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RESUMO

NEVES, Lucas Jhones de Santana, Universidade Estadual de Santa Cruz, llhéus, maio de 2023.
Identificacdo e andlise de proteinas associadas a reducéo do desenvolvimento de Phytophthora
spp. em citros. Orientadora: Dra. Fabienne Florence Lucienne Micheli. Co-orientador: Dr.

Raner José Santana Silva.

Proteger as plantas das espécies de Phytophthora spp. tem sido um dos maiores desafios da
citricultura, uma vez que, este oomiceto é responsavel por causar uma das infeccdes mais
importantes dos citros, a ‘Gomose da Phytophthora’, causando perda da qualidade dos frutos,
reduzindo a producdo e resultando em prejuizo econdmico. Deste modo, identificar marcadores
moleculares para selecdo de variedades resistentes e também identificar novos alvos para o
desenvolvimento de pesticidas mais eficazes e especificos, contribuindo deste modo para o
entendimento do funcionamento das vias metabdlicas que conferem resisténcia ao fitopatdgeno.
O presente estudo esta dividido em dois capitulos: O capitulo 1 aborda a identificacdo e analisar
moléculas (genes/proteinas) associados a reducdo do desenvolvimento de Phytophthora spp.
em citros em variedades suscetiveis e resistentes a Phytophthora spp, a partir de dados
protebmicos, através de redes de interacdo proteina — proteina, identificando clusters de
proteinas e analisando com quais func@es bioldgicas esses clusters estdo associados. O capitulo
2 apresenta tentativas de modelagem tridimensionais de proteases de Phytophthora spp. e
inibidores de proteases de citros a partir de ortélogos de Theobroma cacao. Os dados
produzidos nesta pesquisa contribuem para melhor entendimento de funcionamento da defesa

do género citrus contra o fitopatdgeno Phytophthora spp.

Palavras-chave: Citricultura; Interacdo planta-patégeno; Protebmica



ABSTRACT

NEVES, Lucas Jhones de Santana, Universidade Estadual de Santa Cruz, IIhéus, may, 2023.
Identification and analysis of proteins associated with reduced development of Phytophthora

spp. in citrus. Advisor: Fabienne Florence Lucienne Micheli.

Protect plants from Phytophthora spp. has been one of the biggest challenges in citrus growing,
since this oomycete is responsible for causing one of the most important infections of citrus,
'Phytophthora gummosis', causing loss of fruit quality, reducing production and resulting in
economic loss. In this way, to identify molecular markers for the selection of resistant varieties
and also to identify new targets for the development of more effective and specific pesticides,
thus contributing to the understanding of the functioning of the metabolic pathways that confer
resistance to the phytopathogen. The present study is divided into two chapters: Chapter 1
addresses the identification and analysis of molecules (genes/proteins) associated with reduced
development of Phytophthora spp. in citrus in varieties susceptible and resistant to
Phytophthora spp, from proteomic data, through protein-protein interaction networks,
identifying protein clusters and analyzing which biological functions these clusters are
associated with. Chapter 2 presents attempts at three-dimensional modeling of proteases from
Phytophthora spp. and citrus protease inhibitors from Theobroma cacao orthologs. The data
produced in this research contribute to a better understanding of the functioning of the defense

of the genus citrus against the phytopathogen Phytophthora spp.

Keywords: Citriculture; Plant-pathogen interaction; Proteomics
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INTRODUCAO GERAL

A producéo de frutas citricas € uma das principais culturas mundiais. O Brasil é um dos
maiores produtores e também exportadores de citros, com destaque para as laranjas. O suco de
laranja € o principal produto brasileiro exportado (CARVALHO et al., 2019), e 0 Brasil é 0
maior exportador da bebida, exportando 95% da sua producéo nacional (AMARO et al., 2021),
0 que corresponde a mais de 50% da producdo mundial.

Apesar de ser uma grande cultura, diversos fatores vém interferindo significativamente
na producdo citricola no Brasil, tanto fatores abidticos como as variagdes climaticas, seca e
temperaturas elevadas (STUCHI E GIRARDI, 2010), bem como fatores bidticos como pragas
e doencas (DALIO et al., 2014). A infecgdo por microrganismos fitopatogénicos em grandes
culturas pode ocasionar grande prejuizo econdmico, reduzir a producdo e causar a perda da
qualidade dos frutos (COSMO e GALERIANI, 2020) (BASTOS et al., 2017), sendo um dos
maiores desafios da producao citricola. Dentre as infec¢6es por fitopatdgenos que acometem os
citros encontra-se o oomiceto Phytophthora sp. (BASTOS et al., 2017).

O género Phytophthora compreende aproximadamente 100 espécies, em sua maioria
fitopatogénicas (KROON et al., 2012), com cerca de 24 espécies ocorrendo no Brasil (SANTOS
e SANTOS, 2019). Phytophthora é responsavel por grandes perdas na producao, tanto no Brasil
quanto em outros paises, uma vez que este fitopatdgeno ocorre em praticamente todas as regifes
produtoras de frutas do mundo (ERWIN e RIBEIRO, 1996). Nos citros, o género Phytophthora
¢ responsavel por causar a doenga popularmente conhecida como “gomose de Phytophthora”
(BASTOS et al., 2017). Os sintomas sdo caracterizados pela podriddo no caule e na raiz,
levando a sintomas como clorose das folhas, lesbes nos troncos, e exsudacdo de goma por
fendas encontradas na casca das arvores, a qual deu o nome a doenca (TIMMER e MENGE,
1993; ERWIN e RIBEIRO, 1996; FEICHETNBERGER et al., 2005).

A disseminacdo da “gomose de Phytophthora” no Brasil se deu por volta de 1840 ¢ a
doenca passou a ser considerada uma das doencgas mais importantes para a citricultura e tem
como principal agente causador Phytophthora parasitica (FEICHETNBERGER et al., 2001).
Uma vez que, as estratégias de controle das doencas causadas por Phytophthora sdo muito
limitadas (ATTARD et al., 2014), é fundamental a compreensao dos mecanismos de interagdo
da relacdo planta-patdgeno, buscando a identificacdo das regides do genoma dos citros
responsaveis pela resisténcia a Phytophthora.



A associacdo de estudos protedbmicos com analises interatbmicas vem promovendo
avanco significativo na area vegetal com culturas economicamente importantes, como banana
(MATTOS-MOREIRA et al., 2018), cacau (ANDRADE-SILVA et al., 2020; SANTOS et al.,
2020; GOMES et al., 2021) e citros (SANTOS et al., 2020). No que se refere a interagdo planta-
patdgeno, estudos protedmicos conseguem evidenciar alteragdes ocorridas no proteoma vegetal
durante o processo de infeccdo, identificando as proteinas expressas no hospedeiro como
mecanismo de defesa ao ataque do patogeno (SANTOS et al.,, 2020). Ja a aplicacdo de
abordagem interatdmica possibilita a compreensdo do papel bioldgico de uma determinada
proteina, além das interacGes existentes entre as proteinas, (SALVATO et al., 2010) as quais
sdo representadas em formato de rede PPI (interagdo proteina-proteina).

Os inibidores de protease também tém sido amplamente utilizados em diversos estudos,
com destaque para os inibidores de proteases obtidos a partir de plantas, e tem contribuido
significativamente para desenvolvimento do setor médico e agricola. (DAMINELLI et al.,
2010; MOTA et al., 2010; SILVA et al., 2018). Dentre as aplica¢des dos inibidores de protease
na agricultura, tem sido frequentemente investigado seu uso como mecanismo de protecdo da
planta contra pragas e patogenos, além de microrganismos em culturas economicamente
importantes, a exemplo o estudo de Chaves et al. (2020) que utilizou os inibidores (benzamidina
e berenil) sobre a atividade proteolitica intestinal de cochonilha-verde (Coccus viridis) em café

(Coffea arabica).

Deste modo, o presente estudo tem como objetivo contribuir para a compreensdo da
interacdo planta-patdégeno, bem como, os mecanismos de resisténcia dos citros ao oomiceto
Phytophthora. A dissertacdo esta dividida em dois capitulos: O capitulo 1 intitulado
“Identificacao de proteinas e interacdes envolvidas na resposta de citros a Phytophthora sp.
através de analises protedmicas e redes de interacdo proteina-proteina” aborda a analise
protedmica aliada a analise interatdmica, de plantas resistentes e suscetiveis infectadas (ou nao)
com Phytophthora parasitica, representadas por redes de interagdo proteina-proteina (PPI1). O
capitulo 2 tem como titulo: “Modelagem de proteinas de inibidores de proteases de citros e
proteases do oomiceto Phytophthora sp.: uma abordagem computacional para compreender a
interacdo planta-patogeno”, apresenta um estudo de biologia estrutural, utilizando a modelagem
tridimensional de proteases de Phytophthora sp. e de inibidores de proteases de citros, a partir

de ort6logos de inibidores de protease de Theobroma cacao.



1. REVISAO DE LITERATURA
1.1. Citros

As plantas do género Citrus pertencem a familia botanica Rutaceae, e sdo nativas da
Asia (do norte da China a India) e da Oceania (Queensland, Australia) (LURO et al., 2017; WU
et al., 2018). Para este género, existem dois esquemas de classificacdo, a classificacdo Tanaka,
que compreende 156 espécies, e a classificacdo Swingle, com apenas 16 espécies. Esses dois
sistemas de classificacdo frequentemente entram em conflito devido ao fato de que as espécies
citricas geralmente sdo sexualmente compativeis e que elas estdo sujeitas a apomixia (causada
por poliembrionia nucelar), a qual resulta na formacao de sementes sem fecundacéo e, portanto,
idénticas as da planta m&e. Logo, é comum muitos taxonomistas identificarem hibridos

interespecificos como uma espécie nova (LURO et al., 2017).

Atualmente, acredita-se que hibridos cultivados descendem de quatro taxons ancestrais:
C. medica L. (cidra), C. reticulata Blanco (tangerina), C. maxima (Burm.) Merr. (toranja) e C.
Micrantha Wester (papeda) (CASPERMEYER, 2015; CURK et al., 2014). O subgénero
Papeda foi o ultimo taxon a ser reconhecido como espécie fundamental, sendo C. micrantha a

quarta espécie, o que teria levado a origem dos limbes (BARKLEY et al., 2006; CURK et al.
2016).
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Figura 1. Cruzamento entre variedades de citros demonstrando sua derivagdo em novas

variedades, com destaque para as quatro espécies ancestrais. Fonte: Curk et al. 2016.



Apesar das espécies ancestrais serem muito importantes para entendermos melhor a
evolugéo do grupo, existem outras variedades que sdo de extrema importancia industrial e
econémica como os limdes (C. limon Burm F.), as tangerinas (C. reticulata Blanco), as laranjas
azedas (C. aurantium L.), as limas &cidas (C. aurantiifolia Swing.), as toranjas (C. maxima
(Burm.) Merr.), as limas doces (C. limettioides Tan.), os pomelos (C. paradisi Macf.) e as
laranjas doces (C. sinensis (L.) Osbeck) (CHAPOT, 1975; SOOST e CAMERON, 1975).

1.2. Citricultura no Brasil

Os citros foram introduzidos no Brasil pelos colonizadores portugueses, por volta de
1530, encontrando condi¢fes favoraveis de clima e solo no pais (POMPEU JUNIOR e
BLUMER, 2006). O cultivo de citros em escala comercial no Brasil teve inicio do seculo XVII;
a partir de 1960 o pais comegou a exportar suco de laranja, e a investir fortemente em tecnologia
para 0 avanco e consolidagéo da citricultura, o que fez com que, em 1980, o Brasil superasse
os Estados Unidos e se tornasse o maior produtor mundial de laranja (NEVES et al., 2010).
Atualmente, o pais ainda ocupa esta posicdo (AMARO et al., 2021), com 16.729.410 toneladas
de laranjas produzidas no ano de 2022, em aproximadamente 594 753 milhdes de hectares
plantados (IBGE, 2022).

O suco de laranja é a bebida a base de frutas mais consumida no mundo (COSMO e
GALERIANI, 2020). O Brasil € responsavel por mais de 50% da producdo mundial de suco de
laranja, ele é também o maior exportador mundial com 85% das exportacdes, 0 que corresponde
a 95% da producdo nacional (AMARO et al., 2021). Deste modo, o suco de laranja é o principal
produto brasileiro exportado (CARVALHO et al., 2019). Estima-se que trés de cada cinco

copos de suco de laranja consumidos no mundo sdo produzidos no Brasil (NEVES et al., 2010).

A citricultura apresenta grande importancia para economia brasileira, arrecadando cerca
de 189 milhdes de doélares de impostos para o pais e gerando 230 mil empregos diretos e
indiretos (NEVES et al., 2010). Dentre os estados brasileiros, a Bahia se destaca como maior
produtor de citros na regido Nordeste, e segundo maior produtor de citros em escala nacional
(cerca de 6,7% da producao) atras apenas do estado de S&o Paulo (CARVALHO et al., 2019).

