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RESUMO

A cultura do cacau é de grande importancia econédmica em paises produtores da
semente e produtores de chocolate, e move um mercado que alcanca hoje ao redor de U$
50 bilhées. As doengas fungicas sdo um fator importante na redugcdo de producédo de
cacau. No Brasil, o principal responsavel pela perda na producdo € o basidiomiceto
Moniliophthora perniciosa, agente etiolégico da doenga conhecida como vassoura de
bruxa, que arrasou a producao brasileira na década de 90.

A doenca tem como caracteristica a néo elicitagdo de resposta hipersensitiva
(HR), o que permite a colonizagao de tecidos vegetais pelo fungo. HR é uma resposta que
desencadeia a inducdo da expressdo de proteinas denominadas PRs (pahtogenesis
related), que agem contra patdogenos. Entre as PRs encontram-se as PR5, conhecidas
como taumatinas.

Analise do genoma de M. perniciosa resultou na anotagdo de 13 genes que
codificam proteinas Taumatina- like (MpTLPs). Apesar de serem bem descritas como
proteinas antifingicas em plantas, estudos em fungos basidiomicetos apontam seu
envolvimento no remodelamento celular durante a formagéo cogumelos. M. perniciosa € a
espécie de fungo com o maior nimero de TLPs descritos até o momento, tendo 6 deles
organizados em clusters, indicando eventos de duplicacdo. Andlise filogenética revelou
uma maior quantidade de TLPs em basidiomicetos, quando comparado a ascomicetos,
indicando sua participacdo na formacao de cogumelos. No geral, MpTLPs sao transcritas
durante a fase de vassoura seca da doencga, onde o galho seco esta sujeito a infecgédo de
fungos oportunistas, indicado a contribuicdo dessas proteinas no combate contra esses
fungos, além de poder estar participando no desenvolvimento de sua parede para
formacao de basidiocarpo e na degradacao da parede celular da planta.

Além das MpTLPs, andlise de transcriptoma revelou um total de 35 MpCSEPs

(Proteinas Candidatas a Efetores de Patogenicidade Secretados pelo fungo) com valor de
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RPKM >50 foram identificadas em plantas de cacau infectadas. Esses genes sao
expressos preferencialmente na fase inicial da doenca (Vassoura verde), onde
encontramos o fungo ainda em fase biotréfica. Em geral, esses genes codificam proteinas
pequenas e ricas em cisteinas que sao caracteristicas tipicas de efetores de viruléncia
(AVRs), podendo ser uma evidéncia de que esses genes codificam potenciais efetores.
Apéds triagem, 16 desses genes foram escolhidos para a caracterizagao
estrutural. Destes, sete foram clonados para expressao de proteina heteréloga, o que
resultou ao final do estudo a cristalizagéo de 2 proteinas (MpCSEP 5 e MpCSEP 14). Os
cristais obtidos até o momento foram testados em linha de luz MX1 e MX2, mas nao
apresentou difracdo e os processos de refinamento dos cristais deverao ser continuados.
As proteinas obtidas nesse estudo poderdo ser utilizadas em testes enzimaticos em

trabalhos futuros, para sua completa caracterizagao estrutural e funcional.

viii



ABSTRACT

The cocoa cultivation have great economic importance in the seed and chocolate
producing countries , moving a market that presently reaches around $50 billion. Fungal
diseases are the major factor in reducing cocoa production. In Brazil, the main responsible
for the production loss is the basidiomycete Moniliophthora perniciosa, known as the
etiological agent of witches' broom disease , which devastated the Brazilian production in
the 90's disease.

The disease is characterized by not eliciting a hypersensitive response (HR), which
allows the plant tissue colonization by the fungus. HR is a response that triggers the
induction of the expression proteins called PRs (pahtogenesis related), which act against

pathogens. Among the PRs, PR5 are known as thaumatins.

M. perniciosa genome analysis resulted in the annotation of 13 genes encoding
proteins Thaumatin - like (MpTLPs). Despite being well described as antifungal proteins in
plants, fungi basidiomycetes studies suggest its involvement in cellular remodeling during
mushroom formation. M. perniciosa fungal is the species with the highest number of TLPs
described so far, with 6 of them organized in clusters, indicating duplication events.
Phylogenetic analysis revealed a greater number of TLPs in basidiomycetes when
compared to ascomycetes, indicating their involvement in the formation of mushrooms.
Overall, MpTLPs are transcribed during the dry broom disease, where the dead branch is
subject to opportunistic fungal infection, indicating the contribution of these proteins in the
fight against these fungi, and can be participating in the development of your wallpaper for
training basidiocarp and in the cell wall degradation of the plant.

Besides MpTLPs, transcriptome analysis revealed a total of 35 MpCSEPs
(candidate secreted effectors of pathogenicity protein by the fungus) with RPKM value >

50 have been identified in infected cocoa plants. These genes are preferentially expressed



in the early phase of the disease (Green Broom), where we found the fungus still in
biotrophic phase. In general, these genes encode small and rich in cysteine that are typical
characteristics of virulence effector (AVRs) proteins, which can be evidence that these
genes encode potential effectors.

After screening, 16 of these genes were chosen for structural characterization. Of
these, seven were cloned for expression of heterologous protein, resulting at the end of
the study the crystallization of 2 proteins (MpCSEP 5 and 14). The crystals obtained so far
been tested in MX1 and MX2 light line, but showed no diffraction and processes of crystals
refinement should continue. The proteins obtained in this study may be used in enzymatic

assays in future work to its full structural and functional characterization.
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1- INTRODUCAO
1.1- A cultura do cacau

O cacaueiro (Theobroma cacao L) € uma planta da familia Malvacea originaria da
regido da bacia Amazonica, que aos poucos foi dispersando-se para a regiao dos Andes e
paises da América do Sul e Central como Venezuela, Coldmbia, Equador, e México. No
Brasil, o cacaueiro foi levado até o sul da Bahia e essa regido se tornou a maior produtora
nacional, respondendo por 75% da producéao brasileira (Purdy e Schmidt, 1996; Evans e

Prior, 1987).

Figura 1: O cacaueiro e seu principal produto. A- arvores de cacau com frutos, B- destaque
para as flores no cacaueiro, C- frutos de cacau, D- fruto de cacau cortado longitudinalmente, 5-
Sementes (améndoas) do cacau.

As améndoas produzidas pelo fruto do cacaueiro constituem a principal matéria

prima para a produg¢ao do chocolate, um alimento energético muito apreciado. Além desse

produto, o cacaueiro também é responsavel pela produgédo de manteiga de cacau, licor de




cacau, sucos, e também a produgéo de pectina e geleias através da casca de seus frutos.

Por ser uma cultura arbérea de alta dependéncia de mao de obra, a produgéao dos
frutos de cacau e seus derivados € responsavel pela criacdo de empregos e
desenvolvimento da regido sul da Bahia. Entretanto, a producdo dos frutos foi
drasticamente afetada com o aparecimento do fungo Moniliophthora perniciosa na Bahia

(Pereira et al., 1989).

1.2- Moniliophthora perniciosa e a Vassoura de Bruxa

Moniliophthora perniciosa (Stahel) Sing. € um fungo endémico originario da regiao
amazédnica responsavel pela principal doenga do cacau conhecida como vassoura de
bruxa (Witche's broom disease, WBD). Este fungo foi descrito por Stahel em 1915 como
Marasmius perniciosus. Em 1942, o fungo foi reclassificado sendo transferido para o
género Crinipellis, e renomeado para Crinipellis perniciosa (Stahel) Sing. O fungo
pertence a familia Tricholomataceae, ordem Agaricales, divisdo Basidiomicota, e
apresenta diferentes biétipos: o biétipo C (infecta Theobroma sp e Herrania SP); o bibtipo
S, (infecta plantas da familia Solanaceae); o biétipo B (infecta Bixaceae); e o biétipo L ou
liana saprotréfico, (que coloniza uma variedade de substratos). Em 2005, o biodtipo C
sofreu uma reclassificacdo devido a estudos morfolégicos e moleculares, passando a ser
incluido no género Moniliophthora, sendo renomeado como Moniliophthora perniciosa
(Aime e Phillips-Mora, 2005).

M. perniciosa possui um ciclo de vida hemibiotréfico. No primeiro estagio da
doenga, o fungo é biotréfico (ou parasitico), com hifas monocariéticas, sem grampos de
conexao, que se desenvolvem lentamente no apoplasto vegetal. No segundo estagio, o
fungo é saprotréfico ou (necrotréfico), apresentando hifas dicariéticas com grampos de
conexao, tendo desenvolvimento acelerado em tecidos necrosados ou mortos (Hedger et

al., 1987). Seu ciclo infectivo se inicia quando esporos do fungo dispersos pela agua ou ar



encontram tecidos meristematicos, almofadas florais ou frutos em desenvolvimento
(Evans e Bastos, 1979). Ao atingirem a superficie da cuticula ou base de tricomas, os
basididsporos germinam, emitindo tubos germinativos que invadem os tecidos através dos
estbmatos ou de lesbes na cuticula (Silva e Matsuoka, 1999). Os micélios biotroficos
crescem intercelularmente no fluido apoplastico, um meio considerado pobre em
nutrientes (Pirovani et al., 2005). Esta colonizagdo desencadeia alteragdes fenotipicas no
hospedeiro que s&o os sintomas caracteristicos da doenga: clorose, crescimento
hiperplasico e hipertrofico dos tecidos meristematicos e perda da dominancia apical que
resulta em superbrotacdes e desenvolvimento anormal da planta. Esses ramos anémalos
derivados dessa infeccdo sdo conhecidos como “vassouras verdes”. Tal aspecto esta
provavelmente associado a um desequilibrio hormonal causado pelo patégeno na planta,
mais especificamente a uma alteracdo da relacao citocinina/auxina ap6s a infeccao.
Quando a infeccao se da através dos pontos de insercdo das flores ou inflorescéncias,
ocorre a formacdo de frutos partenocarpicos que apresentam aspecto deformado
(coloragao negra e petrificacao).

