservado da TcPR-10. O programa Archeopteryx, foi utilizado
para gerar um dendograma dessas sequéncias com parametros default e bootstrap
de 100.
2. Desenho de primers e adicdo de peptideo sinal ao gene TcPR-10
mutante
As sequéncias 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 analise de sequéncia sinal com base no SignalP 4.1 Server
(PETERSEN et al., 2011). Dois pares de primers foram desenhados manualmente
para amplificacdo do gene TcPR-10 mutante (TcPR-10mut), sequéncia sinal do
TcPR-4 e posterior juncdo do produto dessas duas amplificacbes. A sequéncia
nucleotidica de enderecamento do produto proteico para o espaco extracelular foi
inserida no gene TcPR-10mut por meio da técnica de sobreposi¢cdo de fragmentos
da reacdo em cadeia da DNA polimerase (overlap extension Polymerase Chain
Reaction). A técnica de overlap extension PCR se baseia no desenvolvimento de
iniciadores especificos para a regido de interesse a ser mutada gerando fragmentos
que se sobrepbe (HO ET AL., 1989). A primeira reacao utilizou os primers F:
PR10PS Apal (5’GGCGGGCCCATGAAAATGGAGAGATTC 3’) contendo uma
sequéncia adptadora e R: PRPS (5’GTGACACCCATGGCAGCAGCAGAAGC 3,
para amplificacdo do peptideo sinal do gene TcPR-4; Na segunda reacdo foram
utilizados os primers R: PR10 Sacl R (5GGCGAGCTCTTAAGCGTAGACATTGG 3)
contendo uma sequéncia adaptadora e F: PR4-PR10
(B TCTGCTGCTGCCATGGGTGTCACCACATATACG 3’), para amplificacdo do gene
TcPR-10mut. Os iniciadores PR10 Sacl (R) e PR10PS Apal (F) foram submetidos a
uma terceira reacdo de PCR para unir os fragmentos obtidos nas rea¢des anteriores
contendo extremidades sobrepostas que se anelaram. O DNA molde utilizado nas
reacoes foi obtido a partir de estoque glicerol de E.coli TOP 10 transformadas com

0s vetores pet28a e pGEM-T, contendo as sequéncias de ambos 0s genes.

3. Construcéo de vetores contendo PS:TcPR-10mut
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O produto de PCR referente a sequéncia PS:TcPR-10mut, foi purificado
usando o kit de purificacdo PureLink™ Quick Gel Extraction Kit de acordo com as
recomendacdes do fabricante (Invitrogen) e clonado no vetor PUC118 sob o controle
do promotor e terminador do virus do mosaico do Couve-flor 35S (CAMV35S). O
produto da ligacdo foi utilizado para transformar células TOP10 de Escherichia coli
por choque térmico. As colbnias transformadas, foram confirmadas por PCR e

digestao utilizando a enzima Pstl.

4. Montagem e sintese das construcdes pCAMBIA2301:PS:TcPR-10mut e
pCAMBIA2301:PS:TcPR-10mut:GFP para transformacao de plantas

Sequéncias promotora e terminadora do virus do mosaico do Couve-flor 35S
(CAMV35S) foram obtidas por meio do mapa do vetor pSAT1A-cEYFP-N1, arquivo
disponibilizado pela FastBio. A sequéncia da proteina de fluorescéncia GFP
(Aequoria victoria green fluorescent protein) foi retirada do SnapGene Software for
everyday molecular biology. Ambas sequéncias foram submetidas a analise no NCBI
utilizando a ferramenta Nucleotide BLAST. A montagem da constru¢cdo contendo
GFP foi realizada utilizando o protocolo Design and Use of Fluorescent Fusion
Proteins in Cell Biology (SANAPP, 2005). A predicdo da influéncia de GFP na
conformacdo da TcPR-10mut foi realizada utilizando o I-TASSER server for protein
structure and function prediction. Para as duas construcdes foi solicitada a
otimizacdo de codons para o sistema modelo Tomateiro Micro-Tom (Solanum

Lycopersicum). Os clones foram sintetizados pela empresa FastBio.