Apesar de ser uma grande cultura, diversos fatores vém interferindo significativamente
na producdo citricola no Brasil, sendo fatores abioticos como as variagdes climaticas, seca e
temperaturas elevadas (STUCHI E GIRARDI, 2010), bem como fatores bidticos como pragas

e doencas. Os fatores bioticos e abidticos que acometem 0s citros podem ocasionar grande



prejuizo econémico, reduzindo a producdo e causando perda da qualidade dos frutos (COSMO
e GALERIANI, 2020) (BASTOS et al., 2017). No periodo de 2001 a 2010 houve um aumento
na mortalidade de citros que passou de 4% para 7,5% devido a ocorréncia de pragas e doengas,
causando a morte de 40 milhdes de arvores e resultando na perda de quase 80 milhdes de caixas
dos frutos por ano (NEVES et al., 2010). Dentre estas, estdo as doengas cusadas pelo oomiceto
Phytophthora sp. (BASTOS et al., 2017).

1.3. Phytophthora em citros

Phytophthora é um género de oomicetos, classificados como Protoctista, sub-reino
Stramenopila (KAMOUN et al., 2015), relacionado a diatomaceas. Apresentam morfologia
semelhante aos fungos filamentosos (BOEVINK et al.,, 2020) e também apresentam
caracteristicas consideradas como exclusivas das plantas, tais como a celulose como sendo
o0 principal componente da sua parede celular, diferente dos fungos verdadeiros nos quais a
parede celular é composta de quitina (PERRINE-WALKER, 2020).

O género Phytophthora compreende aproximadamente 100 espécies, am sua maioria
fitopatogénicas (KROON et al., 2012), com cerca de 24 espécies ocorrendo no Brasil (SANTOS
e SANTOS, 2019). As espécies fitopatogénicas de Phytophthora sdo conhecidas por causar
doencas destrutivas em culturas economicamente importantes como cacau, soja, abacaxi,
maracuja, batata e citros (BOEVINK et al., 2020; PERRINE-WALKER, 2020; LESSA et al.,
2020), bem como espécies florestais (SANTOS e SANTOS, 2019), ocasionando elevada perda
na agricultura (DALIO et al., 2014), e impactando negativamente a seguranca alimentar.

Nos citros, Phytophthora é responsavel por causar uma doenca popularmente conhecida
como “gomose de Phytophthora” (BASTOS et al., 2017) gerando grandes perdas na producéo,
tanto no Brasil, quanto em outros paises, uma vez que este fitopatégeno ocorre em praticamente
todas as regides produtoras de frutas do mundo (ERWIN e RIBEIRO, 1996). A disseminagéo
da “gomose de Phytophthora” no Brasil se deu por volta de 1840 ¢ a doenga passou a ser
considerada uma das infec¢fes mais importantes para a citricultura (FEICHETNBERGER et
al., 2001).

A “gomose de Phytophthora” compreende um complexo de doengas que podem ocorrer
nos citros, e sdo provocadas por diferentes espécies, com prevaléncia para Phytophthora
nicotianae Breda de Haan (P. parasitica Dastur) e P. citrophthora que séo as espécies
encontradas com maior frequéncia nas regides citricolas no Brasil (BASSAN et al., 2010). O



fitopatdgeno infecta as principais ramificaces da planta e pode ocorrer em diferentes estagios
do desenvolvimento. Os sintomas sdo caracterizados pela podriddo no caule e na raiz, levando

a sintomas como clorose das folhas, lesdes nos troncos, e exsudacdo de goma por fendas

encontradas na casca das arvores, sendo este fato relacionado ao nome da doenca (TIMMER e
MENGE, 1993; ERWIN e RIBEIRO, 1996; FEICHETNBERGER et al., 2005).

Figura 2. Exsudacdo de goma em limoeiro infectado pelo oomiceto Phytophthora sp. Fonte:
HidrauTecSP, 2022.

1.4. Ciclo de vida de Phytophthora

Phytophthora apresenta um ciclo de vida heterolitico com uma fase sexual e outra
assexual, sendo que as estruturas reprodutivas sdo de extrema importancia para a sobrevivéncia
e desenvolvimento do fitopatégeno. Estas estruturas podem ser vegetativas se tratando dos
micélios, ou germinativas como é o caso dos esporangios (zodsporos, clamiddsporos e
o6sporos). Composto por hifas cenociticas, o micélio é hialino e apresenta desenvolvimento
vegetativo, pois seu desenvolvimento ocorre sobre  substrato  determinado
(FEICHTENBERGER et al., 2005). O ciclo de vida sexual acontece na auséncia de luz, onde
ocorre a fusdo dos gametas masculinos e femininos produzidos pelo esporangio, sendo eles 0s
anteridios e oogonios, respectivamente, os quais formam os o6sporos (esporo sexual)



(PERRINE-WALKER, 2020). Posteriormente os o6sporos amadurecem em clamiddsporos que
germinam ao encontrar condi¢fes ambientais favoraveis, e o ciclo se reinicia.

Ja durante a reproducéo assexuada, sob condicdes ideais de temperatura e umidade, 0s
esporangios produzem e liberam os esporos moveis biflagelados denominados zoGsporos
(KAMOUN, 2000) que sdo mais resistentes as adversidades ambientais pois permanecem
encistados. No entanto, em condicdes favoraveis, esses cistos liberados encontram a superficie
de contato ferida do hospedeiro e germinam para formar o micélio (ERWIN e RIBEIRO, 1996).
Os zoosporos produzidos sobre os tecidos doentes necessitam de agua livre para se
locomoverem e infectarem a planta. Portanto, umidade elevada do solo, assim como
temperatura entre 21 a 30° C, séo fatores que favorecem o desenvolvimento da doenga (COSTA,
2007). Por possuir a habilidade de se reproduzir por meio de esporangios e zodsporos, as
doencas causadas pelas espécies do género Phytophthora sdo consideradas

epidemiologicamente mais explosivas sob condigdes ambientais apropriadas (ERWIN e

RIBEIRO, 1996).
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Figura 3. Ciclo de vida de Phytophthora infestans na batata. Fonte: Wikimedia commons.



Este fitopatogeno tem um ciclo de vida do tipo hemibiotrofico; na fase biotréfica utiliza
estruturas especializadas muito parecidas com os haustdrios para penetrar os tecidos vegetais e
extrair nutrientes da célula infectada. Logo depois da infeccdo pelo fitopatdgeno e a relacdo
parasitaria ter se tornado estavel, inicia-se a fase necrotrofica na qual o micélio coloniza o
tecido, causando uma lesdo necrética e posteriormente a destruicdo das células adjacentes
(LUTTRELL, 1974; PARBERY, 1996; AMORIM e PASCHOLATI, 2011).

Devido as estruturas de resisténcia produzidas por Phytophthora sp., apés a fixacdo do
patdgeno no solo, é praticamente impossivel a sua eliminacdo (REZENDE et al., 2020). O que
tem causado preocupacdo pois torna os frutos inviaveis para consumo e comercializagdo. Deste
modo, tem sido um desafio proteger as plantas das espécies de Phytophthora (DALIO et al.,
2014). Uma vez que, as estratégias de controle das doencas causadas por Phytophthora sédo
muito limitadas, (ATTARD et al., 2014) é fundamental a compreensdo dos mecanismos de

interacdo da relacdo planta-patégeno.

1.5. Interacdo planta-patdgeno

As plantas desenvolveram mecanismos de defesa contra fitopatdgenos que Ihes
permitem reconhecer 0s possiveis invasores, e evitar a colonizacdo da maioria dos
microrganismos patogénicos. Deste modo, é mais comum que a planta apresente resisténcia do
que suscetibilidade a infec¢bes (BOEVINK et al., 2020).

As plantas podem responder a ataques por fitopatdgenos de diversas maneiras como,
entre outros, prevenindo a entrada do agente patogénico ou impedindo a progresséo da infeccédo
por meios mecanicos (SCHORNACK et al., 2010). As plantas por sofrerem constantes ataques
de fitopatdgenos iniciam os mecanismos de resisténcia através do reconhecimento de sinais
exogenos oriundos dos patdgenos (efetores); esses sinais, uma vez reconhecidos pela planta,
resultam na ativacdo de vias de transducdo de sinais levando a resisténcia, ou seja, a reducdo
ou completa inativacdo da a¢do do patdgeno nos tecidos da planta (AGRIOS, 2005; WALTERS
etal., 2007). Essa resposta deve ocorrer de maneira eficiente, rapida e especifica sendo uma das

estratégias de sobrevivéncia da planta.

Portanto, o sucesso ou o fracasso de uma infec¢do depende da resposta imune das
plantas, que deve ser superado pelo patégeno (DALIO et al., 2014). O sistema imunoldgico
reconhece um patdgeno por meio de um conjunto de receptores celulares denominados
receptores de reconhecimento de patogenos ou padrdes (PRRs) (CAVALCANTE et al., 2013).

A resposta das plantas é tradicionalmente dividida em dois niveis, sendo o primeiro chamado



de Imunidade Desencadeada por Padrdo (PTI), sendo padrbes moleculares conservados
produzidos por microrganismos ou gerados por meio das interagdes destes com a planta e
depende do reconhecimento de moléculas associadas a patégenos (PAMPS). A segunda camada
é denominada Imunidade Desencadeada por Efetores (ETI), a qual envolve o reconhecimento
e respostas a moléculas efetoras de patdgenos por receptores (BOENVICK, 2020). Uma
abordagem mais recente prop0e trés camadas de defesa, sendo uma camada de reconhecimento,
uma integracdo de sinal camada e uma camada de acdo de defesa (WANG et al., 2019;
BOENVICK, 2020).

Como outros exemplos de mecanismos de defesa das plantas no combate de
fitopatdgenos podemos citar: a producdo de espécies reativas de oxigénios (ROS), as quais sdo
associadas a necrose e morte celular. Outros tipos de resposta sdo: i) a producédo pela planta de
fito-hormdnios como acido salicilico, etileno e jasmonato envolvidos em vias metabdlicas de
resposta a estresses bidticos e abidticos (AGRIOS, 2005; GLAZEBROOK, 2005), ii) A
producdo de fitoalexinas, que sdo compostos quimicos produzidos pelas plantas, as quais
possuem ampla acdo antimicrobiana pertencentes a diferentes grupos quimicos, como 0s
isoflavonoides e sesquicerpenais (BARROS et al., 2010), iii) o aumento da expressdo de
proteinas relacionadas a patogenicidade (proteinas PR) (FRITIG et al., 1998), iv) os inibidores
de proteases, 0s quais conseguem evitar ou reduzir a acdo de enzimas que decompdem proteinas
de origem animal e microbianas, mas ndo as proteinas de origem vegetal (BARROS et al.,
2010).

1.6. Inibidores de protease

As proteases, também conhecidas como peptidases ou enzimas proteoliticas, sdo um
grupo de enzimas cujo a funcdo é catalisar a quebra (hidrdlise) das ligacGes peptidicas das
proteinas e peptideos (SILVA-LOPES, 2009). As proteases produzidas por microrganismos
fitopatogénicos podem hidrolisar as proteinas da membrana e da parede celular de plantas
hospedeiras facilitando a penetracdo e infeccdo (TREMACOLDI, 2009). O controle da
atividade das proteases ocorre em dois niveis, sendo o primeiro nivel a regulacdo da expressédo
génica; ja o segundo nivel, considerado o mais importante, consiste na inibigcdo da atividade das
proteases, por meio da interacdo direta da enzima com inibidores especificos, denominados
inibidores de proteases (KROWARSCH et al., 2003).

Os inibidores de protease atuam suprimindo a atuacdo das enzimas proteoliticas de

microrganismos fitopatogénicos, constituindo, portanto, um importante mecanismo de defesa



das plantas contra infec¢Bes, podendo ser induzidos mediante ao ataque de um patégeno ou
insetos. S&o sintetizados e estocados em Orgdo de reserva das plantas, como sementes e
tubérculos, e podem ser inibidores de ocorréncia natural, os quais sdo isolados de animais,
plantas e bactérias e também de origem sintética (TREMACOLDI, 2009), a exemplo
benzamidina que é um inibidor de tripsina, frequentemente utilizado em estudos como inibidor
de proteases em insetos (CHAVEZ et al. 2020).0s inibidores de proteases sdo moléculas com
funcdo reguladora, e sdo amplamente distribuidos na natureza, podendo ter origem vegetal,
animal ou de microrganismos, controlam as proteases alvo, bloqueando ou alterando o acesso
ao sitio ativo da proteina (COTABARREN et al., 2020).

Os inibidores de protease, principalmente de plantas, tém sido amplamente utilizados
para diversas aplicagdes no setor médico e agricola (DAMINELLI et al., 2010; SILVA et al.,
2018). Dentre as aplicacGes dos inibidores de protease na agricultura, tem sido frequentemente
investigado seu uso como mecanismo de protecao da planta contra pragas e patégenos, inibindo
a atividade de proteases em artropodes, a exemplo o estudo de Chavez et al. (2020) que avaliou
0 desempenho de inibidores sintéticos (benzamidina e berenil) sobre a atividade proteolitica

intestinal de cochonilha-verde (Coccus viridis) em café (Coffea arabica).
1.7. Abordagem proteémica

O conjunto completo de proteinas expressas por um determinado individuo, tecido,
cultura de células, entre outros, em um dado momento é chamado de proteoma (WILKINS et
al., 1995). De modo geral, o proteoma consiste em um sistema altamente dindmico, que
apresenta variagcGes em funcdo de fatores ambientais e fisiol6gicos, bem como metabolismos,
patologias e fase do ciclo celular. Assim, o proteoma de um determinado organismo em um
determinado momento, representa a expressdo fenotipica naquele instante especifico
(SALVATO et al., 2010).