Dois meses apds a infecgdo ocorre o inicio da necrose dos ramos infectados.
Neste momento o fungo assume o estilo de vida necrotréfico, e seus micélios de tornam
dicariéticos. Por ser um fungo homotalico, essa transicdo ocorre sem a necessidade do
cruzamento entre individuos. Depois da completa colonizacdo nos tecidos mortos, o
micélio necrotrofico da origem aos basidiocarpos, que apds periodos de seca e chuva,
produzem basidiésporos, que ao serem levados pela agua ou ventos, reiniciam o ciclo de
vida do fungo. A liberagcado dos basididsporos acontece durante a noite, provavelmente
pela sensibilidade dos esporos a luz ultravioleta. Somente na fase necrotréfica do fungo, e
em condicoes de alta umidade, os basidiésporos podem ser produzidos. J& que a

proliferacdo do fungo depende de periodos alternados de seca e umidade, esse fungo se



estabeleceu muito bem no estado da Bahia, que possui condi¢des climaticas favoraveis

para o desenvolvimento de basidiésporos durante o ano todo.

Basidiésporos Infecgio Vassoura verde Vassoura seca Basidiocarpo

Micélio Necrotréfico

S R -

Figura 2. Representacao do ciclo de vida do fungo M. perniciosa. Basidiésporos germinam
sobre tecido meristematico do cacaueiro resultando na formagdo da vassoura verde, a qual €
colonizada pelo micélio biotréfico. A morte do tecido infectado € acompanhada pela mudanca para
a fase necrotréfica do fungo. Este tecido morto é denominado vassoura seca. Neste estagio da
doenca sao produzidos os basidiomas, que liberam os basididésporos, reiniciando o ciclo de vida do
patégeno.

O fungo tornou-se a principal limitagcdo a produgé@o de cacau na América do Sul,
parte da América Central e do Caribe. No final da década de 1980 detectou-se a presenca
do fungo no Sul da Bahia, aonde encontrou condicoes favoraveis para seu
desenvolvimento através da infec¢do do cacaueiro. M. perniciosa foi responsavel pela
perda de 70% da produtividade na cacauicultura brasileira, fazendo com que o Brasil
passasse de exportador para importador de améndoas de cacau. Atualmente, o Brasil € o
quinto produtor mundial, ja tendo ocupado a segunda posicao. Essa queda na producao
foi responsavel pelo aumento do desemprego de trabalhadores do campo em areas
produtoras contribuindo para o aumento da pobreza. Alguns produtores de cacau
transformaram suas fazendas em pasto, ocasionando também problemas ecoldgicos.
Esses problemas, juntamente com o problema socioecondmico provocado pela
diminuicdo de cacau levaram a busca de estratégias de combate e controle da doenca,

destacando-se a utilizacao de técnicas de manejo, como a poda fitossanitaria (Lima et al.,

1991), o uso de fungicidas (Bastos, 1989), o controle biolégico. (Bastos, 1992) e o



desenvolvimento de variedades de cacau resistentes (Pires, 1995). Porém, nenhuma
técnica conhecida até entdo se mostrou eficaz ao combate da doenca.

No ano de 2000, foi lancado o Projeto Genoma Vassoura de Bruxa
(www.lge.ibi.unicamp.br/vassoura), sob cordenacdo do Prof. Dr. Gongalo Amarante
Guimaraes Pereira. O projeto vem fornecendo dados importantes sobre o tamanho do
genoma (Rincones et al., 2003), sobre a diversidade genética do fungo (Rincones et al.,
2006), sobre os mecanismos de acao do fungo durante a doenca (Garcia et al., 2007;
Ceita et al., 2007) e da modificagcao bioquimica do cacaueiro durante a infec¢ao (Scarpari
et al. 2005; Rio et al. 2008; Zaparoli et al.73 2011; de Oliveira et al. 2012; Teixeira et al.
2012; Barsottini et al. 2013). Meinhardt et al. (2006) desenvolveram um método de cultivo
do fungo em seu estagio biotréfico, o que permitiu ao laboratério analisar a expressao de
diversos genes durante essa etapa de desenvolvimento do fungo. Além disso, estudos
demonstraram a produgéo de oxalato de célcio (Rio et al., 2008) e de proteinas indutoras
de necrose (Garcia et al., 2007; Zaparoli et al., 2009) pelo fungo. Em adicao, dois artigos
forneceram dados importantes sobre as diferengas de expressao génica entre os micélios
biotréficos e necrotréficos de M. perniciosa (Rincones et al., 2008) e sobre a constituicao
do genoma deste patégeno (Mondego et al., 2008).

No ano de 2009, foi aprovado pela FAPESP o projeto tematico intitulado “Estudo
integrado e comparativo de trés doencas fungicas do cacau — vassoura-de-bruxa,
moniliase e mal do facdo - visando a compreensdo de mecanismos de patogenicidade
para o desenvolvimento de estratégias de controle” (processo FAPESP: 2009/50119-9),
no qual o presente projeto de doutorado esta inserido. Tais doencas sdo causadas pelos
fitopatbgenos  Moniliophthora perniciosa, —Moniliophthora roreri e  Ceratocystis
cacaofunesta, respectivamente. Este conjunto de estudos visa entender os mecanismos
moleculares envolvidos na interagdo planta-patégeno que levam ao desenvolvimento de
doencas do cacaueiro, e analisar quais sao as ferramentas moleculares que estes fungos
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usam para driblar as defesas da planta no estabelecimento e progressao da infecgdo. A
partir dessa compreensao, espera-se o0 desenvolvimento de estratégias capazes de
interferir nessas interacdes e assim controlar as doengas que sdo consequéncias desses
processos.

Andlise do genoma de M. perniciosa mostra que o fungo possui genes que
codificam proteinas similares a proteinas vegetais relacionadas a patogenicidade
(proteinas PR). Em plantas, o contato com patbégenos desencadeia uma cascata de

sinalizagdo que promove a expressao desse tipo de genes.

1.3- Mecanismos de interacao planta-patégeno

Hoje, é estabelecido que as plantas possuem duas linhas de defesa contra
patégenos. A primeira linha de defesa contra todos os potenciais patégenos desencadeia
uma defesa basal e é baseada no reconhecimento de moléculas conservadas conhecidas
como PAMPS (pathogen-associated molecular patterns), pelos PRRs (PAMP-recognition
receptors) que ativa PTI (PAMP-triggered immunity) para prevenir a coloniza¢ao da planta
pelo hospedeiro (Zipfel 2008; Jones e Dangl 2006). Os representantes melhores descritos
de Pamps sao flagelinas (Felix et al., 1999) e EF-Tu e harpinas produzidas por bactérias
gram- negativas fitopatogénicas, e alguns elicitores de oomicetos e fungos. Um dos mais
conhecidos PAMPs de microrganismos é a quitina, principal componente estrutural da
parede celular de fungos.

Rincones et al. (2008) descrevem a expressao diferencial de genes relacionados a
patogenicidade durante o desenvolvimento de M. perniciosa, verificando uma maior
expressao de proteinases e lipases no estagio biotréfico do fungo. Mondego et al. (2008)
verificaram a presenca de genes que codificam proteinas secretadas ricas em cisteinas
no genoma de M. perniciosa. Esses resultados corroboram com a analise do

transcriptoma de WBD (Teixeira et al, 2013) onde verificou-se que esses genes estdo



entre os mais expressos durante a interacao planta- fungo e foram nomeados MpCSEPs (
Moniliophtora perniciosa candidate secreted effector proteins). Proteinas com essas
caracteristicas vém sendo descritas como proteinas efetoras do tipo avr (aviruléncia) (Van

den Ackerveken et al., 1993).
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Figura 3: Desenho esquematico exemplificando a primeira linha de defesa de
plantas. O ataque enzimatico da planta para células fungicas, bem como o ataque
fungico a célula vegetal liberam molélucas proveniente da digestao de sua parede celular
(PAMPs), que agem como sinalizadores da defesa de plantas e sdo reconhecidos pelos
PPR, dedencadeando PTI. Figura editada a partir de
http://www.ccrc.uga.edu/~mao/plapath/PPtext.ntm. The University of Georgia

A segunda linha de defesa de plantas envolve o reconhecimento de proteinas
efetoras especificas (Avrs) produzidas pelo patdégeno por proteinas produzidas por genes
R do hospedeiro. Quando ha essa interacdo, ocorre a sinalizacdo para a defesa da
planta, (Pinheiro et al.,, 1999) que desencadeia a segunda linha de defesa de planta,
superando a PTI. Quando ha o reconhecimento, a interagdo é caracterizada como
incompativel, indicando que a planta € capaz de resistir ao ataque do fungo. Por outro

lado, se o patdbgeno nao apresentar o gene avr ou ainda, algum efetor de patogenicidade
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ndo reconhecido pelo hospedeiro, ou se a planta ndo possuir 0 gene R, ocorre uma
interacao compativel, que significa que a planta esta susceptivel ao ataque do patégeno
(Knogge, 1996; Nimchuck et al., 2003). Esse mecanismo conhecido como interacéo
gene-a-gene vem sendo suplantado pela “teoria do guarda”. Nesse caso, as proteinas
sintetizadas por genes avr interagem com “proteinas-guarda”, que séo reconhecidas pelas
proteinas R, e induzem a resposta de defesa. Assim sendo, a interagao entre proteinas R
e avr seria indireta (Dangl e Jones, 2001; Marathe e Dinesh-Kumar, 2003). O
reconhecimento de proteinas Avrs pelas proteinas R ativam ETI (effector-triggered
immunity), que provoca morte celular programada nas células do hospedeiro, conhecida
como HR (Hypensentitive response). Essa resposta gera lesdes necréticas préximas ao
sitio de infeccao que impedem que o patégeno se prolifere. A ativacdo da resposta da
planta para o combate ao patégeno depende da eficiéncia do hospedeiro em reconhecer
a presenga do organismo invasor, atraveés de mecanismos de percepgado de transducao
de sinais, que envolvem alteragdes transitérias no fluxo de ions através da membrana
plasmatica, acimulo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e de 6xido nitrico (NO). A
partir dessa cadeia de transducéo de sinal ocorrem mudancas no estado de fosforilacdo
de varias proteinas e que tem como consequéncia a ativacao de fatores de transcricdo no
nucleo da célula vegetal, com subsequente expressdo de genes de defesa da planta.