5. Transformacg&o genética de Tomateiro var. ‘Micro-Tom’

Agrobacterium  tumefaciens (EHA 105) contendo as construgcdes
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 liquido (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 hipocdétilo de tomate foram incubados com a suspenséo
bacteriana, a temperatura ambiente durante 10 minutos, sob agitacao suave. Apos a
incubacéo, 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. Apos este periodo, 0s
explantes foram transferidos para o meio de RE (Tabela 1) contendo 2 mg.L-1 de
higromicina como agente de selecdo e mantidos sob um fotoperiodo 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. Composicao dos diferentes meios utilizados nesse estudo

Nome Composicao Funcéo
% sais MS, NN vitaminas, sacarose 3%
GE (w/v), mio-inositol 100 mg.l-1, pH 5.8, | Germinacgdo das sementes
agar 0.7% (w/v)
Sais MS, NN vitaminas, sacarose 3% oA
(w/v), mio-inositol 100 mg.l-1, 2,4-D 0.2 Aumento d? eficiencia de
co mg.l-1, acetoseringona 10 mM, pH 5.8, transformagao _com
0.7% agar (wh) Agrobacterium tumefaciens
Sais MS, NN vitaminas, sacarose 3% Inducdo de formacdo de
RE (w/v), mio-inositol 100 mg.I-1, 2,4-D 0.2 | brotos com o]
mg.l-1, acetoseringona 10 mM, pH 5.8, | desenvolvimento da parte
0.7% agar (w/v) aérea
Sais MS, NN vitaminas, sacarose 3%
(w/v), mio-inositol 100 mg.I-1, zeatina 0.5
EL | mg.i-1, Timentin 300 mg.L-1, pH 5.8, 0.7 | Alongamento de brotos
% agar (w/v)
YEP 2% peptona,2% extrato de levedura, 2% Cresciment_o _ de
NaCl, pH 7.0 Agrobacterium tumefaciens

RESULTADOS E DISCUSSAO

Anélise comparativa de proteinas PR-10 de cacau e tomate
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O dendograma foi gerado apenas com proteinas PR-10 de cacau e tomate
que apresentaram o dominio Betvl conservado (Figura 1). A familia 10 das
proteinas relacionadas a patogénese possuem uma regido altamente conservada
denominada motivo P-loop. Trata-se de uma regido rica em glicina, relacionada ao
potencial alergénico de proteinas de grdo de podlen e atividade de ribonuclease de
alguns membros dessa familia (MENEZES et al., 2012; MIRZA et al.,, 2000;
SPANGFORT et al., 2003). Foi possivel classificar trés grupos com base em suas
semelhancas. O primeiro grupo (1) se caracteriza pela presenca apenas de
proteinas de cacau com sequéncias mais heterogéneas. Nesse grupo estao
presentes: PYL6 e 4 receptoras do acido abscisico; Norcoclaurinas sintase (NCS)
incluindo uma com presenca de peptideo sinal; e proteinas MLP-like. Apesar de
termos encontrado uma norcoclaurina sintase com sequéncia sinal, indicando uma
exportacdo dessa proteina, sua principal funcdo € participacdo na sintese de
alcaloides, sem funcédo de atividade de RNAse descrita (LEE; FACCHINI, 2010). O
segundo grupo (2) incluiu em sua maioria, proteinas PR-10 de tomate. Esse foi o
grupo com que a TcPR-10mut apresentou maior similaridade. Apesar da
similaridade da proteina mutante ser com PR-10 citoplasméticas de tomate, 0 nosso
modelo de transformacdo genética, o enderecamento de TcPR-10mut podera ser o
diferencial dessa proximidade. No segundo (2) e terceiro (3) grupos foi predominante
a presenca de proteinas 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 proteinas PR-10 de tomate e cacau. 1. Marcado em amarelo
esta representado o primeiro grupo, carcterizado por possuir maior heterogeneidade
entre as sequéncias. 2. Representado na cor preta esta o segundo grupo, com PR-
10 de tomate em sua maioria, onde foi agrupada a TcPR-10mut. 3. Representado na
cor azul esta o terceiro grupo, onde foi predominante a presenca de proteinas com
alto potencial de alergenicidade.

Identificacdo do peptideo sinal

A sequéncia do gene TcPR-4 foi submetida ao programa SignalP 4.1
permitindo prever o inicio e término da sequéncia sinal, pela presenca, no grafico, de
um pico de cor verde na posicdo 20 da sequéncia da proteina, que ultrapassa o
threshold de 0.450 (Material suplementar 1). Essa sequéncia indica um sinal
secretor da proteina para o enderecamento e translocagcdo da proteina através do
compartimento subcelular (HEIJNE, 1990).