A analise protedmica, ou analise do proteoma possibilita o estudo das proteinas em larga
escala, bem como de suas isoformas (BARBOSA et al., 2012), visando a caracterizagdo do
conjunto de proteinas expressas em um dado momento, a partir de amostras bioldgicas
(SALVATO et al., 2010), utilizando métodos bioquimicos (CELIS et. al.,1996; WILKINS et
al.,1996; WILKINS et al.,1997). Os estudos de proteébmica surgiram no final da década de 1970
(O’FARREL, 1975) e atualmente elas estao amplamente utilizadas, com destaque para o estudo
de proteinas associadas ao sistema imunologico das plantas, as quais compdem 0S mecanismos

de resisténcia a pragas e/ou microrganismos patogénicos (ROCHA et al., 2005; WU et al., 2013;



GUISSONI E CARDOSO, 2019), possibilitando a identificacdo de proteinas em células que

sofreram infeccéo e também em células ndo infectadas.

A metodologia de um estudo protedmico consiste em duas etapas: separacdo e
caracterizagcdo dos componentes do proteoma. As técnicas utilizadas para analises na primeira
etapa sdo: eletroforese em gel de poliacrilamida bidimensional (2D-PAGE), técnicas de
Cromatografia Liquida (CL) de Fase Reversa (FR-CLAE) e Ultra Eficiéncia (CLUE)
(GUISSONI E CARDOSO, 2019). A analise por eletroforese bidimensional (2-DE) foi
desenvolvida por O'Farrell e Klose em 1975, e é amplamente utilizada permitindo a obtencao
de um mapa especifico de proteinas, a identificacdo de isoformas da mesma proteina, ja que sao
separadas por seus respectivos pontos isoelétricos e massas moleculares. O processo de
separacdo € geralmente realizado em gel de poliacrilamida, o qual apds coloracdo permite a
visualizacdo da proteina como uma mancha (spot). Esta técnica permite a obtencdo de perfis
bidimensionais completos de uma amostra, além de comparacdo entre diferentes amostras
(O’FARRELL, 1975).

Dentre as metodologias disponiveis para caracterizar 0s compostos separados, a
espectrometria de massas in tandem (MS / MS) € considerada a metodologia mais adequada
(MAXWELL e FRAPPIER, 2007; WALTHER e MANN, 2010). A espectrometria de massas
¢ uma técnica que surgiu no inicio do século XX, e permite a andlise, identificacdo e
guantificacdo de peptideos de forma isolada, por comparagdo com banco de
dados (CHALMERS e GASKELL, 2000). No contexto agronémico, as analises proteémicas
contribuem significativamente para identificar nas plantas as proteinas relacionadas ao sistema
imunoldgico das mesmas, as quais fazem parte dos mecanismos de resisténcia a pragas e/ou
microrganismos patogénicos, auxiliando a compreensao da relacao planta-patogeno (WU et al.,
2013; GUISSINI e CARDOSO, 2019).

1.8. Abordagem interatdmica

Redes sé@o definidas como um conjunto de componentes que estdo relacionados entre si
(VERLLI, 2014). As redes interatdmicas, ou redes de interacdo proteina-proteina (PPI) permitem
simular e classificar as interagcOes existentes na natureza a partir de dados moleculares,
possibilitando a compreensdo dos organismos a nivel de sistemas (ESPINDOLA et al., 2010;
CHUANG et al., 2010; ANDRADE-SILVA et al., 2020). O interatoma é definido como o
conjunto de interacdes fisicas entre macromoléeculas (e.g. proteinas, metabolitos) (SHARAN e



IDEKER, 2006). Deste modo, a aplicacdo de abordagem interatdmica possibilita a identificagéo
das interagBes existentes entre moléculas e a organizacdo dessas interacbes em clusters
funcionais para subsequente compreensdo do papel bioldgico das moléculas consideradas
(SALVATO et al., 2010).

O estudo em redes se originou na teoria dos grafos, e ganhou destaque devido ao avanco
das ferramentas de bioinformaética, e vem sendo utilizada para compreensdo de diversos
mecanismos biologicos (CHUANG et al., 2010). Um exemplo é este do estudo de Andrade
Silva et al. (2020) cujo o objetivo era compreender a relacdo das proteinas envolvidas no
processo de desenvolvimento de Moniliophthora perniciosa, um basidiomiceto hemibiotréfico
causador da vassoura-de-bruxa no cacau (Theobroma cacao L.). Em citros, Santos et al (2020)
analisaram as diferentes estratégias de tolerancia a seca em condicdes de déficit hidrico nas
variedades ‘Sunki Maravilha' e 'Sunki Tropical’. Os resultados encontrados evidenciaram que
a variedade ‘Sunki Maravilha’ consegue tolerar a desidratacdo em uma condi¢do de déficit
hidrico, enquanto que ‘Sunki Tropical’ tende a evitar a desidratacdo, evidenciando a
importancia do estudo das redes de interacdo proteina-proteina para identificacdo de proteinas
relacionadas a resposta ao estresse hidrico (MATTOS-MOREIRA et al., 2018).

Diante do que foi exposto, é possivel constatar que a associacdo de estudos protedmicos
com analises interatdmicas vem promovendo avanco significativo na area vegetal com culturas
economicamente importantes, como banana (MATTOS-MOREIRA et al., 2018), cacau
(ANDRADE-SILVA et al., 2020; SANTOS et al., 2020; GOMES et al., 2021) e citros
(SANTOS et al., 2021). No que se refere a interagdo planta-patdgeno, este tipo de abordagem
consegue evidenciar alteracdes ocorridas no proteoma vegetal durante o processo de infeccéo,
identificando as proteinas expressas no hospedeiro como mecanismo de defesa ao ataque do
patdégeno (SANTOS et al., 2020).
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CAPITULO 1:

Identificacdo de proteinas e processos envolvidos na
resposta de citros a Phytophthora spp. atraveés de
analises protedmicas e de redes de interacao

proteina-proteina



RESUMO

O oomiceto Phytophthora é responsavel por uma das infecgdes mais importantes nos citros; a
compreensdo dos mecanismos de interacdo planta-patdégeno é importante afim de identificar
moléculas da planta responsaveis pela resisténcia ao Phytophthora. Assim, o objetivo deste
estudo foi desenvolver e analisar redes de interagdes de proteinas previamente identificadas por
meio de abordagem protedmica em plantas resistentes (‘Citrumelo Swingle’) e suscetiveis
(‘Sunki Maravilha”) infectadas (ou ndo) com Phytophthora parasitica, comparando as proteinas
acumuladas nestas duas variedades durante a doenca. Foram utilizados dados proteémicos
obtidos em experimento prévio, o qual consistiu em trés condic@es: (1) controle = plantas ndo
submetidas ao ferimento e ndo inoculadas; (I1) ferido = plantas submetidas ao ferimento; e (111)
infectado = plantas infectadas com P. parasitica. Foi realizada a extracdo das proteinas totais
do tecido foliar, as quais foram separadas por eletroforese bidimensional (2-DE), seguida de
espectrometria de massas e busca no banco de dados. Foi realizado um teste t para analise do
acumulo de proteinas entre os tratamentos em cada variedade, e para selecdo dos spots com
diferenca significativa (p<0.05) e posteriormente foram elaboradas redes de interacdo proteina-
proteina (PPI). Ambas as variedades apresentaram proteinas diferencialmente acumuladas
quando comparadas com o grupo controle, sendo: 28 proteinas para variedade suscetivel (nove
proteinas down acumuladas e 19 proteinas exclusivas); e 43 proteinas para a variedade
resistente (nove proteinas up acumuladas, sete down acumuladas e 19 proteinas exclusivas).
Assim, foi gerado uma rede contendo os dados de expressdo “Up acumulado” e/ou exclusivos,
e outra contendo os dados de expressdo “down regulado” para cada variedade estudada,
totalizando quatro redes, das quais também foram obtidos os clusters e centralidade das redes.
Por fim, apos a analise funcional dos clusters foi possivel observar que a interacdo planta-
patdgeno entre as duas variedades de citros testadas resultou em diferentes niveis de expressao
de proteinas, principalmente proteinas relacionadas ao processo de fotossintese e ao
desenvolvimento da planta. Tal condicdo demonstra que plantas resistentes e suscetiveis
infectadas por P. parasitica desencadearam respostas diferentes ao estresse, prevenindo de
forma mais ou menos eficiente a entrada do patdgeno nos tecidos e/ou impedindo a progressao

da infeccdo.

Palavras-chave: citricultura; Interatdbmica; protedmica.



ABSTRACT

The oomycete Phytophthora is responsible for one of the most important infections in citrus;
understanding the mechanisms of plant-pathogen interaction is important in order to identify
plant molecules responsible for resistance to Phytophthora. Thus, the objective of this study
was to develop and analyze protein interaction networks previously identified through a
proteomic approach in resistant (‘Citrumelo Swingle’) and susceptible (‘Sunki Maravilha’)
plants infected (or not) with Phytophthora parasitica, comparing the proteins accumulated in
these two varieties during the disease. Proteomic data obtained in a previous experiment, which
consisted of three conditions, were used: (1) control = plants not subjected to wounding and not
inoculated; (I1) injured = plants subjected to injury; and (111) infected = plants infected with P.
parasitica. The extraction of total proteins from the leaf tissue was carried out, which were
separated by two-dimensional electrophoresis (2-DE), followed by mass spectrometry and
database search. A t test was performed to analyze protein accumulation between treatments in
each variety, and to select spots with a significant difference (p<0.05) and subsequently protein-
protein interaction networks (PPl) were elaborated. Both varieties showed differentially
accumulated proteins when compared to the control group, as follows: 28 proteins for the
susceptible variety (nine accumulated down proteins and 19 exclusive proteins); and 43 proteins
for the resistant variety (nine accumulated up proteins, seven accumulated down proteins and
19 exclusive proteins). Thus, a network containing the “accumulated up” and/or exclusive
expression data was generated, and another containing the “regulated down” expression data
for each variety studied, totaling four networks, from which the clusters and centrality of the
expressions were also obtained. networks. Finally, after the functional analysis of the clusters,
it was possible to observe that the plant-pathogen interaction between the two citrus varieties
tested resulted in different levels of protein expression, mainly proteins related to the
photosynthesis process and plant development. This condition demonstrates that resistant and
susceptible plants infected by P. parasitica triggered different responses to stress, more or less
efficiently preventing the entry of the pathogen into the tissues and/or preventing the

progression of the infection.

Keywords: citriculture; Interatomic; proteomics;



1. INTRODUCAO

O cultivo de citros € uma cultura mundialmente importante. O Brasil € um dos maiores
produtores e exportadores de citros e produtos derivados, com destaque para o suco de laranja
(NEVES et al., 2010; AMARO et al., 2021). Assim, a citricultura apresenta grande importancia
para economia brasileira, gerando diversos empregos no setor (NEVES et al., 2010). No
entanto, alguns fatores bidticos como pragas e doencas vém interferindo significativamente na
producdo citricola no Brasil, reduzindo a producéo e a qualidade dos frutos, causando grande
prejuizo econémico (BASTOS et al., 2017; COSMO e GALERIANI, 2020).

Uma das infec¢des mais importantes para a citricultura ¢ a “gomose da Phytophthora™
(FEICHETNBERGER et al., 2001), a qual € ocasionada pelo oomiceto Phytophthora. As
espécies fitopatogénicas de Phytophthora sdo conhecidas por ameacar a seguranca alimentar,
causando doencas destrutivas ndo apenas em citros, mas também em outras culturas
economicamente importantes como cacau, soja, abacaxi, maracuja, batata, diminuindo a
producdo impactando diretamente na producdo (BOEVINK et al., 2020; PERRINE-WALKER,
2020; LESSA et al., 2020). Deste modo, € necessario a compreensdo dos mecanismos de
interacdo da relagcdo planta-patogeno, a fim de proteger as plantas de citros das espécies de
Phytophthora.

A associacdo de estudos protedmicos com analises interatbmicas vem promovendo
avanco significativo na area vegetal com culturas economicamente importantes, pois sao
ferramentas frequentemente utilizadas no estudo de proteinas associadas ao sistema
imunolégico das plantas (ANDRADE-SILVA et al., 2020). No que se refere a interacdo planta-
patdgeno, a analise proteémica possibilita a identificacdo de proteinas presentes nas células
infectadas e também em células nao infectadas, auxiliando a compreensdo dos mecanismos de
resisténcia a pragas e/ou microrganismos patogénicos (ROCHA et al., 2005; WU et al., 2013;
GUISSONI E CARDOSO, 2019). Por sua vez, as analises interatdbmicas, representada pelas
redes de interagdo proteina-proteina (PPI) permitem identificar as alteragcBes ocorridas no
proteoma vegetal durante o processo de infecgdo do patdgeno, identificando as proteinas

expressas no hospedeiro como mecanismo de defesa (SANTOS et al., 2020).