Apds a infeccdo pelos patdgenos, ocorre a sinalizagdo de defesa sistémica
conhecida como SAR (Systemic acquired resistance), que confere uma resisténcia de
longa duragédo, em alguns casos de amplo espectro, sendo efetiva contra doengas
causadas por virus, bactérias e fungos (Ryals et al., 1996). SAR é uma das vias de defesa
da planta que pode ter sua origem sinalizada pela HR, que cria varias rotas de defesa da
planta, pois induz a uma rede de sinalizagdes celulares e a ativagdo de uma cascata de

sinaliza¢do dependente de SA.



As cascatas de sinalizagdo via HR e SAR ativam a expresséo de varias proteinas
PRs (pathogenicity related proteins) que agem no combate contra os patéogenos. As PRs
sdo classificadas em 17 familias, as quais podemos destacar a PR-1 (funcéo
desconhecida), PR-2 (B-glucanases), PR-3 (quitinases classe I) e PR5 (Taumatina) (Stinzi
et al., 1993). Surpreendentemente, analises das sequéncias de ESTs de M. perniciosa
demonstraram que o fungo expressa um gene que codifica uma proteina similar a
proteinas da familia PR-5, as proteinas do tipo taumatina. Montagens recentes no
genoma de M. perniciosa possibilitaram encontrar mais oito sequéncias similares a
taumatinas, numero este que subiu para 13 no total depois que a montagem do genoma

foi enriquecida por dados originados de RNAseq. (Teixeira, 2012).

Figura 4. Desenho esquematico representando o reconhecimento de proteinas AVR
do patdégeno por proteinas R do hospedeiro. A interagdo resulta em uma HR
(hypersensitive response), para conter o patégeno no local da infecgdo, e ativa uma
cascata de sinalizagao,que resulta em SAR (Systemic acquired resistance) e ativam a
producdo de PRs (proteinas relacionadas a patogenicidade). Figura extraida de
http://wps.prenhall.com/esm_freeman_biosci_1/7/1955/500507.cw/index.html



1.4- Proteinas Efetoras de patogenicidade

Proteinas efetoras de patogenicidade sao codificadas por genes AVRs
(Stergiopoulos e de Wit, 2009), secretadas por patégenos dentro do organismo
hospedeiro, com o objetivo de aumentar seu poder de infeccao (Duda and Rajem 2010).
Essas proteinas agem modificando a estrutura das células do hospedeiro, controlando
processos celulares, metabolismo e funcao, e interferindo na sinalizacdo de defesa de
planta suprimindo PTI. Alguns efetores podem ser secretados por apressoérios antes da
penetracdo do patégeno na célula hospedeira, entrando nas células vegetais, atingindo
diversos compartimentos celulares, e outros se movem até células vizinhas para prepara-
las antes da invasao (Giraldo e Valetn, 2013). Essas moléculas s&o capazes, portanto, de
reprogramar a defesa da planta e, em plantas resistentes, os efetores sdo diretamente ou
indiretamente, reconhecidos por proteinas de resisténcia que residem dentro e fora da
célula da planta ou em membranas plasmaticas.

Os efetores de fungos hemibiotréficos geralmente possuem sequéncia
sinalizadora para secreg¢ao, € sdo em sua maioria proteinas ricas em cisteinas. Esses
residuos de cisteinas estao envolvidos na formacao de pontes dissulfeto que promovem a
estabilidade da proteina no ambiente hostil rico em protease no apoplasto do hospedeiro
(Stergiopoulos e de Wit, 2009). Sao proteinas pequenas, e sua expressio é especifica
durante a invasao celular em seu estagio biotrofico (de Long et al., 2011; Rafiq et al.,
2012, Djamei e Kahmann, 2012). Em oomicetes, efetores possuem motivos de
aminoacidos associados a translocagcdo do hospedeiro (RXLR, onde X representa
qualquer aminoécido, e CRN), muito préximo ao peptideo sinal. Outras ainda apresentam
motivos RSIDELD, CHXC e Y/F/WXC (Kale et al., 2010; Godfrey et al., 2010; Zuccaro et
al., 2011; Kemen et al.,, 2011), em todos os casos relacionados penetragdo dessas

moléculas nas células do hospedeiro, e em muitos casos através de haustérios. A
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Maioria dos efetores sao proteinas pequenas que perderam esses motivos,
impossibilitando a predi¢cao de funcao dessas proteinas (Bozkurt et al., 2012). Além disso,
possuem uma baixa conservagdo nas sequéncias que codificam essas proteinas.

Efetores fungicos podem ser grosseiramente agrupados em efetores
extracelulares, que sdo secretados para o apoplasto ou xilema da planta hospedeira, e
efetores citoplasmaticos, que sao translocados para dentro da célula vegetal, ou utilizam-
se de estruturas fisicas como haustoérios para penetrar nas células, (Stergiopoulos e de
Wit, 2009). Um exemplo de um efetor ndo secretado por fungo vem de M. grisea, mas é
sugerido que ele esta envolvido na biossintese de um metabdlito secundario
desconhecido o qual é secretado (Bohnert et al, 2004). Efetores apoplasticos de diversos
patbgenos podem ser usados para identificacdo de alvos de defesa de plantas
(Doehlemann and Hemestberger, 2013, Tomma et al., 2012) . Exemplos desses efetores
sdo inibidores de proteases, efetores ligantes de quitina e inibidores de peroxidases.

A versao atual do genoma de M. perniciosa codifica 35 proteinas candidatas a
efetores secretados nomeadas MpCSEPs (Moniliophtora perniciosa candidate secreted
effector proteins) que sao definidas como proteinas secretadas que ndo possuem
homdélogos caracterizados em outros organismos sequénciados. A maioria desses genes
sao exclusivamente e altamente expressos durante a interagao biotréfica do fungo com o
cacaueiro. Em geral, esses genes codificam para proteinas pequenas ricas em cisteinas
(tamanho médio de 179 aminoacidos, % Cys= 4,3%), que sao caracteristicas tipicas de

efetores de viruléncia (Stergiopoulos and de Wit, 2009).

1.5- Proteinas do tipo taumatina
TLPs (Thaumatin-like protein) sao polipeptideos de aproximadamente 200
aminoacidos (21 a 26 KDa), que possuem grande similaridade a sequéncia de Taumatina

(Velazhahan et al. 1999). A taumatina é uma proteina monomérica de sabor doce que
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contém oito pontes dissulfeto (Grenier et al. 1999), isolada do fruto da planta africana
Thaumatococcus danielli (Van der Wel e Loewe 1972).

Proteinas similares a taumatinas (TLP, thaumatin-like protein) possuem dominios
conservados que formam um acidic cleft em sua estrutura terciaria, o qual esta
relacionado a atividade enzimatica das TLPs. Algumas TLPs possuem delegcbes de
peptideos em um de seus dominios que culminam na auséncia de um acidic cleft tipico.
Essas proteinas sdo conhecidas como Small TLPs (sTLPs) encontradas em cereais,
coniferas e fungos, possuindo peso molecular de aproximadamente 16-17 KDa (Petre et
al. 2011).

Proteinas similares a taumatinas sdo o produto de uma grande familia génica de
alta complexidade que estdo envolvidas em defesa de plantas contra patégenos, e
também em um amplo espectro de desenvolvimento em fungos, plantas e animais (Liu et
al., 2010). Essas proteinas pertencem a classe de proteinas de defesa de plantas
denominadas PR-5. Embora essas proteinas sejam comercializadas como adocantes, em
sua maioria as TLPs ndo apresentam sabor adocicado (Benko-lseppon et al., 2003).
Segundo Kaneko e Kitabatake (2001), a caracteristica doce apresentada pela taumatina
tem uma forte relacdo com seus residuos de lisina. O autor promoveu modificacées
gradativas em residuos de lisina por fosfopirodoxilagdo, e apos andlises sensoriais, foi
verificada a perda do sabor doce. Apos o reestabelecimento dos residuos de lisina pela
desfosforilagdo das fosfopirodoxilagées, o sabor doce foi restabelecido. Foi sugerido
também que a estrutura secundaria da taumatina nao estéa relacionada com o sabor doce,
ja que alteracées em grupos carboxilicos da proteina ndo diminuiram seu sabor doce
(Kaneko e Kitabatake, 2001). Alguns transgéncicos com taumatina apresentaram
aumento do sabor doce (Bartoszewski et al. 2003; Wittyand e Harvey 1990). Ohta e
colaboradores (2011) relacionam dominios ricos em cisteinas de proteinas receptoras de
sabor presentes nas proteinas T1R2 e T1R3 em humanos, sendo responsaveis pela
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interacao entre elas, e somente no caso dessa interacdo é possivel detectar o sabor doce
de taumatina.

As TLPs podem ser induzidas por varios fatores de estresse, como infecgao por
fungos (Pritsch et al., 2000), ferimentos (Ruperti et al., 2002) e estresse por seca (Jung et
al., 2005). Estudos demonstram que as TLPs de plantas possuem atividade antifingica
(Hu e Reddy, 1997, Ye et al., 1999, Lam e Ng, 2001). Liu et al (2010) listou TLPs de
animais, plantas e fungos que também demonstraram propriedade antifungica. Apesar de
as TLPs de plantas demonstrarem capacidade de degradar (-1,3-glucanas, polimeros
compostos de residuos de glicose caracteristicos de parede celular de fungos, essa
atividade nem sempre esté relacionada a capacidade antifungica de TLPs (van Loon et al.
2006). Permeabilizacdo de membranas (Virges et al. 1991), mecanismos de inducéo de
apoptose (Narasimhan et al. 2005) e inibicdo de enzimas como tripsina, a-amilase e
xilanase foram descritas como atividades que podem ocasionar uma agao antifungica
(Schimoler et al. 2001; Fierens et al. 2007). Estudos mostram que algumas plantas
transgénicas expressando constitutivamente taumatina mostraram um aumento na
resisténcia a fungos (Datta et al., 1999; Fagoaga et al., 2001; Kalpana et al., 2006).