Desenho dos primers

O primers desenhados, contendo sequéncias adaptadoras (Tabela 2) foram
baseados no esquema desenvolvido com as sequéncias dos genes que codificam a

proteina TcPR-10mut e o peptideo sinal da TcPR-4 (Figura 2).

ATGAAAATCGAGAGATTCTGCATTCTGTTGTTAGCTTGTCTGGTGGCTTCTGCTGCTGCCAtgggtgteca
ccacatatacgcaagagttcacctgctcagttgecceccagecaggatgttcaaggecttgatecttgattc
cgacaaccttatccccaagctcatgectaaatccatcaagaacgtggagttgattcatggagatggeggt
gttggaagcatcaagcaaaccaacttccctgaaggaagtcacttcaagtatttgaagaatagaaccgatyg
cccttgatgtagacaactgtgtctgecaagtatactacaattgagggtgatgtaattggtgacaagettga
atcaatctcgtacgagttgaagttcgaggectcaggecgcaggatgegtttgcaagatgactagecactac
cacactaaaggtgactttgttctcaaggaagaggaaatcaaggctggcaaagaccaggecgtcggaatgt
acaaagtcgtggaggaatacctcttggccaatcccaatgtctacgettaa

Figura 2: Esquema do gene TcPR-10mut com o peptideo sinal do gene TcPR-4. Em
vermelho a sequéncia do peptideo sinal e em preto a sequéncia genica do TcPR-
10mut.
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Tabela 2. Primers especificos para reacdo de overlap extension Polymerase Chain
Reaction. Em vermelho primers contendo mutacoes.

Primers Sequéncia
PR4-PR10 F 5TCTGCTGCTGCCATGGGTGTCACCACATATACG 3
PR-PS R 5GTGACACCCATGGCAGCAGCAGAAGC 3
PR10PS Apal F 5GGCGGGCCCATGAAAATGGAGAGATTC 3’
PR10 Sacl R 5GGCGAGCTCTTAAGCGTAGACATTGG 3’

Amplificacdo no gene TcPR-10mut e peptideo sinal por overlap extension

Polymerase Chain Reaction

Utilizando a técnica de sobreposicdo de fragmentos da reacdo em cadeia da
polimerase (overlap extension Polymerase Chain Reaction) a sequéncia do peptideo
sinal do gene TcPR-4 foi inserida no gene TcPR-10 mutante. Na primeira reacdo de
PCR foram utilizados os iniciadores PR10 Sacl (R) contendo adaptadores, e 0 PR4-
PR10 (F). Dessa reacao foi amplificado um fragmento de 480 pb, referente ao
tamanho do gene TcPR10mut (Figura 3A). Na segunda reacdo foram utilizados os
primers PR-PS (R) e PR10PS Apal (F) contendo adaptadores, amplificando uma
banda de 60 pb referente a sequéncia do peptideo sinal do gene TcPR-4 (Figura
3B). A terceira reacdo juntou o produto das reacOes anteriores, utilizando os
iniciadores PR10 Sacl (R) e PR10PS Apal (F) (Figura 4).

A B

500pb
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Figura 3: A. Eletroforese em gel de agarose com o produto de PCR utilizando
primers PR10 Sacl (R) e PR4-PR10 (F). M: marcador de 1Kb. C-: controle negativo.
Al: amplificagdo 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 Apal (F). M: marcador de 50 bp. C-: controle negativo. Al:
amplificacdo do peptideo sinal do gene TcPR-4, apresentando um fragmento de
60pb. A2: peptideo sinal purificado.

1000pb —
500pb —

Figura 4: Eletroforese em gel de agarose com o produto de PCR utilizando
primers Sacl R e PR10PS Apal F. M: marcador de 1 Kb. C-: controle negativo. Al:
amplificacdo da construcdo gene TcPR-10mut com o peptideo sinal da TcPR-4,
amplificando um fragmento de 540 pb. A2: construcédo purificada.

Transformagdo genética de Escherichia coli com vetor PUC118/35S contendo
PS:TcPR-10mut

A construcdo do gene TcPR-10mut com o peptideo sinal da TcPR-4

(PS:TcPR-10mut) foi clonado no vetor PUC118 sob o controle do promotor 35S, na

orientacdo senso (Figura 5).
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Figura 5: Eletroforese em gel de agarose. M: marcador de 1 Kb. A1l e AZ2:
PUC118/35S fechado, antes da digestdo A3 e A4: PUC118/35S apds digestdo com
enzimas Apal e Sacl. A5 e A6: PUC118/35S purificado por precipitacdo em fenol
cloroférmio.