Desta forma o objetivo deste estudo foi identificar e analisar moléculas
(genes/proteinas) associados a reducdo do desenvolvimento de Phytophthora spp. em citros,

para melhor compreensdo de mecanismos de resisténcia do género, analisando dados



protebmicos através de redes de interacdo proteina — proteina, identificando clusters de
proteinas e analisando com quais funcdes bioldgicas esses clusters estdo associados.



2. MATERIAL E METODOS

2.1. Etapa experimental e obtengédo dos dados

Os dados utilizados neste estudo foram obtidos do experimento previamente realizado
por Déria (2018), no qual foi realizado um experimento com variedades de citros suscetiveis e
resistentes a Phytophthora, a tangerineira ‘Sunki Maravilha’ (Citrus Sunki Hort. Ex Tan;
Suscetivel-S) ¢ o citrumelo ‘Swingle’ (Citrus paradisi x Poncirus trifoliata; Resistente-R), as
quais foram inoculadas com P. parasitica. O experimento consistiu em trés condigdes: (I)
controle = plantas ndo submetidas ao ferimento e ndo inoculadas; (Il) testemunha = plantas
submetidas ao ferimento no caule; e (l11) plantas infectadas com P. parasitica no caule. Foi
realizada a extracao das proteinas totais do tecido foliar para as trés diferentes condigdes, sendo
coletado 48 horas ap0s a realizacdo do processo de inoculacdo. As amostras foram liofilizadas
e utilizadas para analises moleculares. A analise protebmica foi realizada utilizando a técnica
de eletroforese bidimensional (2-DE) seguida de espectrometria de massas e busca no banco de
dados.

2.2. Andlise estatistica

Apbs a identificacdo das proteinas, foi realizado um teste t para compara¢do da média dos
volumes obtidos dos spots em cada tratamento, e comparados aos valores do grupo ‘controle’,
e com os valores dos grupos ‘ferido’ e ‘infectado’. Para o presente estudo, foram selecionados
apenas 0s spots que apresentaram diferenca significativa entre os grupos (p= 0,05). As proteinas
que apresentaram o valor do volume em apenas em uma das amostras da triplicata, o valor da
média dos trés volumes foi considerado zero. Além disso, 0s spots que apresentaram diferenca
em relacdo ao controle em ambas as condicdes (ferimento e infectado) ndo foram considerados.

Finalmente os dados foram utilizados para confec¢do de um heatmap para ambas as variedades.

2.3. Criacéo de rede de interacéo proteina-proteina (PPI)

Foi elaborada uma rede de interacéo proteina-proteina (PPI), por meio do banco de dados
String (STRING: functional protein association networks) (MERING et al., 2003), utilizando
a espécie Citrus sinensis como organismo para a recuperacao da rede. Apos a identificacao das
proteinas no National Center for Biotechnology (NCBI), foram utilizados os arquivos contendo

as proteinas identificadas das variedades resistente e suscetivel de acordo com o resultado


https://string-db.org/
https://string-db.org/

estatistico obtido para criagdo dos arquivos multi-fasta. As sequéncias multi-fasta juntamente
com os arquivos recuperados do banco de dados string foram transferidos para o subsistema
linux (Ubuntu 20.04). O arquivo multi-fasta foi utilizado como query no blastp dentro do
subsistema linux utilizando o pacote NCBI-Blast+, para a obtencéo de sub-redes com valor de
confianga superior a 700. Dentre estas, foram destacadas uma sub-rede contendo os dados de
expressao “Up regulado” e/ou exclusivos e, a segunda sub-rede contendo os dados de expresséo
“down regulado” para cada variedade estudada (‘Sunki Maravilha e ‘Citrumelo Swingle’),

totalizando 4 sub-redes.

2.4. Obtencdao de cluster e centralidade das redes

Para a obtencdo dos clusters das redes obtidas, 0 arquivo das quatro redes foi aplicado no
ambiente R utilizando o pacote Igraph, no qual foram obtidos quatro arquivos de cluster, sendo
uma para cada rede especifica. Os arquivos contendo os clusters de cada rede foram
posteriormente utilizados como objeto dentro das redes; cada cluster foi representado com uma

cor diferente.

As centralidades das redes foram obtidas por meio das analises de Degree e Betweenness:
a primeira significa o grau do n6 na rede determinado pela quantidade de noés adjacentes
conectados ao ndé em questdo, sendo que o valor de degree determina o hub; ja a segunda que
é a intermediacdo, esta ligada ao nimero de caminhos mais curtos que passam por um (nico
no, isso quer dizer que um valor alto de betweenness significa alta interacdo ou sinalizacdo com
outras proteinas, sendo que os valores altos de betweenness determina os bottleneck, em caso
das duas centralidades altas temos proteinas hub-bottleneck e com os dois valores baixos temos

proteinas comuns.

As proteinas foram categorizadas em: comum (C), quando o valor para Degree e
Betweenness estava abaixo da média global da rede; bottleneck (B), quando apenas o valor da
centralidade de Betweenness ficou acima do valor médio global da rede; hub (H), quando
apenas o valor do Degree estava acima da média global da rede; e hub-bottleneck (HB), quando
os valores de Degree e Betweenness foram superiores a média global da rede. Os arquivos
contendo os tipos de centralidades também foram usados como objetos dentro das sub-redes,
para a sua identificacéo realizada mudanca na sua forma, sendo (C) representada por um circulo,

(B) losango, (H) quadrado, e (HB) hexagono.



2.5. Anédlise de ontologia génica

Para realizacéo da analise de ontologia foi utilizado os softwares Pannzer (TORONEN e
HOLM, 2022) e Eggnog (CANTALAPIEDRA et al., 2021) para obtencdo do arquivo de
referéncia da Gene Ontology. Os arquivos advindos dos programas passaram por uma triagem
utilizando o sub-sistema linux, onde foi retirado do arquivo do eggnog os dados de ontologia
com valores abaixo de 0.4. Em seguida os dois arquivos resultantes foram unidos, formando
um Unico arquivo do qual foram retiradas as redundancias existentes entre os dois arquivos
anteriores. Posteriormente o arquivo gerado foi utilizado na plataforma Cytoscape utilizando o

plugin bingo, no qual foi feita a ontologia para cada cluster.



3. RESULTADOS

Em ambas as variedades foram observadas proteinas diferencialmente acumuladas
quando comparadas com o grupo controle, sendo 28 proteinas diferencialmente acumuladas
para a variedade ‘Sunki Maravilha’ (suscetivel) e 43 proteinas para a variedade ‘Citrumelo

Swingle’ (resistente), (Tabelas 1 e 2).



Tabela 1. Proteinas diferencialmente expressas com maior influéncia na variabilidade entre amostras controle e infectadas da variedade ‘Sunki Maravilha’.

Cobertura pl/MM NUmero P valor P valor Log Fold Log Fold
. i da (KDa) de . inoculado Ferimento Inoculado .
Spot Accession Proteina ID sequéncia Score ferimento Expressao
peptideos
5 XP_006481028.1 | Uncharacterized 24,00% 354 6.51/2540 | 15 0.13330731 | 0.05940209 -0.398634844 | -0.599474379 Down
protein 0
LOC102629866
isoform X4
20 XP_006474456.1 | 17.3 kda class Il heat 30,00% 171 5.56/1791 | 7 0.22818148 | 0.055916582 | -0.404572135 | -1.202996584 Down
shock protein-like 5
83 XP_006482131.1 | Glutathione S- 43,00% 364 8.74/2944 | 17 NA 0.033273664 | O 3.579639166 Exclusivo
transferase DHARS, 0
chloroplastic
94 XP_006488195.1 | L-ascorbate 29,00% 425 5.55/2772 | 12 0.09052919 | 0.001484423 | -0.455086317 | -1.071121341 Down
peroxidase, cytosolic 4
isoform X2
120 XP_006473528.1 | Gamma carbonic 60,00% 473 6.09/2955 | 20 NA 0.022593341 | O 3.211379312 Exclusivo
anhydrase 1, 3
mitochondrial
144 XP_006480695.1 | Metacaspase-4 2,00% 65 5.01/4589 | 3 0.18607901 | 0.001167584 | -0.291238957 | -0.891553391 Down
0
169 AlU48762.1 Nitrilase/cyanide 24,00% 372 5.94/3323 | 14 NA 0.037655581 | O 2.620296278 Exclusivo
hydratase and 3
apolipoprotein N-
acyltransferase family
protein, partial
189 XP_006483030.1 | Pyruvate 21,00% 461 5.83/3986 | 11 0.07340671 | 0.020593098 | 0.764825738 | -0.56073639 Down
dehydrogenase E1 1
component subunit
beta-1, mitochondrial
215 XP_006478917.1 | Anthranilate N- 35,00% 237 5.20/3973 | 10 0.36076303 | 0.021120446 | -0.244155069 | -0.93340587 Down
methyltransferase-like 7 6
274 XP_006486397.1 | Ribulose bisphosphate | 45,00% 1222 5.33/5126 | 44 0.06524858 | 0.046566491 | -1.018363569 | -1.247425074 Down




carboxylase/oxygenase 9 2
activase 1,
chloroplastic isoform
X1

344 XP_006488950.1 | Rubisco large subunit- | 39,00% 1873 5.85/6508 | 47 0.11075890 | 0.025843109 | -0.428621083 | -1.03817035 Down
binding protein subunit 6 4
beta, chloroplastic

345 XP_006488950.1 | Rubisco large subunit- | 35,00% 857 5.85/6508 | 30 0.83273452 | 0.028460247 | 0.083181889 -1.0828333 Down
binding protein subunit 6
beta, chloroplastic

427 XP_015387775.1 | Superoxide dismutase 11,00% 179 8.57/3007 | 5 NA 0.034078911 | O 2.769512228 Exclusivo
[Fe], chloroplastic-like 6
isoform X3

428 XP_006470326.1 | Carbonic anhydrase 2- | 17,00% 131 6.67/3714 | 5 NA 0.025443817 0 2.53999006 Exclusivo
like isoform X1 7

429 XP_006467509.1 | Chlorophyll a-b 28,00% 165 5.14/2818 | 7 NA 0.051883571 0 2.656095121 Exclusivo
binding protein of 9
LHCII type 1

432 XP_006487372.1 | Fructose-bisphosphate | 28,00% 467 8.19/4300 | 17 NA 0.001532439 | 0 4.138368062 Exclusivo
aldolase 1, 2
chloroplastic

439 XP_006475931.1 | Glycine dehydrogenase | 16,00% 362 6.59/1159 | 18 NA 0.008806356 0 6.7794576 Exclusivo
(decarboxylating), 12
mitochondrial

441 BAF80472.1 PS1 reaction center 33,00% 550 9.59/1524 | 17 NA 0.00270475 0 6.83318949 Exclusivo
subunit 111, partial 9

443 XP_006481028.1 | Uncharacterized 17,00% 343 6.51/2540 | 10 NA 0.006368841 0 3.666419545 Exclusivo
protein 0
LOC102629866
isoform X4

452 XP_006470326.1 | Carbonic anhydrase 2- | 28,00% 1372 6.67/3714 | 30 NA 0.054916865 | O 5.680904732 Exclusivo
like isoform X1 7

462 XP_006470326.1 | Carbonic anhydrase 2- | 16,00% 212 6.67/3714 | 7 NA 0.041494223 | 0 3.057709616 Exclusivo




like isoform X1 7

472 XP_006473721.1 | Thioredoxin-like 18,00% 209 8.59/3933 | 12 NA 0.040869363 2.045876273 Exclusivo
protein CDSP32, 6
chloroplastic

480 XP_006471725.1 | DNA-damage- 10,00% 180 5.03/3378 | 6 NA 0.00275054 2.690103416 Exclusivo
repair/toleration 0
protein DRT102-like

483 XP_006492781.1 | Cysteine synthase-like | 18,00% 202 8.29/4178 | 11 NA 0.034363799 2.696884091 Exclusivo

3

485 XP_006486350.1 | 60S acidic ribosomal 14,00% 114 5.26/3414 | 4 NA 0.007939618 3.097039898 Exclusivo
protein PO 6

495 XP_006484736.1 | Aspartic proteinase 15,00% 358 5.44/ 9 NA 0.040193313 1.987819265 Exclusivo
CDR1-like 45880

496 XP_006470326.1 | Carbonic anhydrase 2- | 26,00% 416 6.67/3714 | 16 NA 0.006836179 3.411677068 Exclusivo
like isoform X1 7

499 XP_006486397.1 | Ribulose bisphosphate | 36,00% 660 5.33/5126 | 20 NA 0.006179493 2.734764527 Exclusivo
carboxylase/oxygenase 9

activase 1,
chloroplastic isoform
X1




Tabela 2. Proteinas diferencialmente expressas com maior influéncia na variabilidade entre amostras controle e infectadas da variedade ‘Citrumelo Swingle’