Uma TLP que apresenta atividade inibidora de xilanase (TLXI) de trigo foi descrita
por Fierens e colaboradores (2007). Os autores atribuem essa nova atividade de uma TLP
a um residuo de histidina presente na posicao 22 da proteina, ja que ao sofrer mutacao
nesse residuo de histidina, a proteina resultante ndo foi capaz de formar complexo com
GH11- xilanase, o que ocorre normalmente na proteina ndo mutada (Rombouts et al.,
2008). Além disso, foi verificado que TLXI é um inibidor ndo competitivo (ndo se liga ao
sitio ativo da enzima inibida) e que € capaz de se ligar ao substrato da reacao (Fierens et
al., 2008). Xilanases sao glicosidases (O-glycoside hydrolases) que catalisam a hidrélise

das ligacoes 1,4-b-D-xilosidicas em xilanas.
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Xilanases estdo envolvidas na producdo de xilose, uma fonte de carbono
essencial para o metabolismo celular e na infeccdo de patégenos, sendo produzidas por
bactérias, fungos e insetos (Collins et al., 2005; Belien et al., 2006). Brito et al., (2006)
verificaram que a xilanase xyn11A produzida por Botrytis cinerea é importante para a
viruléncia desse fungo necrotréfico. Xilanases vegetais foram relacionadas ao
amadurecimento de frutos e na germinagcdo de sementes (Manenoi e Paull, 2007;
Caspers et al., 2001). Além disso, A. thaliana possui xilanases expressas no sistema
vascular (Suzuki et al., 2002). Outras enzimas hidroliticas produzidas pelos vegetais séo
as B 1-3 glucanases (PR-2). Essas enzimas clivam a parede celular fungica inibindo o
crescimento do patégeno. Além disso, essa clivagem gera agucares livres (beta-glucanas)
que sao sinalizadores de defesa vegetal (York et al, 2003). Estudos cristalograficos estao
sendo utilizados para determinar a estrutura tridimensional dessas proteinas.

Alguns estudos demonstram que TLPs exibem atividade anticongelante, como as
AFPs (antifeeze proteins). Isso foi demonstrado através do isolamento de TLPs de centeio
durante aclimatacdo ao frio (Hiilovaara-Teijo et al., 1999; Yu e Griffith, 1999). Outros
experimentos demonstraram que uma TLP da larva do besouro Dendroides canadensis
agiria como realgadora da atividade de AFPs, interagindo com estas, formando complexos
maiores que as AFPs sozinhas (Wang e Duman, 2006).

TLPs estdo amplamente descritas em plantas, e estdo sendo descobertas em
muitos organismos, além de plantas (Shatters et al. 2006), incluindo nematddeos (Kitajima
and Sato 1999), insetos (Brandazza et al. 2004) e fungos (Grenier et al. 2000; Sakamoto
et al. 2006). Porém, pouco é descrito sobre a atuagcédo de TLPs em fungos. Grenier et al.
(2000) foi o primeiro a reportar a presenca de TLPs em fungos basidiomicetos. Em
estudos mais recentes, TLG1, uma TLP do cogumelo shitaque (Lentinula edodes) foi
caracterizado (Sakamoto et al. 2006). Essas proteinas nao foram detectadas em micélio
vegetativo ou em ascos novos, mas sua expressdo aumenta em corpo de frutificacao
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durante a difusdo de esporos. TLG1 possui atividade B-1,3-glucanase e demonstra
atividade degradativa em lentinan, um componente da parede celular de L. edodes
compreendendo ligagdes B-1,3 beta-glucanas comramificagdes -1,6. O autor sugere que
essas atividades podem estar relacionadas a lise da parede das células do fungo para

gue ocorra a formagao dos primérdios de basidiocarpo.

2- OBJETIVOS GERAIS

A presente tese teve como objetivo geral a caracterizacdo de duas familias de
genes relacionados a patogenicidade em M. perniciosa: MpTLPs (Moniliophtora.
perniciosa Thaumatin- like Protein) e MpCSEPs (Moniliophtora perniciosa Candidate
Secreted Effectors).

A tese sera apresentada em dois capitulos. O primeiro capitulo aborda estudos
relacionados a proteinas similares a taumatinas em M. perniciosa (MpTLPs). O segundo
capitulo aborda estudos referentes a MpCSEP (Moniliophtora perniciosa Candidate
secreted effectors). Em linhas gerais, o trabalho realizado durante este doutoramento

seguiu o seguinte organograma.
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Caracterizacao de genes relacionado a
patogenicidade de M. perniciosa

Genes Efetores potenciais de
Taumatina-like patogenicidade
Identificagdo de MpTLPs no Andlise de
genomade M. perniciosa Expresséao (RNAseq)
| Andlise das sequencias | | Identificacéo e selegéo de genes

Andlise Filogenética | Andlise de —@agem |

Expressédo (RNAseq)

| Expressao e purificagao de proteinas *

| cristalizagao I Testes de

atividade **
| refinamento I

| Resolugao estrutural ** |

Figura 5: Cronograma do trabalho abordado na presente tese.
* - Etapa limitante para a caracterizagdo das MpTLPs e algumas MpCSEPs.
**- Etapas que serao continuadas em proximos trabalhos.
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3- CAPITULO I: Caracterizacdo da familia génica Taumatina- like
de M. perniciosa.

3.1- Apresentacao

Esse capitulo refere-se ao estudo da familia génica de Taumatinas de M.
Perniciosa. Esse projeto comecou com o objetivo da caracterizacdo génica, molecular e
funcional de cada membro da familia MpTLPs. O estudo da familia génica que englobou
analise filogenética e expressao génica das MpTLPs resultou no artigo "The large family
of thaumatin-like genes in the fungal pathogen Moniliophthora perniciosa and its putative
roles in witches broom disease of cacao", submetido recentemente a revista Molecular
Genetics and Genomics. A segunda parte do presente capitulo aborda a clonagem,

expressao e purificacao de MpTLPs.

3.2- Justificativas

Taumatinas sdo proteinas descritas como PRS5 (relacionadas a patogenicidade
classe cinco) em plantas, sendo descritas como proteinas de defesas de plantas e
induzidas sob condicbes de estresse e pela exposicao de plantas a patégenos. Sao
proteinas tipicas de defesa de planta, podendo apresentar diversas atividades. Entre elas,
atividade antifungica, B- glucanolitica e inibidora de xilanase. Estudos recentes
descrevem TLPs em outros organismos, incluindo fungos basidiomicetes. Pouco é
descrito sobre a atuacdo dessas proteinas durante o ciclo de vida de fungos. O Estudo da
familia génica MpTLP se faz importante por tratar de um tipo de proteina que possui um
amplo espectro de atividades, e ainda, por se tratar de uma familia génica com muitos
representantes (13 no total). Consideramos ainda a possibilidade de que membros da
mesma familia podem desempenhar funcdes diferentes durante o desenvolvimento da

doenca.
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3.3- Objetivo especifico
O objetivo desse trabalho foi a identificacdo e andlise de sequéncias de genes
similares a taumatinas (TLPs) em M. perniciosa, bem como a caracterizagcdo molecular e

funcional das proteinas MpTLPs.

18



3.4- Artigo submetido a revista Molecular Genetics and Genomics:
The large family of thaumatin-like genes in the fungal pathogen
Moniliophthora perniciosa and its putative roles in witches broom disease of

cacao

Sulamita de Freitas Franco', Marcelo Falsarella Carazzolle', Paulo José Pereira Lima
Teixeira', Osvaldo Reis’, Gongalo Amarante Guimaraes Pereira'*, Jorge Mauricio Costa

Mondego?

1 - Laboratério de Genbmica e Expressdo, Departamento de Genética, Evolugédo e
Bioagentes, Instituto de Biologia, UNICAMP, Campinas, SP, Brasil

2 - Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de Recursos Genéticos Vegetais, Instituto
Agronémico, Campinas, SP, Brasil

*- Corresponding author: goncalo@unicamp.br

# - These authors contributed equally to this paper

Keywords: Thaumatins, Moniliophthora perniciosa, cacao, gene family, gene expansion,

RNAseq.

19


mailto:goncalo@unicamp.br

Abstract

Moniliophthora perniciosa is a hemibiotrophic basidiomycete pathogen that is the
etiological agent of Witches Broom Disease (WBD) of cacao. The inspection of M.
perniciosa genome draft resulted in the annotation of thirteen genes encoding Thaumatin-
like proteins (TLPs), which are part of a wide gene family present in plants, fungi and
animals. In plants, these proteins are known to act as fungal inhibitors, but more recent
reports in basidiomycete indicate an involvement in mushroom cell wall remodeling. Based
on the analysis of fungal genomes, Moniliophtora perniciosa was found to be the fungus
species with largest number of TLPs (13 genes), with six of them being are organized in
three gene clusters, indicating events of gene duplication. Phylogenetic data revealed a
large number of TLPs in basidiomycete when comparing with ascomycete, supporting a
participation in specific traits of mushroom-forming species. We found a protein
(MpTLP12) containing structure traits such as the small protein length (similar to small
TLPs), the absence of amino acid residues composing the REDDD motif and the lack of
the conserved acidic cleft of TLPs. By inspecting M. perniciosa RNAseq atlas we found
that each TLP present specific expression profiles but most of them are transcribed during
late stages of WBD, when infected stems are dried (‘dry brooms’) and opportunistic fungus
are detected in this tissue. We discuss the possible contribution of TLPs as components
for the combat against fungal contenders, in fungal cell wall development and plant cell

wall degradation.

Introduction

Moniliophtora perniciosa (Stahel) Aime & Phillips-Mora is a basidiomycete
pathogen that causes Witches Broom Disease (WBD) of cacao (Theobroma cacao L.),
(Aime and Phillips-Mora 2005), one of the most devastating phytopathological problems in

the Americas. The disease is responsible for leading to serious economical problems in
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producing regions with losses reaching from 50% to 90% of production (Meinhardt et al.
2008; Purdy and Schmidt, 1996). This fungus has a hemibiotrophic lifestyle, and presents
two morphologicaly distinct mycelia. The disease begins when basidiospore comes into
contact with healthy meristematic cacao tissues, flower cushions or developing fruit
(Evans, 1980). Basidiospore germination originates monokaryotic biotrophic (parasitic)
mycelia that slowly grow in the intercellular space. During this stage of the interaction,
hypertrophy and hyperplasia of the meristematic tissues is observed in an anomalous
structure named as ‘green broom’ (Evans, 1978, Penman et al. 2000, Silva, 1999). After
two to three months, the fungus becomes dikaryotic and clamp connections. These
necrotrophic mycelia invade the plant cell and necrosis occurs in the infected tissues
causing the "dry broom" aspect (Evans and Bastos, 1980; Frias et al. 1991). After
alternate dry and wet periods, the fungus produces basidiomata that release
basidiospores, reinitiating the cycle. In fruits, M. perniciosa also cause necrosis of the
infected tissues (Baker and Holliday 1957).