Para confirmacdo da transformacéo genética de E. coli TOP10 foi realizada
uma reacdo de PCR e uma reacao de digestdo com a enzima Pstl. A reacdo de PCR
mostrou quatro colénias positivas para transformacdo (Figura 6). A reacdo de
digestao liberou um fragmento do vetor PUC118/35S de aproximadamente 1200 pb
correspondente ao cassete contendo promotor 35S, construgdo PRI10PS e

terminador 35S (Figura 7).

Figura 6: Confirmacao das colOnias positivas para transformacao. Eletroforese
em gel de agarose com o produto do PCR de col6nia utilizando primers Sacl R e
PR10OPS Apal F. M: marcador de 1 Kb. C-: controle negativo. Al, A2, A3 e A4:
produto do PCR das colbnias individuais amplificando de um fragmento de 540 pb.

65



Figura 7: Eletroforese em gel de agarose da reacdo de digestdo para confirmacéo
da colbnia transformada. M: marcador de 1 Kb. Al: reacdo de digestdao do
PUC118/35S que liberou um fragmento de aproximadamente 1200 pb, referente ao
cassete contendo promotor, gene PS:TcPR-10mut e terminador.

A primeira construcdo desenhada para sintese pela empresa FastBio possui
sequéncia peptideo sinal de enderecamento ao espaco extracelular, a sequéncia do
gene TcPR-10mut e a sequéncia para a proteina de fluorescéncia GFP (Figura 8). O
fusionamento da proteina GFP permite a visualizacdo da exportacdo da proteina do
espaco citoplasmatico para o apoplasto da célula vegetal. A TcPR-10mut é uma
proteina citoplasmética (PUNGARTINIK et al., 2009). Essa localizacdo permite sua
atuacdo apenas no estagio final da doenca vassoura-de-bruxa, fase em que foi
verificado niveis mais elevados de sua expressao (DA HORA JUNIOR et al., 2012).
A adicao do peptideo sinal a sua sequéncia e sua expressao constitutiva na célula,
podera possibilitar a acdo antifingica e de ribonuclease da proteina nos estagios
iniciais da doenca.

A

Psti Pstl

\ )
|
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sitiode

CAMV

poly(A) clonagem
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Figura 8: Representacdo esquematica do plasmideo pCAMBIA2301 e da
construcdo para validacdo da exportacdo da proteina do citoplasma ao espaco
extracelular da célula vegetal. A. Construcdo do cassete contendo contendo
peptideo sinal, gene TcPR-10mut e GFP sob o controle do promotor constitutivo e
terminador CaMV35S. B. Gene nptll como gene de selecdo de resisténcia a
kanamicina, sob controle do promotor CaMV35S, sinal de poliadenilacdo CAMV e
multiplo sitio de clonagem contendo sitio de reconhecimento para a enzima de
restricdo Pstl. C. Seta indicando a fusdo do cassete PS:TcPR-10mut:GFP com o
pCAMBIA 2301.

Para verificar a influéncia da fusdo de GFP sob a conformacéo da proteina
TcPR-10mut foi realizada a modelagem dessa construgéo, que mostrou mudancas
estruturais da TcPR-10mut quando esta fusionada com GFP (Figura 9). Essas
mudancas podem ocasionar perda de funcdo da TcPR-10mut. Por esse motivo foi
desenhada uma segunda construcdo sem o GFP, contendo apenas peptideo sinal e
0 gene TcPR-10mut (Figura 10).

TcPR-10mut

Figura 9: Modelagem da TcPR-10mut e sua fusdo com GFP. A. modelagem da
proteina TcPR-10mut, estruturalmente contendo seis folhas beta, trés alfa hélices e
alguns motivos P-loop. B. Proteinas TcPR-10mut contendo peptideo sinal fusionada
a GFP; seta indica a TcPR-10mut com sua estrutura sendo influenciada pela fuséo
com GFP.
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Figura 10: Representacdo esquematica do plasmideo pCAMBIA2301 e da
construcdo para exportacdo da proteina do citoplasma ao espaco extracelular
da célula vegetal. A. Construcdo do cassete contendo contendo peptideo sinal e
gene TcPR-10mut sob o controle do promotor constitutivo e terminador CaMV35S.
B. Gene nptll como gene de selecao de resisténcia a kanamicina, sob controle do
promotor CaMV35S, sinal de poliadenilagdo CAMV e multiplo sitio de clonagem
contendo sitio de reconhecimento para a enzima de restricdo Pstl. C. Seta indicando
a fusao do cassete PS:TcPR-10mut com o pCAMBIA 2301.