Cobertura pl/MM NUmero P valor P valor Log Fold Log Fold
. i da (KDa) de . inoculado Ferimento Inoculado .
Spot Accession Proteina ID sequéncia Score ferimento Expressao
peptideos

Peroxiredoxin Q, 9.54/ 0.95361120 | 0.0110629358 | 0.0188076743 | 0.83481224435

5 XP_006474598.1 | chloroplastic 45,00% 432 23712 12 5877324 096194 27144 649 up
ATP synthase CF1 beta 5.26/ 0.37037973 | 0.0202313367 | 0.3047382262 | 1.88492378746

7 ABI149027.1 subunit (chloroplast) 54,00% 1568 53660 40 8341708 738885 47394 369 down
Bis(5'-adenosyl) - 8.66/240 0.45236777 | 0.0175306753 | 0.1657017454 | 0.51407063931

19 XP_015389396.1 | triphosphatase-like 8,00% 52 81 2 2549784 042558 74317 1668 up
ATP synthase subunit 8.87/256 0.15826959 | 0.0040669255 | 0.4582924714 | 1.25280486227

27 XP_006473233.1 | delta, chloroplastic 19,00% 612 12 15 9099026 2066247 53624 99 up
Superoxide dismutase -
[Fe], chloroplastic-like 8.57/300 0.09730285 | 0.0415709358 | 0.4319367801 | 1.23329664243

34 XP_015387775.1 | isoform X3 27,00% 242 76 10 58335265 788195 69284 004 up
Carbonic anhydrase 2- 6.67/371 0.08090645 | 0.0234781455 | 0.6259171121 | 1.73549813507

37 XP_006470326.1 | like isoform X1 32,00% 584 47 20 19451278 65695 97609 253 down
Oxygen-evolving
enhancer protein 1, 5.83/355 0.20800706 | 0.0119637596 | 0.3217491888 | 1.43900174148

47 XP_006466690.1 | chloroplastic 61,00% 3373 83 101 7381496 830568 41255 586 up
Elongation factor 1- 4.70/242 0.10636105 | 0.0145861541 | 0.5196175748 | 4.72083843163

49 XP_006470501.1 | beta?2 14,00% 104 21 3 8266559 324795 92616 225 down
Ferredoxin--NADP - B
reductase, leaf-type 8.68/407 0.10775156 | 0.0314152547 | 0.6094562211 | 1.61268390626

54 XP_006466953.1 | isozyme, chloroplastic | 22,00% 253 37 12 2337029 334911 68623 152 down

8.29/417 0.64093254 | 0.0136133149 | 0.0551394903
59 XP_006492781.1 | Cysteine synthase-like | 43,00% 709 83 19 7616951 63063 135548 - down

0.59648329156




4514

Phosphoribulokinase, 5.97/455 0.56572283 | 0.0108755859 | 0.0837690330 | 0.60130436646

67 XP_006471453.1 | chloroplastic 26,00% 594 58 25 6596599 257595 793469 3187 up
Rubisco large subunit- -
binding protein subunit 5.85/650 0.29324667 | 0.0262197359 | 0.1250671459 | 0.49105314710

80 XP_006488950.1 | beta, chloroplastic 29,00% 1051 86 29 3953846 623937 78002 177 up
ATP synthase CF1 beta 5.26/536 0.36471433 | 0.0190288963 | 0.2548423956 | 1.11353624475

99 ABI149027.1 subunit (chloroplast) 60,00% 2588 60 53 7447084 595377 25008 536 down
Superoxide dismutase
[Fe], chloroplastic-like 8.57/300 0.53339504 | 0.0594747497 | 0.1536169879 | 1.74597107527

118 XP_015387775.1 | isoform X3 36,00% 788 76 21 8492409 253085 3208 289 up

5.10/293 0.30591921 | 0.0378063876 | 0.4504161221 | 3.80726560960

128 XP_006495232.1 | Lectin 7,00% 193 00 3 5166007 023384 70019 013 down
Abscisic stress- 5.75/200 0.32524123 | 0.0012630583 | 0.2685356663 | 1.70503118341

134 NP_001276070.1 | ripening protein 2-like | 15,00% 93 38 6 330055 8971292 50688 395 up
Caffeic acid 3-O- 6.32/375 0.0232799205 3.07615486955

253 XP_006485837.1 | methyltransferase-like | 3,00% 48 28 2 NA 878056 0 525 exclusivo
Thylakoid lumenal 19
kda protein, 5.87/258 0.0035530545 2.97838114198

255 XP_006482893.1 | chloroplastic 5,00% 94 00 1 NA 7595792 0 925 exclusivo
Small heat shock 6.77/259 0.0546945126 2.80133389391

256 XP_006469964.1 | protein, chloroplastic 11,00% 35 52 2 NA 377368 0 562 exclusivo
Sorbitol
dehydrogenase-like 5.90/397 0.0008897201 2.81454768914

257 XP_006490303.1 | isoform X1 18,00% 130 81 7 NA 03133702 0 026 exclusivo
Triosephosphate 5.73/ 0.0161981995 3.04580581232

262 XP_015388168.1 | isomerase, cytosolic 13,00% 104 27168 3 NA 201731 0 692 exclusivo
Triosephosphate 5.76/274 0.0167857780 3.07729484841

269 XP_006488334.1 | isomerase, cytosolic 10,00% 162 51 4 NA 341794 0 492 exclusivo

273 XP_015385975.1 . ) 1,00% 31 1 NA 0 exclusivo
Disease resistance 6.81/138 0.0016710922 2.73408237438




protein RPS4-like 872 8832038 425
Gamma carbonic
anhydrase 1, 6.32/298 0.0001100217 3.12754854228
277 XP_006466826.1 | mitochondrial 4,00% 30 41 2 NA 47225063 837 exclusivo
5.54/479 0.0069790898 3.08954956175
279 XP_006481907.1 | Enolase 18,00% 188 86 9 NA 3411223 293 exclusivo
Probable
lactoylglutathione 6.56/417 0.0001232269 2.85659866239
280 XP_006476057.1 | lyase, chloroplastic 33,00% 550 96 26 NA 73060038 211 exclusivo
5.30/198 0.0047305141 2.81644064976
314 XP_006473010.1 | Annexin D2-like 37,00% 267 37 10 NA 2101202 889 exclusivo
Ribulose bisphosphate
carboxylase/oxygenase
activase 1,
chloroplastic isoform 5.33/512 0.0010041325 2.97031254223
319 XP_006486397.1 | X1 17,00% 143 69 10 NA 3597419 529 exclusivo
Arginase 1, 5.89/371 0.0037881563 2.70652907908
328 XP_006490894.1 | mitochondrial 14,00% 202 35 6 NA 5111007 398 exclusivo
Fructose-bisphosphate
aldolase 1, 8.19/430 0.0020912396 2.87906987332
331 XP_006487372.1 | chloroplastic 15,00% 339 02 8 NA 2573682 059 exclusivo
GDP-mannose 3,5- 5.94/427 0.0001810222 2.72489397421
347 XP_006471673.1 | epimerase 1 25,00% 186 17 9 NA 36690915 39 exclusivo
Glyceraldehyde-3-
Phosphate
dehydrogenase GAPB, 7.10/ 0.0025423748 2.83647626078
350 XP_006473831.1 | chloroplastic 12,00% 185 48429 6 NA 2212096 635 exclusivo
7.28/535 0.0057023522 2.63939425470
367 XP_006473635.1 | ATP sulfurylase 2 19,00% 290 73 15 NA 6489856 958 exclusivo
ATP synthase CF1 beta 5.26/536 0.0151539717 2.63640343868
381 ABI149027.1 subunit (chloroplast) 19,00% 402 60 11 NA 068577 153 exclusivo
5.35/487 0.0037468434 2.71382336455
386 | XP_006483351,1 | DEAD-DOX ATP- 2,00% 66 09 2 NA 0489839 904 exclusivo

dependent RNA




helicase 56

Phosphoglycerate 8.20/495 0.0292697824 4.71426566945

388 XP_006493789.1 | kinase, chloroplastic 12,00% 115 87 6 NA 774222 611 exclusivo
17.3 kda class Il heat 5.56/179 0.0133790637 3.30060356666

453 XP_006474456.1 | shock protein-like 41,00% 352 15 15 NA 323725 576 exclusivo
Superoxide dismutase
[Fe], chloroplastic-like 8.57/300 0.0160910911 3.01887626454

463 XP_015387775.1 | isoform X3 20,00% 110 76 6 NA 44836 363 exclusivo
Non-functional
NADPH-dependent
codeinone reductase 2- 6.04/373 0.0100023498 3.25926746459

500 XP_006490701.1 | like 29,00% 290 49 13 NA 534733 181 exclusivo
Ribulose bisphosphate
carboxylase/oxygenase
activase 1,
chloroplastic isoform 5.33/512 0.0001096527 3.45300388570

545 XP_006486397.1 | X1 54,00% 1753 69 51 NA 52985878 374 exclusivo
17.3 kda class Il heat 5.56/179 0.0001096336 3.21874320162

548 XP_006474456.1 | shock protein-like 9,00% 84 15 2 NA 4101123 554 exclusivo
Ribulose bisphosphate
carboxylase/oxygenase
activase, chloroplastic 5.94/472 0.0001096372 3.26913790266

554 XP_006486398.1 | isoform X2 28,00% 343 18 24 NA 94622961 524 exclusivo

5.31/ 0.0001096362 3.27888800802
562 XP_006464566.1 | Actin-7 2,00% 88 41911 2 NA 7581448 196 exclusivo




Das 28 proteinas obtidas para a variedade ‘Sunki Maravilha’ (suscetivel), nove proteinas
foram down acumuladas, todas as demais 19 proteinas, foram exclusivamente acumuladas, ndo

havendo proteinas up acumuladas (Figura 1).
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Figura 1. Heatmap do acimulo de proteinas da variedade de citrus ‘Sunki Maravilha’

(suscetivel) infectada com Phytophthora spp, utilizando o valor médio das triplicatas para 0s

grupos controle infectado e ferido.

Para os tratamentos da variedade ‘Citrumelo Swingle’ (resistente), nove proteinas foram
up acumuladas, sete proteinas foram down acumuladas e todas as demais 27 proteinas foram

exclusivamente acumuladas (Figura 2).
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Figura 2. Heatmap do acumulo de proteinas da variedade de citrus ‘Citrumelo Swingle’
(resistente) infectada com Phytophthora spp, utilizando o valor medio das triplicatas para os

grupos controle infectado e ferido.

As quatro redes obtidas utilizando as proteinas encontradas nas variedades ‘Sunki
Maravilha’ (suscetivel) e ‘Citrumelo Swingle’ (resistente) apresentaram caracteristicas
diferentes entre elas. Por exemplo, as redes obtidas da variedade suscetivel, na qual foi utilizada
as proteinas exclusivas e up acumuladas em relagdo ao tratamento infectado, apresentou trés
clusters: o cluster 1 apresentou 424 processos funcionalmente enriquecidos para as atividades
celulares; o cluster 2 apresentou 119 processos funcionalmente enriquecidos e o cluster 3
apresentou 129 processos funcionalmente enriquecidos. Das 13 proteinas utilizadas como input,
cinco sdo do tipo (HB), sendo quatro proteinas pertencentes ao cluster 1 e uma pertencente ao
cluster 2; duas sdo do tipo (H), pertencentes ao cluster 1 e as demais sdo do tipo (C) e também

pertencentes ao cluster 1 (Figura 3).
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Figura 3. Rede de interacdo proteina-proteina da variedade de citros ‘Sunki Maravilha’
utilizando proteinas up acumuladas e exclusivamente acumuladas apos ferimento e/ou infeccao
por Phytophthora spp. Onde: tridngulo representa proteinas bottleneck (B); quadrado representa
proteinas hub (H); circunferéncia representa proteinas comuns (C); hexagono representa
proteinas hub-bottleneck (HB).

A rede contendo as proteinas que tiveram diminui¢cdo no acimulo para o tratamento
infectado na mesma variedade contém 5 clusters, sendo que o cluster 1 apresentou-se
enriquecido para 107 processos; cluster 2 foram verificados 101 processos; cluster 3 foi
verificado 44 processos; o cluster 4 verificou-se 85 processos, e por fim, o cluster 5 apresentou
234 processos. Das seis proteinas down acumuladas utilizadas na producdo da rede, trés
proteinas sdo do tipo (HB) sendo duas pertencente ao cluster 2 e uma pertencente ao cluster 5;
uma proteina (B) pertencente ao cluster 3 e duas proteinas (C), sendo uma pertencente ao cluster

5 e a outra ao cluster 4 (Figura 4).
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Figura 4. Rede de interacdo proteina-proteina da variedade de citros ‘Sunki Maravilha’
utilizando proteinas down acumuladas ap6s ferimento e/ou infec¢do por Phytophthora spp.
Onde: triangulo representa proteinas bottleneck (B); quadrado representa proteinas hub (H);
circunferéncia representa proteinas comuns (C); hexagono representa proteinas hub-bottleneck
(HB).