In 2000, the Witches’ broom Genome Project was initiated aiming to decode the M.
perniciosa genome. Since then, many reports have been elucidating the mechanisms by
which the fungus infects the cacao, and also the plant biochemical modifications related to
the WBD (Scarpari et al. 2005; Rio et al. 2008; Zaparoli et al. 2011; de Oliveira et al.
2012; Teixeira et al. 2012; Barsottini et al. 2013). The molecular pathways of the trigger
that makes the fungus change from biotrophic to a necrotrophic mycelia are not completely
elucidated; however a recent study pinpoint that an alternative oxidase (AOX) plays a role
in the biotrophic development of M. perniciosa and regulates the transition from parasitic to
necrotrophic stage (Thomazella et al. 2012).

Pathogenicity related proteins (PR proteins) are plant proteins expressed during
hypersensitive response (HR) and Systemic acquired resistance (SAR) involved in the
combat against pathogens (Van loon et al. 2006). PRs are classified into 17 families,
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which include PR-5 proteins, also known as Thaumatin-like proteins (TLPs; Stinzi et al.
1993). TLPs are polypeptides of approximately 200 amino acid residues (21 to 26 kDa).
that share sequence similarity with thaumatin (Velazhahan et al. 1999), a monomeric
sweet-taste protein that contains eight disulfide bonds (Grenier et al. 1999), originally
isolated in the fruit of the African plant Thaumatococcus danielli (Van der Wel and Loewe
1972). These proteins have conversed domains that form an acidic cleft in their tertiary
structure. This cleft is related to the enzymatic activity of TLPs (Liu et al. 2010). Small
TLPs (sTLPs) found in cereals, conifers and fungi have molecular mass of 16-17 kDa and
have a peptide deletion that abolishes the formation of typical acidic cleft (Petre et al.
2011).

Up-regulation of TLPs has been described in many higher plants infected by
pathogens, including bacteria, oomycetes and fungi (Pritsch et al. 2000; Liu et al. 2010,
Mukherjee et al. 2010). Subcellular Localization studies revealed that plant pathogen-
inducible TLPs are secreted to the apoplast (Islam et al. 2009; Wang et al. 2010). Despite
being more studied in plants, TLPs have been discovered in a wide range of organisms
(Shatters et al. 2006), including nematodes (Kitajima and Sato 1999), insects (Brandazza
et al. 2004) and fungi (Grenier et al. 2000; Sakamoto et al. 2006). In a review Liu et al
(2010) lists TLPs from animals, plant and fungi that have been shown to exhibit antifungal
activity. Even though plant TLPs were found to degrade B-1,3-glucans, polymers
consisting of glucose residues characteristic of fungal cell walls, this activity is not always
related to their anti-fungal capacity (van Loon et al. 2006). Membrane permeabilization
(Virges et al. 1991), apoptosis-inducing mechanism (Narasimhan et al. 2005) and
inhibition of enzymes such as trypsin, a-amylase and xylanase were described as activities
that can entail to antifungal properties (Schimoler et al. 2001; Fierens et al. 2007).

Grenier et al. (2000) were the first to report the presence of TLPs in basidiomycete
fungi. More recently, TLG1, a TLP of the shitake mushroom (Lentinula edodes) was
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characterized (Sakamoto et al. 2006). This protein was not detected in vegetative
mycelium or young and fresh mushrooms, but its expression increases following
mushroom harvest and spore diffusion. TLG1 exhibited B-1,3-glucanase activity and
demonstrated degrading activity against lentinan, a L. edodes cell wall component
comprising B-1,3 beta-glucan with 3-1,6 branching.

This manuscript reports the identification of a TLP gene family in the M. perniciosa
genome (MpTLPs). The annotation of publicly available fungal genomes revealed that
TLPs presence seems to be pervasive in basidiomycete fungal genomes. We also
performed a phylogenetical analysis, evaluated structural features of MpTLPs through
protein modelling, and verified their in-planta expression profile as well as in in vitro stages
of M. perniciosa development. Based on these results, we provide insights that reinforce
the participation of these proteins in avoidance of fungal competitors and in fungal cell wall
development and suggest a possible contribution in plant cell wall degradation and plant
defense suppression.

Materials and methods

M. perniciosa Genome and transcriptome analyses

One TLP gene (MpTLP1) was identified during the annotation of Sanger M.
perniciosa EST libraries (Rincones et al. 2008). Using the MpTPL1 sequence as bait,
tBLASTN searches were performed in a draft assembly of the M. perniciosa genome
obtained by Sanger methodology (Mondego et al. 2008). This search led to the
identification of 3 additional TLP genes with high similarity to MpTLP1. With the
emergence of new DNA sequence technologies, the M. perniciosa genome assembly was
improved with a dataset from 454-pyrosequencing and Illlumina sequencing and additional
BLAST searches revealed 9 new TLP sequences

(http://www.lge.ibi.unicamp.br/vassoura/bib). The complete open reading frames (ORFs) of
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these genes were predicted by Augustus software (Stanke et al. 2004) and intron-exon

boundaries were confirmed with alignment with RNAseq libraries.

Search for TLP in public genomic databases and sequence analyses
Forty six fungal genome sequences available on the Joint Genome Institute (JGl,

http://www.jgi.doe.gov) in the Broad Institute (http:/www.broadinstitute.org) and in the

NCBI protein websites were mined using MpTLP sequences and a maize thaumatin
(zeamatin; NP_001105356.1) sequences (Roberts and Selitrennikof, 1990) as baits in
BLAST searches. Similar sequences to MpTLP were retrieved from filtered models
databases from JGI and Broad (Cut-off E-value was < 1 E"'°). TLP sequences from plants,
arthropods and nematodes present in NCBI database were individually examined and
amino acid sequences with a complete thaumatin family domain were retained for further
analyses. For all amino acid sequence comparisons, the procedure described by Petre et
al, (2012) was applied, limiting the TLP domain as N-x-C-x (3)-V/I-W and Y-x-1/V-x-F-C-x
in the N- and C-terminal ends, respectively. Only proteins covering almost 95% of the

mature TLP domain were considered.

Phylogenetic analyses

Sequence alignment was carried out using CLUSTAL W 1.8 (Thompson et al.
1994) and edited in the GeneDoc platform (Nicholas and Nicholas 1997). The weighing
matrix used was BLOSUM62 and the alignments generated were manually adjusted
following the domain signatures and cysteine position described in TLPs The phylogenetic
tree was inferred by using the program MEGA version 5 (Tamura et al. 2007). The tree
was constructed as a consensus of 2,000 bootstrap replicates by means of the Neighbour-
Joining tree inference with dist-p for amino acid substitutions and pairwise deletion option
for handling alignment gaps.

Protein Modelling
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The fold recognition-based method was implemented using the I|-TASSER
metaserver (Roy et al. 2010), which constructed structure models for MpTLP1 and
MpTLP12 using folds of the most similar proteins deposited in the PDB (Protein Data
Bank) database (http://www. rcsb.org/pdb). The main templates were based on the
structure of Prunus avium thaumatin (2ahnA). The modeled structures were displayed
using the software PyMOL (DeLano et al. 2002). PDB2PQR software (Dolinsky et al. 2004;
Dolinsky et al. 2007; http://www.poissonboltzmann.org/pdb2pqr) was applied to prepare
structures for continuum electrostatics calculations which were visualized through APBS
(Adaptive Poisson-Boltzmann Solver) visualization (Baker 2001;
http://www.poissonboltzmann.org/apbs).

Biological material

The basidiomata of M. perniciosa were produced in the laboratory according to
procedures previously described (Pires et al. 2009). Basidiospores were harvested in the
following solution: 16% glycerol, 0.01 M MES and 0.01% Tween, pH 6.1 (Frias et al.
1995). Moniliophthora perniciosa isolate BP10 and Theobroma cacao cv. “Comum”
(Forasteiro Genotype) were used to perform the infection experiments. Plantlets (three
month old) were inoculated with 30 pL of a basidiospores suspension (1 x 10° spores
mL™") following the procedures described by Frias et al. (1995). Plantlets were kept in a
greenhouse under controlled conditions of temperature (26°C) and humidity (>80%), and
were collected 30 days after inoculation (green brooms), 47 days after inoculation (initial
necrosis; necrosis 1), 66 days after inoculation (advanced necrosis; necrosis 2) and 111
days after inoculation (dry brooms). Fruits from T. cacao cv. “Comum” trees presenting
symptoms of M. pernicosa infection were collected in a cacao farm located in Ilhéus
(14°47'20"S, 39°02'56"W), Brazil. Fruits displaying the disease early stage symptom
(disordered fruit ripening), partial necrosis, and complete rot were collected. All samples
were frozen in liquid nitrogen prior to RNA extraction.
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RNA isolation and RNA-seq libraries preparation and analysis

Samples were ground to a fine powder in liquid nitrogen using a pestle and mortar;
except basidiospores, which walls were broken by vortexing the sample in RNA extraction
buffer (Buffer RLT, RNeasy Plant Mini Kit) and 200 mg glass beads (0.4-0.6 mm, Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA). RNA isolation was performed using the RNeasy Plant Mini
Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions. Procedures
of RNAseq libraries preparation are described elsewhere (Barsottini et al. 2013). These

results are part of WBD Transcriptome Atlas (Teixeira et al. unpublished data).