A reacao de digestdo do vetor pCAMBIA 2301 contendo o gene PS:TcPR-
10mut empregando-se a enzima de restricdo Pstl gerou dois fragmentos referentes
ao vetor pCAMBIA 2301 e o cassete contendo promotor 35S, PS:TcPR-10mut e
terminador 35S (Figura 11A). A reacdo de PCR feita com primers especificos para
amplificacdo do gene nptll, que confere resisténcia a kanamicina ao vetor pCAMBIA
2301, gerou um fragmento de aproximadamente 800 pb (Figura 11B). Ambos os
testes confirmam a sintese do clone contendo a construgdo PS:TcPR-10mut.
Plantas de tomate foram transformadas com essa construcdo e seguem na etapa de

regeneracao (Figura 12).

M A1 A2 A3 A4 A5 - C+ A1 A2 A3 A4
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1500pb
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Figura 11. Reacdo de Digestdo e PCR para confirmacdo de sintese do clone
contendo a construcdo PS:TcPR-10mut. A. M: marcador de 1Kb; Al: controle
negativo (vetor pCAMBIA 2301 digerido, sem a constru¢cdo PS:TcPR-10mut); A2,
A3, A4, A5: digestdo do vetor pCAMBIA 2301 contendo a construcdo PS:TcPR-
10mut, liberando um fragmento de aproximadamente 1400pb. B. M: marcador de
1Kb; C-: controle negativo (reacdo de PCR sem DNA); C+: controle positivo (reacao
de PCR com vetor pCAMBIA 2301 sem a constru¢do PS:TcPR-10mut); Al, A2, A3,
A4: amplificacdo de um fragmento de aproximadamente 800pb referente ao gene
Nptll do vetor pCAMBIA2301 contendo a construcédo PS:TcPR-10mut.

Figura 12: Células de explantes de tomate que passaram pelo evento de
transformacao, via Agrobacterium tumefaciens, com a constru¢cdo PS:TcPR-10mut,
em meio de regeneracao.

CONCLUSAO

As células dos explantes transformados com a construcédo PS:TcPR-10mut,
seguem em processo de regeneracdo. A posterior confirmagdo do evento de
transformacdo, ird possibilitar a obtencdo de plantas transgénicas com uma
construcdo contendo um gene de potencial biotecnoldgico antifungico e de atividade
de RNase (TcPR-10mut) enderecado ao apoplasto da célula vegetal. Esse resultado
permitird analises futuras para caracterizacdo da acado dessa proteina nos estagios

iniciais da infecgao de plantas de tomate com M. perniciosa.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Material suplementar 1: Andlise da sequéncia da proteina TcPR-4 pelo programa
SignalP 4.1. Na cor vermelha o C-score (pontuacédo do sitio de clivagem bruta); Na
cor verde o S-score (pontuagéo do peptideo sinal); Na cor azul o Y-score (pontuagéo
do sitio combinado de clivagem); Na cor lil4s o threshold com valor do ponto de corte
de 0.450.

SignalP-4.1 prediction (euk networks): Sequence
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CONCLUSOES GERAIS

- TcPR-10mut interage com proteinas Heat shock (HSP82 e HslU) e com o
transportador de membrane Sng2 da superfamilia de transportadores ABC;

- Os dados encontrados no presente estudo permitiram realizar uma predicdo dos
eventos moleculares envolvidos na interagédo de TcPR-10mut-M. perniciosa, desde a
sua internalizacdo pela célula fuangica até a sua interagdo com proteinas

relacionadas ao estresse (Heat Shock).

- O enderecamento da proteina mutante ao apoplasto possibilita novas perspectivas
de estudos relacionados a caracterizagdo da TcPR-10mut na interagdo com o fungo

causador da vassoura-de-bruxa, nos estagios iniciais na doenca.

73