Para a variedade ‘Citrumelo Swingle’ (resistente), as proteinas exclusivas, acrescentadas
das proteinas up acumuladas foram usadas na producéo de rede, correspondendo a um aumento
no acumulo de proteinas, sendo que nessa rede foram encontrados seis clusters: o cluster 1
apresentou 114 processos; cluster 2 apresentou 581 processos; cluster 3 apresentou 442
processos; cluster 4 apresentou 100 processos; cluster 5 apresentou 117 processos € o cluster 6
apresentou 10 processos. Das 25 proteinas usadas como input, 12 sdo (HB), sendo cinco
pertencentes ao cluster 5, cinco pertencentes ao cluster 2 e duas pertencente ao cluster 3; duas
proteinas sdo do tipo (B), sendo que uma pertence ao cluster 3 e a outra ao cluster 2; duas
proteinas sdo (H), sendo as duas pertencentes ao cluster 2 e todo o restante foi do tipo (C)
(Figura 5).
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Figura 5. Rede de interacdo proteina-proteina da variedade de citros ‘Citrumelo Swingle’
utilizando proteinas up acumuladas e exclusivamente expressas apos ferimento e/ou infeccao
por Phytophthora spp. Onde: triangulo representa proteinas bottleneck (B); quadrado representa
proteinas hub (H); circunferéncia representa proteinas comuns (C); hexagono representa

proteinas hub-bottleneck (HB).

Ainda para a variedade resistente, na rede contendo a diminui¢do do acimulo de proteinas
foram encontrados quatro clusters: o cluster 1 apresenta 81 processos; cluster 2 temos 435
processos; o cluster 3 apresenta oito processos e o cluster 4 apresentou 99 processos. Das seis
proteinas utilizadas como input, trés sdo do tipo (HB), sendo duas pertencentes ao cluster 2 e
uma pertencente ao cluster 1; trés proteinas foram do tipo (C), sendo que duas foram

pertencentes ao cluster 2 e uma pertencente ao cluster 3 (Figura 6).
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Figura 6. Rede de interacdo proteina-proteina da variedade de citros ‘Citrumelo Swingle’
utilizando proteinas down acumuladas apo6s ferimento e/ou infeccdo por Phytophthora spp.
Onde: triangulo representa proteinas bottleneck (B); quadrado representa proteinas hub (H);
circunferéncia representa proteinas comuns (C); hexagono representa proteinas hub-bottleneck
(HB).



4. DISCUSSAO

A interacdo planta-patogeno entre as duas variedades de citros testadas (‘Sunki
Maravilha’ e ‘Citrumelo Swingle’) com Phytophthora sp. resultou em diferentes niveis de
expressdo de proteinas entre as duas variedades. Tal condig&o esta relacionada ao fato de que
plantas resistentes e suscetiveis infectadas por fitopatégenos desencadeiam respostas diferentes
ao estresse, prevenindo de forma mais ou menos eficiente a entrada do patdégeno nos tecidos
e/ou impedindo a progressédo da infeccdo. Deste modo, as plantas tendem a produzir enzimas
para combater a infecgdo, podendo ser elas enzimas que combatem o acimulo de espécies
reativas a oxigénio (ROS), proteinas receptoras de reconhecimento de patdégenos ou padrdes
PRRs, além de proteinas de vias metabodlicas responsivas ao estresse bidtico e abidtico
(AGRIOS, 2005; GLAZEBROOK, 2005).

O presente estudo identificou a expressdo de proteinas relacionadas ao sistema de
defesa da planta em ambas as variedades, como a proteina Superoxide dismutase [Fe], a qual
apresenta grande relacdo com o combate ao acumulo de ROS, desencadeado pela infeccéo por
fitopatdgenos (MITTLER et al., 2004) As proteinas aumentaram o acumulo tanto para a

variedade suscetivel quanto na variedade resistente.

A proteina 17.3 kDa class Il heat shock protein—like, apresentou aumento no seu
acumulo na variedade resistente, diferente da variedade suscetivel que teve seu acumulo
diminuido. Segundo Zhang et al. (2020) essa proteina esta ligada a resposta ao estresse, e é
altamente conservada entre as plantas, sendo uma proteina chaperona, ou seja, sendo capaz de
se ligar a outras proteinas e assim de manter a sua estrutura e a funcdo impedindo que elas se
agreguem ou sejam danificadas por estressores ambientais, como altas temperaturas, radiacao

UV e estresse hidrico.

Outra proteina importante nesse estudo foi a L-ascorbate peroxidase, cytosolic, também
conhecida por APX, encontrada na variedade suscetivel, mas ndo na variedade resistente. Na
variedade suscetivel, essa proteina teve diminui¢do do seu acimulo. No estudo realizado por
Najami et al. (2008), a expressdo da APX foi significativamente induzida em plantas de tomate
apos a infeccdo com o patogeno Pseudomonas syringae pv. tomato (Pst). Alem disso, a
supressdo da expressao da APX2 aumentou a suscetibilidade das plantas a infeccdo por Pst.
Esses resultados indicam que a APX2 desempenha um papel importante na resisténcia das

plantas contra patdégenos (NAJAMI et al. 2008). Outras proteinas relacionadas a interacéo



planta-patdgeno, apresentaram diferencas significativas nos seus niveis de acimulos entre as
duas variedades, e apresentando também aumento ou reducdo de expressdo das proteinas

identificadas.

Para a variedade suscetivel, as proteinas Glutathione S—transferase DHARS3,
chloroplastic, DNA—damage—repair/toleration protein DRT102-like, Glycine dehydrogenase
(decarboxylating), mitochondrial e Nitrilase/cyanide hydratase and apolipoprotein
N—acyltransferase family aumentaram o acimulo. Por outro lado, a proteina Anthranilate
N-methyltransferase—like reduziu o acumulo, além das proteinas APX e HSP17.3 comentadas

anteriormente.

Na variedade resistente foi verificado o acUmulo das proteinas Caffeic acid
3—O—methyltransferase—like (COMT-like), ATP synthase CF1 beta subunit, ¢ Actin—7. A
COMT-like € uma enzima envolvida na sintese de lignina e € muito importante para composicao
da parede celular; é sabido que a presenca de lignina desempenha um papel importante no
combate contra fitopatégenos (CAO et al., 2021). A actin-7 é responsavel pela organizagédo
celular e movimento celular das plantas, compondo o seu citoesqueleto, além de também estar
relacionada a defesa contra fitopatdgenos como fungos e oomicetos, sendo sua funcdo a
remodelagem do seu citoesqueleto durante a resposta imune inata contra fitopatdégenos (LI et
al., 2019). Esta correlacdo no aumento de acimulo juntamente com a funcdo de defesa contra

fitopatdgenos demonstra uma possivel resposta imune contra a infeccdo de Phytophthora sp.

As proteinas relacionadas com o processo de fotossintese e crescimento vegetal tendem
a diminuir seu acumulo nas plantas que estdo infectadas por fitopatdgenos (GARAVLAGIA et
al.,, 2010). No presente estudo esta condi¢do ndo foi observado para a variedade ‘Sunki
Maravilha’, visto que, houve um aumento no acimulo das proteinas Fructose—bisphosphate
aldolase 1; Ribulose bisphosphate carboxylase/oxygenase activase 1 isoform X1; Carbonic
anhydrase 2-like isoform e PSI reaction center subunit III partial. Além de apresentar
diminui¢do no acimulo das proteinas 17.3 kda class II heat shock protein—like; L—ascorbate
peroxidase, cytosolic isoform X2 e Anthranilate N—methyltransferase—like que sdao proteinas

envolvidas em resposta de defesa contra fitopatdgenos (NAJAMI et al., 2008; HE et al., 2022).

A variedade ‘Citrumelo Swingle’ também apresentou aumento no nivel de acaimulo de
proteinas relacionadas a fotossintese e ao crescimento vegetal, como é o caso da
Triosephosphate isomerase; Rubisco large subunit—binding protein subunit beta; Ribulose

bisphosphate carboxylase/oxygenase activase lisoform X1; Fructose—bisphosphate aldolase 1,



dentre outras proteinas; no caso das proteinas que tiveram diminuicdo no acimulo, temos como
exemplo a Ferredoxin——NADP reductase, leaf—type isozyme, chloroplastic e Elongation factor

I-beta 2 que sdo proteinas que estdo atreladas a fotossintese a ao crescimento vegetal

(WOJCICK-JAGLA et al., 2020).

Em ambos os casos houve aumento no acimulo de proteinas relacionadas a fotossintese
e ao crescimento vegetal. No entanto, na variedade resistente foi observado também o aumento
no acumulo de muitas outras proteinas relacionadas a defesa da planta, quando comparadas com
a variedade suscetivel. Por outro lado, a grande maioria das proteinas que apresentaram
diminuicdo no acumulo, estdo relacionadas a fotossintese e ao crescimento vegetal, 0 que ndo
ocorre para a variedade suscetivel, conforme demostrado no trabalho de Scharte et al. (2005)
gue demostra que as proteinas responsaveis pela fotossintese tentem a diminuir o acumulo
quando infectadas por Phytophthora nicotianae. Apesar do aumento do acimulo de proteinas
relacionadas a fotossintese em ambos os casos, essas diferencas observadas entre ‘Sunki
Maravilha’ (suscetivel) e ‘Citrumelo Swingle’ (resistente) demonstra diferencas metabodlicas

importantes entre as duas variedades em respostas a infeccdo por fitopatdgenos.

A andlise realizada a partir das redes de interacdo proteina-proteina (PPI) possibilitou a
comparagdo entre 0s conjuntos de proteinas encontradas nas duas variedades, bem como, a
relacdo entre as proteinas dentro dos clusters encontrados para as quatro redes obtidas. As redes
PPl sdo ferramentas valiosas para o estudo de proteinas em um contexto sistémico. Em
particular, estas redes podem auxiliar o entendimento de como proteinas com aumento ou
diminuicdo de acumulacdo em um experimento podem estar interagindo com outras proteinas
em uma célula ou tecido (BRAUN et al., 2013).

As redes obtidas no presente estudo a partir das proteinas anteriormente analisadas,
revelaram as interacGes proteinas-proteinas e determinados clusters importantes, além de
determinar o tipo de centralidade que as proteinas ocupam na rede e a fungdo com o qual
determinado cluster esta envolvido. Santos et al. (2021) demonstram que a analise da posi¢ao
de uma proteina em uma rede PPI pode revelar suas fungdes biologicas e interacbes com outras
proteinas envolvidas em processos celulares e bioldgicos especificos. Além disso, o uso de
analises de centralidade de rede pode identificar proteinas-chave que funcionam como hub,
bottleneck ou hub-bottleneck na rede PPI, o que pode fornecer informacdes adicionais sobre as
funces bioldgicas de proteinas especificas (BARABASI e OLTVAI, 2004; WU et al., 2019).



Na rede contendo as proteinas up reguladas e exclusivamente expressas da variedade
suscetivel, temos as proteinas superoxide dismutase [Fe], isoform X3, identificadas como HB,
pertencentes ao cluster 1, e que ligam o cluster 1 ao cluster 3; a glutathione S-transferase
DHAR3, também identificada como (HB) pertencente ao cluster 1; a proteina 60S acidic
ribosomal protein PO também (HB) pertencente ao cluster 2, a qual liga o cluster 2 ao cluster 3;
e finalmente a ribulose bisphosphate carboxylase/oxygenase activase 1, que é uma (HB)

pertencente ao cluster 1, ligando o cluster 1 ao cluster 3.

A rede contendo as proteinas down reguladas utilizadas como input da variedade
suscetivel, encontra-se a: 17.3 kDa class Il heat shock protein-like que € uma proteina do tipo
B pertencente ao cluster 3, a ribulose bisphosphate carboxylase/oxygenase activase 1,
identificada como sendo do tipo (HB) pertencente ao cluster 2, a qual liga o cluster 2 ao cluster

1, e a L-ascorbate peroxidase, isoform X2 que é uma proteina C pertencente ao cluster 4.

Para a variedade resistente, na rede contendo as proteinas up reguladas encontram-se
a: phosphoglycerate kinase, a qual € uma proteina do tipo (HB) pertencente ao cluster 2, unindo
o cluster 2 ao cluster 5; a actin-7 que é do tipo (HB) pertencente ao cluster 3; e a 17.3 kDa class
Il heat shock protein-like que € uma proteina (B) pertencente ao cluster 3. Na rede contendo as
proteinas down reguladas, encontram-se: cysteine synthase-like a qual é uma proteina (C)
pertencente ao cluster 2, a ferredoxin--NADP reductase, leaf-type isozyme, que € uma (HB)
pertencente ao cluster 2 e a carbonic anhydrase 2-like isoform X1 a qual é uma proteina (C)
pertencente ao cluster 3.