Results
Genome Survey and TLPs annotation

Data mining of M. perniciosa Sanger-sequenced genome draft, fungal EST libraries
assessment, next generation genome sequencing and RNAseq data from the WBD
transcriptome atlas allowed the identification of thirteen TLPs in this fungus. Overall, these
members are homogeneous in size and gene structure, with the exception of MpTLP11
and MpTLP12 (Table 1). For instance, MpTLP1 coding sequence (CDS) has 771 bp while
MpTLP11 and MpTLP12 have 558 pb and 498 bp, respectively (Table 1). This difference
in CDS length reflects in protein size and molecular weight, being MpTLP11 and MpTLP12
the smallest MpTLPs, resembling small TLPs (sTLPs) from puccianales fungi (Petre et al.
2012). We detected three gene clusters of MpTLPs in the genome of M. perniciosa. Each
cluster contain two MpTLPs in tandem (MpTLP1 and MpTLP2; MpTLP3 and MpTLP4;
MpTLP11 and MpTLP12; Fig.1). Curiously, a B-1,3 glucan synthase gene is located

upstream the MpTLP1 gene (Fig. 1).
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Figure 1: Genomic organization of the MpTLPs gene clusters found in M. perniciosa.
(a) MpTLP1 and MpTLPZ2 are located in the vicinity of a 3-1,3-glucan synthase. (b) MpTLP3 and
MpTLP4 are located in the edge of a supercontig. C) MpTLP11 and MpTLP12 are positioned near a
no hits (orphan) gene. Lengths of genes (in bp) are depicted below gene representations.
Distances of intergenic regions (in bp) are shown below continuous lines. Introns are not indicated
in the figure.

As reported for other thaumatins, MpTLPs are rich in Cys residues ranging from 11
(MpTLP11) to 20 (MpTLP10). The majority of the MpTLPs has the isoeletric point from 3.9
to 5.55. MpTLP12 is the only member with a basic Pl of 7.98 (table 1). TargetP prediction
revealed, hydrophobic signal peptide sequences were predicted with the thirteen MpTLPs
(NN score 0.80) indicating that these proteins are secreted (data not shown). All MpTLPs
have a Thaumatin domain (Interpro ID, IPR001938) limited by the signatures N-x-C-x-(3)-
V/I-W and Y-x-1/V-x-F-C-x in the N- and C-terminal, respectively. Five highly conserved
amino acids (REDDD), which are positioned in an acidic cleft, were detected in most of
MpTLPs. However, alignment of MpTLPs with other thaumatins shown that MpTLP11 and

MpTLP12 did not contain the totality of these amino acids, replacing second Asp of

REDDD motif by a Gln and lacking the Asp/Glu present in the C-terminal of TLPs (Fig. 2).
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Flgure 2 Sequence allgnment of MpTLPs with TLPs of representative organisms. Black
background, 100% of conservation between amino acids; Light grey background and black letters,
conservation between amino acids of 99-80%; Dark grey background and white letters, conservation
between amino acids of 79-60%. Conserved cysteines are highlighted in yellow. Amino acid residues
from REDDD motif are highlighted in green. Amino acid substitutions in REDDD motif are shown in
red. Conserved domains are indicated by boxes. Amino acids forming the bottom of the acidic cleft are
underlined in red. The alignment was constructed with Clustal W2 and edited with Gene Doc.
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Table 1: Characteristics of the thirteen MpTLP genes identified in the M. perniciosa genome.

Gene M. perniciosa Genbank Gene size CDS size Number of Protein Cysteine BlastP first Hit (NCBI)* PI/ MW
Database ID ID*** (bp) (bp) Introns size (aa) number (kDA)**

MpTLP1  MP04497 1403 771 11 257 16 EKV44020.1- hypothetical protein (3e-130) 5.55/27.2
Agaricus bisporus

MpTLP2 MP04510 1284 771 10 257 16 ELU36916.1- thaumatin-like protein (6e-134) 4.56/27.1
Rhizoctonia solani

MpTLP3 MP08014 1563 750 8 250 18 EJD01931.1- thaumatin-like protein (5e-94)  4.80/26.4
Fomitiporia mediterrdnea

MpTLP4  MP08020 1228 750 8 250 18 EIM87365.1- Osmotin thaumatin-like protein  4.90/26.3
(5e-92) Stereum hirsutum

MpTLP5 MP07273 1254 732 7 244 13 EKV44094.1- hypothetical protein (1e-92) 459/25.4
Agaricus bisporus

MpTLP6 MP01417 1279 747 7 249 16 EJD04853.1- thaumatin-like protein (5e-121) 3.99/26.0
Fomitiporia mediterranea

MpTLP7  MP07692 1252 726 8 241 14 EJD04867- 1thaumatin-like protein (7e-80) 3.90/254
Fomitiporia mediterranea

MpTLP8 MP04575 1193 759 7 253 16 EJD04867.1- thaumatin-like protein (2e-90)  4.52/26.3
Fomitiporia mediterranea

MpTLP9  MP07276 1239 741 8 247 16 EKV44094.1- hypothetical protein (9e-112) 4.00/25.7
Agatricus bisporus

MpTLP10 MP08739 1485 783 7 261 20 EIW57348.1- thaumatin-like protein (1e-71) 422/27.3
Trametes versicolor

MpTLP11 MP09043 887 558 6 186 11 XP_003034800.1- hypothetical protein (8e-  4.69/19.2
68) Schizophyllum commune

MpTLP12 MP09053 891 498 7 164 12 EKV41735.1- hypothetical protein (8e-68) 7.98/18.5
Agaricus bisporus

MpTLP13 MP12084 1098 759 8 253 16 EMD36872.1-hypothetical protein (2e-93) 4.49/26.5

Ceriporiopsis subvermispora

* E-values are shown in parentheses.
** Theoretical values from ExPaSy tool (http://web.expasy.org/compute pi/)
*** These IDS will be released as soon as possible
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Evaluation of TLPs in other fungi

Data mining of the forty six fungal genomes, available on the Joint Genome
Institute (Jal, http://www.jgi.doe.gov) and the Broad Institute

(http://www.broadinstitute.org) were carried out using MpTLPs and zeamatin sequences

as baits in BLASTP in order to retrieve fungal TLPs. TLPs were found in all
basidiomycetes analyzed (24 species), except in the corn smut pathogen Ustilago maydis.
TLPs are found, in general, in large gene families in basidiomycete. The search here
reported identified only one TLP per organism in the analyzed ascomycete species (22

species, Table 2).

Protein alignment and Phylogenetic analyses

To evaluate the phylogeny of MpTLPs, the sequences of fungal TLPs retrieved from fungal
genome databases were aligned with TLPs from nine arthopodes, from the nematode C.
elegans and from seven plants. In general, TLPs follow the phylogenetical relationship of
analyzed species (Fig. 3). Besides the small TLPs in puccianales fungus Melampsora
larici-populina and Puccinia graminis f.sp. tritici previously described (Petre et al. 2011), it
was also identified small TLPs in the agaricomycetes Coniophora puteana, Schizophylum
commune, Stereum hirsutum and Dichomitus squalens (sTLPs; wavy line in Fig. 3). In the
present analysis, ‘small TLPs’ MpTLP11 and MpTLP12 are positioned close to sTLPs from
puccianales, however their phylogenetical origin seems to be paraphyletic (Fig. 3). The
pairs of MpTLPs present in genome clusters (MpTLP1 and MpTLP2, MpTLP3 and
MpTLP4, MpTLP11 and MpTLP12) are located in the same clades, indicating recent
events of duplication. Other clades of MpTLPs are composed by proteins that are not
located in tandem in the M. perniciosa genome (MpTLP5, 6, 7, and 9; MpTLP13 and 8;

Fig. 3).
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Table 2: Number of TLPs genes in fungal species with different lifestyles.

Basidiomycota Code Database | TLP Lifestyle
number
Agaricus bisporus var bisporus (H97) v2.0 Agabi JGl 3 Saprotrophic
Auricularia delicata SS-5 v1.0 Aurde JGI 9 Saprotrophic (white rot)
Coniophora puteana v1.0 Conpu JGI 10 Saprotrophic (brown rot)
Coprinopsis cinerea Copci Broad 5 Saprotrophic
Cryptococcus neoformans var. grubii H99 Cryne JGI 3 Human pathogen
Dichomitus squalens v1.0 Dicsq JGI 4 Saprotrophic (white rot)
Fomitiporia mediterranea v1.0 Fomme JGI 8 Necrotrophic and saprotrophic (white
rot)
Fomitopsis pinicola FP-58527 SS1 v3.0 Fompi JGI 5 Saprotrophic (brown rot)
Gloeophyllum trabeum v1.0 Gilotr JGI 5 Saprotrophic (brown rot)
Heterobasidion annosum v2.0 Hetan JGI 4 Hemibiotrophic (root rot) or Biotrophic -
saprotrophic
Laccaria bicolor v2.0 Lachbi JGI 2 Mutualistic ectomychorrizal
Lentinula edodes™ Lened NCBI 1 Saprotrophic
Melampsora laricis-populina v1.0 Mella JGI 3 Biotrophic (leaf rust)
Moniliophthora perniciosa - 13 Hemibiotrophic (witches broom)
Phanerochaete chrysosporium v2.0 Phchr JGI 4 Saprotrophic (white rot)
Piriformospora indica DSM 11827 Pirin JGI 2 Mutualistic endomychorrizal
Pleurotus ostreatus PC15v2.0 Pleos JGI 3 Saprotrophic (white rot)
Postia placenta MAD 698-R v1.0 Pospl JGI 2 Saprotrophic (brown rot)
Puccinia graminis Pucgr Broad 7 Biotrophic (leaf rust)
Rhizoctonia solani AG1-A Rhiso NCBI 7 Necrotrophic (root rot, damping-off)
Schizophyllum commune H4-8 v2.0 Schco JGI 9 Saprotrophic (white rot)
Serpula lacrymans S7.9 v2.0 Serla JGI 5 Saprotrophic (brown rot)
Stereum hirsutum FP-91666 SS1 v1.0 Stehi JGI 6 Saprotrophic (white rot)
Trametes versicolor v1.0 Trave JGI 7 Saprotrophic (white rot)
Ustilago maydis Ustma Broad 0 Biotrophic (smut)
Wolfiporia cocos MD-104 SS10 v1.0 Wolco JGI 4 Saprotrophic (brown rot)
Ascomycota
Blumeria graminis f. sp. hordei DH14 Blugr NCBI 1 Biotrophic (powdery mildew)
Botryotnia fuckeliana v1.0 Botfu Broad 1 Necrotrophic (gray mold)
Colletotrichum graminicola M1.001 Colgr Broad 1 Hemibiotrophic (anthracnosis, leaf
blight)
Colletotrichum higginsianum Colhi Broad 1 Hemibiotrophic (anthracnosis)
Fusarium graminearum v1.0 Fusgr Broad 1 Necrotrophic (root rot)
Fusarium oxysporum v1.0 Fusox Broad 1 Necrotrophic (root rot)
Gaeumannomyces graminis Gaugr Broad 1 Necrotrophic (root rot)
Leptosphaeria maculans Lepma JGI 1 Complex lifestyle
Macrophomina phaseolina MS6 Macph NCBI 1 Necrotrophic (stem rot, root rot)
Magnaporthe oryzae Magor Broad 1 Hemibiotrophic (rice blast)
Metarhizium acridum Metac NCBI 1 Entomopathogen
Metarhizium anisopliae ARSEF 23 Metan NCBI 1 Entomopathogen
Nectria haematococca v2.0 Necha JGI 1 Necrotrophic (root rot)
Neurospora crassa OR74A v2.0 Neucr Broad 1 Saprotrophic
Phaeosphaeria nodorum Phano Broad 1 Necrotrophic (glume blotch)
Podospora anserina Podan NCBI 1 Saprotrophic
Pseudocercospora fijiensis v2.0 Psefi JGI 1 Necrotrophic (black sigatoka)
Pyrenophora tritici-repentis Pyrtr JGI 1 Necrotrophic (tan spot)
Sclerotinia sclerotiorum v1.0 Sclsc JGI 1 Necrotrophic (white mold)
Talaromyces marneffei ATCC 18224 Talma JGI 1 Human pathogen
Trichoderma reesei v2.0 Trire JGI 1 Saprotrophic
Zymosepitoria tritici v2.0 Zymtr JGI 1 Necrotrophic (septoria leaf blotch)