Em ambas as variedades foi possivel a identificacdo de proteinas chaves, sendo elas
H, B ou HB. A identificacdo dessas proteinas tem grande importancia para o entendimento do
funcionamento de vias metabolicas em que essas proteinas estdo presentes. Estudos como o de
Wu et al. (2019) demonstram que as interacfes entre as proteinas podem ser mapeadas para
identificar proteinas que funcionam como (H) ou alvos preferenciais de outras proteinas. A
analise de redes PPI também pode ajudar a identificar conjuntos de proteinas envolvidas em
funcBes celulares especificas, ou que sdo co-reguladas, enquanto a integracdo de dados de
expressdo génica pode fornecer informacdes valiosas sobre as vias celulares reguladas pelas
proteinas. Além disso, a analise da conectividade das proteinas na rede PPl pode ajudar a
entender os mecanismos subjacentes ao aumento ou diminuicdo do acumulo de proteinas em

um experimento.



Para cada cluster observado nas redes obtidas foi realizada a anélise de ontologia
génica, e foi possivel a obtencdo e analise de processos bioldgicos nos quais 0s clusters estao
envolvidos. No cluster 1 da rede obtida através das proteinas up reguladas da variedade
suscetivel, foi observado o processo bioldgico associado a via metabolica de resposta a toxinas.
Outro exemplo foi o cluster 4 da rede obtida através das proteinas down reguladas também da
variedade suscetivel, que apresentou os processos associados ao metabolismo de oxigénio,
espeécies reativas de oxigénio e resposta ao estresse oxidativo. Bem como e o cluster 3 desta
mesma rede, associado as vias metabdlicas relacionadas a resposta ao calor e a resposta ao
peroxido de hidrogénio. Para as redes utilizando as proteinas da variedade resistente foi
observado que o cluster 5 da rede contendo as proteinas up estd associado ao processo
metabolico de superdxido, enquanto o cluster 3 esta associado a resposta ao calor. Na rede
contendo as proteinas down reguladas, o cluster 1 esta relacionado ao processo metabdlico da

toxina, e o cluster 2 a geracao de metabdlitos precursores e energia.

A separacdo das redes obtidas em clusters, além da identificacdo dos processos
metabolicos dos clusters e a funcdo das proteinas que o compdem, bem como das proteinas
obtidas no experimento prévio, auxiliam na compreenséo do papel metabdlico que os clusters
presentes nas redes desempenham. A exemplo temos a proteina 17.3 kDa class 11 heat shock
protein-like também conhecida como HSP17.3 que foi encontrada nas duas variedades, porém
esta proteina na variedade suscetivel esteve presente no cluster 3 e foi down regulada, enquanto
que, para a variedade resistente também foi encontrada no cluster 3, porém foi up regulada.
Esse resultado encontrado é um exemplo de como essas analises envolvendo redes pode ajudar
na compreensao do metabolismo da planta em relacéo a interacao planta-patdgeno, visto que a
proteina HSP17.3 esta envolvida em vias metabdlicas relacionada a defesa contra infeccéo de
fitopatdgenos, além do que, saber em qual cluster a proteina esta inserida, a relacdo que o cluster
tem com determinado processo metabdlico e qual relacdo sua proteina obtida tem com as
proteinas adjacentes dentro ou até mesmo fora do cluster podem ajudar a identificar novas

proteinas relacionadas com o tema do objeto de estudo.



5. CONCLUSAO

As proteinas obtidas nos diferentes tratamentos apresentaram niveis de acumulo
varidveis a depender do tratamento. Dentre essas, algumas foram identificadas como
responsaveis pela defesa da planta. Deste modo, com o fato dessas descobertas, alinhada ao
estudo de redes foi possivel a identificacdo de clusters de proteinas associadas a determinada
funcdo exercida pelo cluster, o que abre o leque de informacao de possiveis proteinas ou vias
metabolicas como por exemplo processos metabdlicos de pequenas moléculas, processos
metabdlicos de co-enzimas, processo metabdlico de superdxido e processos metabdlicos da
glutationa a serem estudadas. Todo esse conhecimento gerado tem papel importante no melhor

entendimento de funcionamento da defesa do género citrus contra o fitopatdgeno Phytophthora

Spp.
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CAPITULO 2:

Modelagem de proteinas de inibidores de protease de
citros e proteases do oomiceto Phytophthora spp.:
uma abordagem computacional para compreender a

Interacao planta-patogeno.



RESUMO

Os inibidores de protease atuam suprimindo a atuacdo das enzimas proteoliticas de
microrganismos fitopatogénicos, constituindo, um importante mecanismo de defesa das plantas
contra infeccdes, podendo ser induzidos mediante ao ataque de um patdgeno ou insetos.
Compreender a estrutura e modo de agdo destas proteinas pode auxiliar no desenvolvimento de
estratégias eficientes para controle bioldgico contra fitopatdgenos. A utilizacdo da modelagem
das proteinas de interesse e da ferramenta docking molecular em estudos de interacdo planta-
patdgeno em culturas de interesse comercial é interessante para compreender como um
determinado inibidor de protease interage com uma protease produzida pelo pat6geno,
possibilitando a identificacdo e posterior selecdo dos inibidores mais eficientes para controle
biolégico. Deste modo, o objetivo deste estudo foi realizar a modelagem de proteases do
oomiceto Phytophthora sp. e de inibidores de protease de citros a partir de ortélogos de
Theobroma cacao. Foi realizada a recuperacdo em banco de dados dos inibidores de protease
em cacau e dos seus correspondentes em diferentes genomas de citrus, seis sequéncias de
proteases (ndo redundantes) foram obtidas a partir de estudos anteriores utilizando espécies de
Phytophthora spp. Apos a retirada dos peptideos sinais das sequéncias recuperadas, foi
realizado o alinhamento das mesmas, utilizando a ferramenta clustal para triagem e escolha de
algumas sequéncias para serem modeladas. A modelagem das proteinas para obtencdo do
possivel modelo 3D foi realizada utilizando dois programas computacionais: o AlphaFold2 e o
I-TASSER. Das 133 sequéncias de inibidores de proteases obtidas por ortologia, foram
eliminadas 37 sequéncias redundantes; das 96 sequéncias restantes 27 continham peptideos
sinais que foram eliminados das sequéncias. Em relacdo as sequéncias de proteases, somente
duas delas continham um peptideo sinal que foi retirado das sequéncias previamente as analises
de modelagem. Foi constatado a formacdo de pequenos subgrupos dentro do alinhamento das
sequéncias de inibidores de protease, e existéncia de duas areas mais altamente conservadas e
uma outra area menos conservada. A modelagem de inibidores de protease obtida através do
AlphaFold ndo possibilitou a obtengdo de modelos muito satisfatorios devido a propria estrutura
das proteinas. Para as sequéncias de proteases, trés sequéncias apresentaram uma boa
conformacéo 3D, enquanto que para as demais sequéncias o resultado obtido foi insatisfatorio,

ndo possibilitando a realizacdo de docking molecular.
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ABSTRACT

Protease inhibitors act by suppressing the action of proteolytic enzymes of phytopathogenic
microorganisms, constituting an important plant defense mechanism against infections, which
can be induced by attack by a pathogen or insects. Understanding the structure and mode of
action of these proteins can help in the development of efficient strategies for biological control
against phytopathogens. The use of protein modeling of interest and the molecular docking tool
in studies of plant-pathogen interaction in cultures of commercial interest is interesting to
understand how a certain protease inhibitor interacts with a protease produced by the pathogen,
enabling the identification and subsequent selection of the more efficient inhibitors for
biological control. Thus, the aim of this study was to model the proteases of the oomycete
Phytophthora sp. and citrus protease inhibitors from Theobroma cacao orthologs. Database
retrieval of protease inhibitors in cocoa and their counterparts in different citrus genomes was
carried out, six protease sequences (non-redundant) were obtained from previous studies using
species of Phytophthora spp. After removing the signal peptides from the recovered sequences,
they were aligned using the clustal tool for sorting and choosing some sequences to be modeled.
Protein modeling to obtain a possible 3D model was performed using two computer programs:
AlphaFold2 and I-TASSER. Of the 133 protease inhibitor sequences obtained by orthology, 37
redundant sequences were eliminated; of the remaining 96 sequences 27 contained signal
peptides that were deleted from the sequences. Regarding the protease sequences, only two of
them contained a signal peptide that was removed from the sequences prior to the modeling
analyses. The formation of small subgroups was observed within the alignment of the protease
inhibitor sequences, and the existence of two more highly conserved areas and another less
conserved area. The modeling of protease inhibitors obtained through AlphaFold did not make
it possible to obtain very satisfactory models due to the very structure of the proteins. For the
protease sequences, three sequences showed a good 3D conformation, while for the other

sequences the result obtained was unsatisfactory, not allowing molecular docking.
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1. INTRODUCAO

Os inibidores de protease constituem um importante mecanismo de defesa das plantas
contra infecgdes, pois atuam suprimindo a atuacdo das enzimas proteoliticas de microrganismos
fitopatogénicos (TREMACOLDI, 2009; CHAVEZ et al. 2020), as quais podem hidrolisar as
proteinas da membrana e da parede celular de plantas hospedeiras facilitando a penetragdo e
infeccdo (TREMACOLDI, 2009). Diversos estudos tém sido realizados utilizando inibidores
de protease para 0 combate a fitopatdgenos em culturas economicamente importantes, a
exemplo o basidiomiceto Moniliophthora perniciosa, causador da vassoura de bruxa no
cacaueiro e 0 oomiceto Phytophthora, causador da gomose da Phytophthora em citros (JASHNI
et al., 2015). Tais pesquisas tém contribuido significativamente para o desenvolvimento do
setor agricola. (DAMINELLI et al., 2010; MOTA et al., 2010; SILVA et al., 2018).

Uma vez que os inibidores de proteases sdo importantes para a defesa da planta contra
os fitopatdgenos, compreender a estrutura e também a funcdo destas proteinas pode auxiliar no
desenvolvimento de estratégias eficientes para controle bioldgico contra fitopatdgenos (MOTA
et al., 2010; CHAVEZ et al., 2020), além de apresentar baixa toxicidade ao homem e menor
impacto ambiental, sendo uma alternativa ao uso de agroquimicos e defensivos agricolas
(TREMACOLDI, 2009).

A biologia estrutural é uma area interdisciplinar, que combina principios da biologia,
qguimica e fisica para investigar a organizacdo das moléculas biol6gicas em formato
tridimensional, e compreender como a estrutura molecular influencia as propriedades e
atividades bioldgicas, bem como, sua relacdo com a funcdo e o comportamento dos sistemas
vivos (FERNANDEZ-LEIRO e SCHERES, 2016;). Diversas técnicas podem ser utilizadas para
estudos de biologia estrutural, tais como a cristalografia de raios X, ressonancia magnética
nuclear (RMN) e microscopia eletrdnica, que permitem a determinagdo da estrutura
tridimensional de macromoléculas (FERNANDEZ-LEIRO e SCHERES, 2016; MASRATI et
al., 2021; ZHU et al., 2021). Essas técnicas tém sido aplicadas no estudo de proteinas, acidos
nucléicos e outras macromoléculas, revelando detalhes precisos da sua organizagéo espacial e

auxiliando na compreenséo de seus mecanismos de funcionamento (ZHU et al., 2021).

O uso de ferramentas de bioinformatica em estudos na &rea da biologia estrutural
permite uma abordagem computacional para a analise e modelagem de estruturas moleculares,
ampliando as capacidades de estudos estruturais (KUHLMAN e BRADLEY, 2019). Uma das



aplicacBes da bioinformatica na biologia estrutural € a previso de estruturas tridimensionais de
proteinas a partir de sequéncias de aminoécidos. Metodos baseados em modelagem
computacional, como a modelagem por homologia e uso de inteligéncias artificiais, permitem
inferir a estrutura de proteinas com base em estruturas conhecidas e relacionadas (CRAMER,
2021; JUMPER et al., 2021). Essas técnicas tém sido aprimoradas e refinadas ao longo dos
anos, contribuindo para uma melhor compreensdo da estrutura e funcdo de proteinas de
interesse biologico (ZHANG, 2007; ZHANG, 2014; YANG et al., 2015).

A integracdo de dados estruturais com informacgdes genbmicas, protedmicas e
funcionais permite a identificacdo de relagGes estrutura-funcdo em nivel de sistemas biol6gicos
(SILLIOTE et al., 2021). A analise bioinformética desses dados em grande escala também
facilita a identificacdo de sitios de ligacdo de pequenas moléculas, residuos criticos e interacdes
moleculares relevantes. No campo da biologia estrutural, a bioinformatica tem sido
fundamental no desenvolvimento de bancos de dados e recursos online que abrigam
informacdes estruturais e funcionais de proteinas (BURLEY et al., 2019). Esses recursos, como
o Protein Data Bank (PDB) e 0 UniProt, fornecem acesso a uma vasta quantidade de estruturas
moleculares e dados associados, permitindo a realizacdo de analises comparativas, estudos de
evolucdo e modelagem de interacBes proteina-ligante (ZHU et al.,, 2021; UNIPROT
CONSORTIUM, 2021; BURLEY et al., 2021; BURLEY et al., 2022).