* Genome not sequenced yet
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Figure 3: Phylogenetic analysis focusing in fungal TLPs. The phylogenetic tree was
constructed as a consensus of 2,000 bootstrap replicates using Neighbor-Joining and dist-p
parameters using MEGAS software. Stars indicate sequences used for alignment shown in figure 2.
Bootstrap values > 40 are shown on the tree. Scale indicates amino acid substitutions per site.
Codes for fungal TLPs (basidiomycete and ascomycete) are described in table 2. Codes for non-
fungal sequences can be found in Additional file 1.

Expression profile of MpTLPs genes throughout M. perniciosa development

MpTLPs expression patterns during cacao infection in stems (witches broom, Fig 4A),
fruits (Fig. 4B) and in vitro grown fungi (Fig. 4c) were assessed by RNA-seq data analysis
from WBD Transcriptome Atlas (Teixeira et al. unpublished data). In in vitro cultures,

MpTLP12 has the highest expression in basidiospores and germinating basidiospores.
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MpTLP8 expression level is relatively equal throughout developmental stages analyzed,
while MpTLP1 was expressed almost exclusively in basidiospores (Fig. 4a). Green house
infected plants analysis shows MpTLPZ2 presenting the highest expression among TLPs
increasing its transcription during WBD, with in the highest expression in the dry broom
(1400 RPKM; Fig. 4b). In fact, most of TLPs have their highest expression at the dry
broom stage, with emphasis to MpTLP4, MpTLP7 and MpTLP13. MpTLP12 was
specifically expressed at the necrosis 2 stage (Fig. 4b). By cheking infected fruit-field data,
we detected that MpTLP1 and MpTLP2 were the most expressed genes in rotten fruits

(Fig. 4c).

Protein structure modeling

In order to compare the tertiary structure of the MpTLP2 and MpTLP12, which are MpTLPs
with distinct expression profiles and secondary structure features, fold prediction I-
TASSER metaserver was used to generate homology models (Fig. 5). MpTLP1 Ribbon
stick (Fig. 5a) and electrostatic surface visualization (Fig. 5c) indicate the presence of the
TLPs acidic cleft, while MpTLP12 seems to lack this tertiary domain (Fig 5b,d). REDDD
sites are present in MpTLP1, despite silght different positioning as expected in relation to
the acidic cleft. For instance, MpTLP1 Glu,s4 apparently is oriented outside of this cleft
(Fig. 5a). MpTLP12 present a very distinct structure, which is consequence of the absence
of the C-terminal region that makes part of the bottom of the acidic cleft (Fig. 5d).
Residues from the REDDD site are not found in MpTLP12 which lacks the C-terminal

Asp/Glu and replaces the hypothetical Asp/Glu in position 118 by a Gin (Fig. 5b).
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Figure 4: Differential expression of MpTLPs throughout the stages of fungal development
and infection. (a) /n vitro grown fungus. MpTLP8 and MpTLP12 have the highest expression
among MpTLPs. MpTLP12 was expressed only in basidiospores (germinated and germinated) (b)
Green house infected plants (WBD). MpTLPZ2 has an increasing of expression throughout WBD,
culminating in dry broom stage. MpTLP4, MpTLP7, MpTLP13 are also highly expressed in dry
brooms. MpTLP12 is specifically expressed in necrosis 2 stage of WBD. (c) Fruit field collected.
MpTLP1 and MpTLP2 are predominantly expressed in rotten fruits. Arrows indicate genes with
RPKM (reads per kilobase of exon model per million mapped reads) > 100.
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Figure 5: 3D molecular model of MpTLP1 and MpTLP12. Ribbon-sticks representations of
MpTLP1 (a) and MpTLP12 (b) indicating amino acids positioned in REDDD motif sites depicted in
figure 2. The putative residues in MpTLP1 are highlighted in dark blue (arginines; Arg), red
(glutamic acids; Glu), and magenta (aspartic acids; Asp). Note the partial absence of some of these
residues and the substitution of an Asp by a Gin (glutamine; light blue) in MpTLP12. Dashed black
lines indicate acidic cleft limits. Electrostatic potential distribution on molecular surfaces are shown
for MpTLP1 (c) and MpTLP12 (d). Dashed white lines indicate acidic cleft limits. Note the complete
absence of acidic cleft in MpTLP12 (d).

DISCUSSION
The TLPs in M. perniciosa

Thaumatin-like proteins (TLPs) were at first studied in plants where they have been
characterized as important proteins in defense against pathogens, most especially fungi
(Kitajima and Sato 1999, van Loon et al. 2006). Nevertheless, in the last years many
reports have been demonstrating the importance of TLPs in non-plant organisms such as
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arthropods (Altincicek et al. 2013), nematodes (Kandasamy et al. 2012) and fungi
(Sakamoto et al. 2006). We report here the identification of TLPs in the important cacao
pathogen Moniliophthora perniciosa (MpTLPs), which causes the destructive Witches
broom disease of cacao (WBD).

After thorough genome and transcriptome annotation, we identified a TLP gene
family in M. perniciosa containing thirteen members. Six of them are organized in three
gene clusters, each one containing two TLPs (Fig. 1). Phylogeny data showed that
MpTLPs present in genome clusters (MpTLP1 and MpTLP2, MpTLP3 and MpTLP4,
MpTLP11 and MpTLP12) are located in the same clades, indicating recent events of
duplication. Additionally, a $-1,3 glucan synthase was detected upstream from MpTLP1
(Fig. 1). This data is interesting, since TLPs are known to be B-1,3 glucanases. The
genomic proximity of genes involved in the same pathway is common in fungi, such as the
case of genes of secondary metabolism (Dhingra et al. 2013).

M. perniciosa has the larger number (13) of genes encoding TLPs in comparison to
other fungal species analyzed (Table 2), suggesting important roles for these proteins in
WBD causative agent. M. permiciosa is considered a hemibiotrophic pathogen. The
biotrophic stage of M. perniciosa is uncommon among hemibiotrophics, lasting for 2 to 3
months in the plant’s infected tissue. During this stage, M. pernicosa inhabits a modified
stem called ‘green broom’. Through a not completely understood mechanism, the fungus
shifts its lifestyle to necrotrophy and invades cells resulting in necrosis. After periods of wet
and dry, the necrotrophic mycelia give rise to the basidiomatas that produce the infective
basidiospores. In this scenario, the fungus has to cope with different antagonistic
pressures. First, with the defense mechanisms of the plant and second, with competitors
and opportunistic fungi those aim to colonize the ‘brooms’. Therefore, TLPs in M.

perniciosa may act in different stages of fungus development.
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The expression of some MpTLPs is increased in the late stages of infection of M.
perniciosa in stems and pods (Fig. 4). At this point of stems’ infection, the necrotrophic
mycelia have already invaded the host plant cells, destroying the infected tissues and
causing the extensive degeneration symptoms of the dry broom phase. Remarkably, the
inspection of the WBD transcriptome Atlas revealed the presence of sequences from other
opportunistic fungi in the dry broom stems (Teixeira et al. unpublished results). Similarly,
growth of other fungal species is often observed in dry brooms under field conditions.
These fungi may benefit from the dead cacao tissue and colonize it in order to obtain feed
resources. In this regard, M. perniciosa interacts with other fungal species during its
necrotrophic stage of development. Martin et al. (2007) describes that glucanases
secreted by filamentous fungi can degrade fungal cell walls. Therefore, TLPs, which were
found to have B-glucanase activity, can be involved in negative fungal—fungal interactions.
The increase of MpTLPs transcripts (i.e. MpTLP1, MpTLP2, MpTLP4, MpTLP7, MpTLP13)
during this late stage of the disease may indicate the action of these proteins in the
avoidance of fungi competitors.