A técnica de docking molecular, também conhecida como ancoragem molecular é uma
abordagem que realiza a predi¢do da melhor posicédo e orienta¢do na interacdo entre proteinas
e é realizada com base na modelagem das proteinas de interesse (FAN et al., 2019). A utilizacédo
da modelagem tridimensional das proteinas de interesse e do docking molecular em estudos de
interacdo planta-patdgeno em culturas de interesse comercial é interessante para compreender
como um determinado inibidor de protease interage com uma protease produzida pelo
patdgeno. Esta abordagem, possibilita a identificacdo e selecdo dos inibidores mais eficientes
para controle biolégico, bem como desenvolvimento de inibidores de protease sintéticos a partir
de compostos que imitam as caracteristicas estruturais de inibidores de proteases natural
(BARROS et al., 2010; MOTA et al., 2010; CHAVEZ et al., 2020).

Deste modo, o objetivo deste estudo € modelar in-silico proteases do oomiceto
Phytophthora spp e inibidores de proteases em Citrus sinensis, a partir de sequéncias ortologas
de Theobroma cacao.



2. MATERIAIS E METODOS

3.1 Recuperacédo em banco de dados e alinhamento de sequéncias

Foram utilizados inibidores de proteases oriundos de cacaueiro (Theobroma cacao),
obtidos em estudos prévios, para anélise de dominios no software InterProScan (JONES et al.,
2014). Em seguida foi obtido o cddigo referente a familia de proteinas em estudo (cddigo IPR).
Foi realizada uma busca com base no cddigo obtido (IPR036354) em anotacdo de genomas de
espécies de Citrus (Dados do grupo de pesquisa), das quais, foram resgatadas as sequéncias no
formato FASTA das sequéncias correspondentes.

As sequéncias de proteases foram obtidas a partir de estudos anteriores utilizando
espécies de Phytophthora sp sendo obtidas seis proteases. Em seguida, foi realizada a analise
das sequéncias para a retirada de sequéncias redundantes através do programa jalview
(PROCTER et al., 2021) dos inibidores de protease de citros e das proteases de Phytophthora
sp. Posteriormente, foi feita a avaliacdo para a identificacdo de presenca de peptideo sinal
utilizando o signal p (verséo 0.5) (ARMENTEROS et al., 2019) em ambos 0s grupos, 0s quais
foram retirados quando presentes. As sequéncias sem peptideos sinal foram alinhadas

utilizando a ferramenta clustal.

No alinhamento das sequéncias de inibidores de proteases, houve a formagéo de grupos,
nos quais foram selecionadas para modelagem uma sequéncia amostral para cada grupo
formado. J& para as sequéncias de protease de Phytophthora sp, todas as sequéncias foram

selecionadas para posterior modelagem devido ao pequeno nimero de sequéncias disponiveis.

3.2 Modelagem

A modelagem das proteinas de interesse foi realizada utilizando dois programas
computacionais: o AlphaFold2 que é uma ferramenta de modelagem de proteinas que utiliza
redes neurais profundas (deep learning) para prever a estrutura tridimensional de proteinas a
partir de sua sequéncia de aminoacidos. utilizando aprendizado de maquina, a partir de um
conjunto de dados de proteinas com estruturas conhecidas (JUMPER et al., 2021) e o I-
TASSER, o qual utiliza uma abordagem iterativa de refinamento no qual se baseia na
comparacdo de sequéncias de aminoacidos da proteina logo depois ocorre a montagem da

estrutura e depois o refinamento atraves simulagdo molecular e otimizacdo de energia (ROY et



al., 2010), todas as sequéncias escolhidas foram utilizadas em ambas as ferramentas obtendo
seu possivel modelo 3D.



3. RESULTADOS

Foram obtidas 133 sequéncias FASTA de proteinas referente a inibidores de proteases
de citros por ortologia. Ap6s o alinhamento, foram eliminadas 37 sequéncias redundantes,
utilizando a ferramenta jalview, das 96 sequéncias restantes, 27 sequéncias continham peptideo
sinal que foram eliminados das sequéncias. Para as sequéncias de proteases, das seis sequéncias
obtidas ndo foi apresentado redundancia entre elas, sendo retirado peptideo sinal de duas

sequéncias.

O alinhamento utilizando a ferramenta Clustal presente no Jalview permitiu a
constatacdo da formacdo de pequenos subgrupos dentro do alinhamento das sequéncias de
inibidores de protease. Também foi possivel observar entre as sequéncias a existéncia de dois

dominios mais conservados e outro dominio menos conservado (Figura 1 e 2).

Figura 1. Destaque em vermelho indica a formacdo de grupos observados através do

alinhamento das sequéncias de inibidores de protease de citros.
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Figura 2. Alinhamento de sequéncias de inibidores de protease. Dominio menos conservado

destacado em vermelho, dominios mais conservados estdo destacados em preto.

Para as sequéncias das proteases ndo foi necesséario realizar o alinhamento das

sequéncias, devido ao baixo numero de sequéncias e grande diferenga entre elas, ndo sendo

necessario a triagem para a escolha das sequéncias a serem modeladas para utilizacdo em

possivel docking molecular.

A modelagem obtida através do AlphaFold utilizando uma sequéncia de cada grupo

formado no alinhamento, ndo foi possivel a obtencdo de modelagens muito satisfatorias, visto

que parte da sequéncia das proteinas de inibidores de proteases modeladas apresentaram nivel

de conformacéo very low (Figura 3).



piDDT: W= Very low (<50) Low (60) == OK(70) Confident (80) W Very high (>90) plDDT: mmm Very low (<50) Low (60) m=m OK (70) Confident (80) Wmm Very high (>90)

pIDDT: == Very low (<50) Low (60) w== OK(70) Confident (80) W= very high (>90) plDDT: == Very low (<50) Low (60) === OK (70) Confident (80) == Very high (>90)

Figura 3. Tentativa de modelagem de algumas sequéncias de inibidores de protease de citros.

Para as sequéncias de proteases, trés sequéncias apresentaram boa conformacéo 3D;
enquanto que as demais sequéncias o resultado obtido foi insatisfatorio, como demonstrado nas

figuras 4 e 5.

plDDT: W Very low (<50) Low (60) === OK (70) Confident (80) mmm Very high (>90) pIDDT: WM Very low (<50) Low (60) == OK (70) Confident (80) wmm Very high (>90)

piDDT: wmm Very low (<50) Low (60) e OK (70) Confident (80) W= Very high (>90)

Figura 4. Modelagem protease de Phytophthora sp com conformacdo 3D satisfatoria

(confidente > 80%).



plODT: wmm Very low (<50) Low (60) ®== OK (70) Confident (80) wmm Very high (>90) piDDT: mmm  Very low (<50) Low (60) w=m OK (70) Confident (80) mmm Very high (>90)

pIDDT: wmm Very low (<50) Low (60) === OK (70) Confident (80) W Very high (>90)

Figura 5. Modelagem protease de Phytophthora sp com conformacéo 3D insatisfatéria (very
low < 50%).

Devido a falta de modelos 3D dos inibidores de proteases com estrutura satisfatoria, ndo
foi possivel realizar docking molecular utilizando os inibidores de proteases e as proteases

modeladas.



4. DISCUSSAO

As sequéncias de inibidores de proteases ndo obtiveram boa conformacéo, visto que,
elas ndo tinham muitos representantes jA& modelados em banco de dados para a utilizagdo de
modelagem por homologia. Por esta razdo, foram utilizadas as ferramentas AlphaFold e I-
Tasser na tentativa da modelagem. No entanto, essas ferramentas também ndo foram suficientes
para determinar a conformacdo total das proteinas. Uma das possiveis explicacdes pode estar
relacionada ao fato de que é possivel que as regiGes ndo modeladas sejam IUPs (Intrinsically
Unstructured Proteins), podendo dificultar a modelagem das proteinas, visto que as regides
com IUPs apresentam uma alta flexibilidade conformacional, podendo adotar diferentes
conformacdes estruturais em funcdo das interacfes com outras moléculas no ambiente celular
(TOMPA e FUXREITER, 2007). Outra relagdo que pode ser feita, é a alta flexibilidade das
regides com IUPs, dificultando a previsdo da sua estrutura tridimensional utilizando métodos
de modelagem de proteinas, como a predicdo de estruturas por homologia ou 0 uso de
ferramentas de docking molecular. Além disso, essas regides podem apresentar caracteristicas
de desordem conformacional que tornam dificil a sua resolucéo por técnicas de cristalografia
de raios-X ou espectroscopia de RMN (Ressonancia Magnética Nuclear) (GROMIHA et al.,
2017).

Por outro lado, a dificuldade de modelagem devido aos possiveis IUPs presentes nas
sequéncias dos inibidores de proteases sdo importantes para a funcdo dos inibidores, pois essas
regibes com IUPs sdo frequentemente responsaveis pela interacdo com a protease-alvo e podem
apresentar diferentes conformacdes estruturais em funcéo do tipo de protease e do ambiente
celular, podendo ser util em certas aplicagdes, como em interagdes proteina-proteina ou
proteina-acido nucleico, onde a alta flexibilidade conformacional pode permitir o
reconhecimento e o ajuste fino das interacbes moleculares (LEE et al., 2014; GROMIHA et al.,
2017).

A escolha para da ferramenta para a modelagem das proteinas foi o AlphaFold versédo
(ColabFold v1.5.2), visto que as tentativas de modelagem pelo AlphaFold obtiveram modelos
melhores do que a ferramenta I-Tasser. Apesar da grande relevancia da ferramenta I-Tasser, 0
AlphaFold vem demonstrando superioridade em relacéo as outras ferramentas de modelagem
de proteinas, como ficou evidente na disputa vencida na CASP13, em 2018. Senior et al (2020)
comentam que o AlphaFold foi treinado em um grande conjunto de dados de proteinas com

estruturas conhecidas e foi capaz de prever a estrutura de muitas proteinas em niveis de precisdo



comparaveis ou superiores aos experimentos de resolucdo de raios X e de crio-microscopia
eletronica. Como resultado, o AlphaFold tem o potencial de acelerar a pesquisa em varias areas
da biologia, incluindo o desenvolvimento de medicamentos e a compreensdo de doencas
(JUMPER et al., 2021)

O uso do da versdo do AlphaFold colab talvez seja o responsavel pela modelagem
insatisfatoria das proteinas, visto que, a versdo online possui limitagdes no poder de
processamento e quantidade de sequéncias presente no banco de dados, diferente da versao
completa do AlphaFold, presente no servidor da propria ferramenta. E possivel que a utilizagio
da ferramenta completa possa sanar o problema relacionado a modelagem das proteinas

possibilitando prosseguir com a pesquisa.

Uma alternativa viavel para a resolucéo deste problema seria a utilizacdo de técnicas de
simulacdo em dindmica molecular, essa técnica permite revelar os movimentos atdmicos
referentes a proteina em questdo, sendo possivel a obtencdo de diversos modelos proteicos a

depender das variaveis utilizadas na simulacdo dinamica (HO e DILL, 2006).

Devido a grande quantidade de sequéncias para a modelagem, a utilizacdo de arvores
filogenéticas pode ser necessaria para a discriminacgdo e escolhas de sequéncias representantes
de grupos especificos formados na arvore. Esta abordagem pode ser necessaria, uma vez que, a
modelagem de todas as sequéncias recuperadas pode se tornar inviavel devido ao alto custo da

sintetizacdo do material a ser utilizado em pesquisas futuras.



5. CONCLUSAO

As sequéncias obtidas para a modelagem apresentam desafios a serem superados.
Devido as dificuldades ja explanadas anteriormente, a utilizacdo de arvores filogenéticas pode
ser de grande ajuda na selecdo das sequéncias a serem modeladas. Além disso, o possivel uso
do servidor com os dados completos do AlphaFold pode sanar a dificuldade encontrada na
modelagem das proteinas, e possibilitar a utilizacdo das proteinas em docking molecular,
auxiliando em trabalhos futuros utilizando esses inibidores para o combate contra a

Phytophthora spp.
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CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho integrou analises de proteinas up e down reguladas, redes de interacao PPI
e estudos de biologia estrutural para melhor compreender os mecanismos moleculares
relacionados a regulacéo e defesa das plantas de citrus. Os resultados obtidos contribuem para
0 avanco do conhecimento na area e podem ser Uteis no desenvolvimento de estratégias mais

eficazes de controle de doencas causadas por Phytophthora em citrus.

No entanto, é importante ressaltar que esse € um campo de pesquisa em constante
evolucdo, e ainda ha muito a ser explorado. Futuros estudos podem se concentrar na validacéo
experimental das interacdes identificadas, na otimizacdo dos modelos de inibidores de protease
e proteases de Phytophthora e na aplicacdo pratica desses conhecimentos para o

desenvolvimento de abordagens sustentaveis de controle de doencas em citrus.

Em suma, este trabalho contribui para a compreensdo dos mecanismos moleculares
envolvidos na regulacdo e defesa de plantas de citrus por meio da integracdo de dados de
expressao génica, redes de interacdo PPI e estudos de biologia estrutural. Esperamos que essas
descobertas possam ter aplicacfes praticas na protecdo de cultivos de citrus e na promogdo da

agricultura sustentavel.