L. edodes thaumatin-like protein TLG1 degrades lentinan, a p-1,3-glucan found in
its own cell wall (Sakamoto et al. 2006). It was suggested that TLG1 is involved in cell wall
degradation during senescence following harvest and spore diffusion (Sakamoto et al.
2006). Despite TLG1 expression has not been observed in mycelia and growing fruiting
bodies (Sakamoto et al. 2006), it is possible that other thaumatins can help in cell wall
remodeling during the progression of fungus development. Noteworthy, in dry brooms
stage occur the formation of thick-layers of mycelia that lead to possible hyphal fusions
preceding basidiomata production (Pires et al. 2009). Therefore, we suggest that MpTLPs
expressed in rotten tissues (MpTLP1, MpTLP2, MpTLP4, MpTLP7, MpTLP13) may

participate in hyphal remodeling. Despite MpTLP expression in in-vitro grown basidiomata

37



are not as remarkable as in planta conditions, MpTLP8 can also be involved in
reproductive structures cell wall development.
Small TLPs in M. perniciosa: MpTLP12 specific traits

We report the identification of small TLP genes (sTLPs) in M. perniciosa (MpTLP11
and MpTLP12) and in other agaricales Coniophora puteana, Schizophylum commune,
Stereum hirsutum and Dichomitus squalens (Fig. 3). Small TLPs have been identified in
the puccianales M. larici-populina and Puccinia graminis f.sp. tritici and also in plants
(Petre et al. 2011). However, M. perniciosa sTLPs are not in the same clades as sTLPs,
probably arising independently from them. In special, MpTLP12 has interesting
characteristics. First of all, its expression profile is very distinct from the other MpTLPs.
While most of these genes are expressed during last stages of in planta interaction (dry
brooms, rotten fruits), MpTLP12 is specifically expressed in the advanced necrosis 2 stage
(66 d.a.i.) and in vitro produced in basidiospores (Fig. 4b). Furthermore, MpTLP12 has a
very distinct structure resulted from the almost complete deletion of the C-terminal region
that make part of the bottom of the acidic cleft (Fig. 2, Fig. 5b, d), and have amino acid
substitutions and deletions in the REDDD motif (Fig. 2, Fig. 5b, d). The only sTLP
enzimatically characterized to date is TLX1, a sTLP from wheat that was shown to have
xylanase inhibitor activity (Fierens et al. 2007; Vandermarliere et al. 2010). As in TLX1,
TLP acidic cleft is absent in MpTLP12 (Fig. 5b. d), suggesting a distinct function in relation
to other MpTLPs and ‘classical’ TLPs. We hypothesize that in the advance necrosis 2
stage MpTLP12 may anticipate the defense against aggressive competitors. Interestingly,
the rust pathogen P. graminis has a large number of sTLPs (Petre et al. 2011). Perhaps,
this class of TLPs can be involved in infective mechanisms of basidiomycete pathogens.
On the other hand, in spores, MpTLP12 could modulate germination by acting in specific
glucans located in spore cell wall.
Hypotheses for TLPs expansion in basidiomycetes
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The data mining of fungal genomes indicate a prevalence of TLPs in basidiomycete
in comparison to ascomycete (Table 1, Fig. 3). Therefore, TLP ‘expansion’ in
basidiomycete indicates a functional diversification of these proteins, and their importance
for mushroom forming species. Due to the larger number of TLPs in basidiomycetes in
contrast to ascomycetes and the evidences of the participation of TLG1 in basidiomata
fate (Sakamoto et al. 2006), it is likely that TLPs are indeed involved in mushroom
development. On the other hand, as discussed above, TLPs can be involved in negative
fungal-fungal interactions. The antagonism between fungi can be extreme especially in a
competitive environment for food resources such as dense forests, where basidiomycetes
are the main carbon decomposers. Therefore, the expansion of TLPs in basidiomycete
can be related to the combat against contenders for the food search. Another hypothesis
for TLP expansion in basidiomycetes is the action of these proteins in the degradation of
plant cell wall. Callose is the main plant polysaccharide containing B-1,3-linkages, and is
degraded by B-1,3-glucanases (Chen and Kim 2009). Despite there is no evidence that
TLPs can degrade plant B-1,3-glucans, the large families of TLPs found in wood
decomposers, and the lack of enzymatic analyses of TLPs of basidiomycetes, led us to

hypothesize a putative action in plant cell wall.
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Additional file 1: Codes for non-fungal species depicted in phylogeny tree (Fig.3).
NCBI accession humbers are on parenthesis.

Arthropodes

Denca — Dendroides canadensis (AAY45729.1)

Trica — Tribolium castaneum (Trical: XP_975175.1; Trica2: XP_975166.1)
Diaab - Diaprepes abbreviatus (Diaab1: AAW56443.1; Diaab2: AAW56442.1)
Lyste - Lysiphlebus testaceipes (AAW56445.1)

Toxci - Toxoptera citricida (AAW56444.1)

Aleov - Aleuroglyphus ovatus (ABU97465.1)

Suime - Suidasia medanensis (ABU97476.1)

Schigr - Schistocerca gregaria (Schigri: AAR97603.1; Schigr2: AAS83110.1)
Copfo - Coptotermes formosanus (AFZ78845.1)

Nematodes

Caeel - Caenorhabditis elegans (Caeell: NP_502360.1; Caeel2: NP_502362.1; Caeel3:
NP_502361.1; Caeel4: NP_507263.1; Caeel5: NP_500748.2; Caeel6: NP_500747.1)

Plants

Arath — Arabidopsis thaliana (Arath1: NP_1778983.1; Arath2: NP_195579.2)
Nicta — Nicotiana tabacum (Nicta1: CAA06927.1; Nicta2 /osmotin: CAA46623.1)
Theca — Theobroma cacao (AAV34889.2)

Zeama — Zea mays (zeamatin: NP_001105356.1)

Orysa — Oryza sativa (Orysal: CAB53479.1; NP_001058421.1)

Brara — Brassica rapa (AAB95118.1)

Maldo — Malus domestica (AAC36740.1)
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3.5- Materiais e Métodos
3.5.1- Clonagem, expressao e purificacao de MpTLPs

O projeto se iniciou com o objetivo principal de purificar MpTLPs seguida de sua
caracterizacao molecular e testes de atividades enzimaticas. Varios métodos de obtencao
de proteina foram testados, porém, nenhum resultou em proteina em seu estado soluvel.
Ao longo do trabalho, testamos variadas técnicas de obtencao de proteina, comegando
por com o uso do plasmideo pET28a e pSW202 que envia a proteina para o periplasma
E. coli BI21DE3 e BI21C41, até testes de expressdo em Pichia Pastoris. Esse ultimo teve
como limitante o fato de que as leveduras transformadas ndo se mantinham viaveis para
expressao, e morriam durante o crescimento. Esses testes foram realizados durante o
trabalho de mestrado com a proteina MpTLP1.

Com o surgimento de novas MpTLPs, decidimos continuar o trabalho explorando
outras proteinas e outras formas de expressao heterdloga. Esse trabalho foi incluido em
uma parceria do LGE com o LNBio, dentro do projeto “SMOLBNET 2.0: Estudos
estruturais de proteinas chave para as doencas fungicas do cacau Vassoura de bruxa e
Moniliase — Desenvolvimento de estratégias de controle e entendimento de modelos de
patogenicidade”. Essa parceria foi muito importante, pois tivemos acesso a toda estrutura
de um laboratério de expressdo e purificacdo de proteina, somados a expertise dos
coordenadores do Projeto: André Luis Ambrésio e Sandra Martha Gomes Dias. Além
disso, pudemos contar com a experiéncia e ensinamentos de Daniel Maragno Trindade
para a técnica de expressao de proteinas utilizando o sistema de Baculovirus em Células

de Insetos.
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3.5.2- Clonagem dos gene MpTLPs:
3.5.2.1- Organismos hospedeiros

As células competentes de E. coli utilizadas nas subclonagens eram da cepa
DH10B e GM2163. As cepas de E. coli utilizadas para expressdao da proteina
recombinante foram BL21-C41, ORIGAMI DE 03 e Shuffle (New England Biolabs).

Para producao de virus e expressao em células de insetos foram utilizadas E. coli
Dh10BAC (Invitrogen) para recombinacao da constru¢ao contida no plasmideo de entrada
pFastBac Dual para o Bacmideo utilizado para a infec¢gdo de células de inseto; célula de
inseto SF9 (Gibco) para a producao de virus e HightFive (invitrogen) para ensaios de

produgéo de proteinas.

3.5.2.2- Plasmideos

Para subclonagem dos fragmentos amplificados por PCR foi utilizado o plasmideo
pGEM-T Easy (Promega, EUA). Para a superexpressao de proteinas recombinantes em
bactéria foram usados os plasmideos pET28a e pETSUMO (Novagen, EUA), e pFastBac
HTa (Invitrogen, EUA) e pFastBac Dual (Invitrogen, EUA). Esse ultimo foi submetido a
modificagbes para a insercao de um gene repérter EGFP, resultando no plasmideo
batizado de pFastBacEGFP, e em um segundo momento uma inser¢gdo de uma sequéncia

de cauda de histidina, tornando-se pFastBacEGFP C-HT.

3.5.2.3- Amplificacao e subclonagem dos genes MpTLPs.

Utilizando as sequéncias codificantes geradas a partir do software Augustus gene
finder, pares de oligonucleotideos foram desenhado para amplificar os genes a partir de
cDNA do fungo, adicionando as sequéncias reconhecidas pelos sitios de restrigao EcoR/
nos oligonucleotideos direto e Hindlll nos reversos (tabela 1). Os genes MpTLPs foram
amplificados, os fragmentos resultantes foram clonados em pGEM-T Easy e transformado

em E. coli DH10b através da técnica de eletroporacdo. Os transformantes foram
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selecionados em meio de cultura seletivo, contendo antibiético (ampicilina100ug/ml) e X-
gal (técnica de a-complementacgao). Esses clones foram crescidos em meio LB contendo
ampicilina (100pg/ml) e em seguida submetidos a extracdo de DNA plasmidial por lise

alcalina (Sambrook et al., 1996).

3.5.2.4- Digestao de MpTLPs e clonagem em vetores de expressao

Os plasmideos obtidos foram digeridos com as enzimas de restricoes EcoRIl e
Hindlll. As digestdes foram aplicadas em gel de agarose 0,8% e os fragmentos referentes
as sequéncias dos genes MpTLPs foram purificadas do gel através do Kit PureLink
(Invitrogen, EUA), e utilizadas para ligacdo aos plasmideos de expressao de proteina.
Apoés a ligacao, os plasmideos foram novamente transformados em E.coli DH10B e os
transformantes foram selecionados através de plaqueamento em meio de cultura
contendo antibiético (canamicina 25ug/ml para construgdes em pET28a e pETSUMO;
ampicilina 100ug/ml para pFast Bac HTa,) e posteriormente através da técnica de PCR.
Confirmados os clones, uma nova purificagdo de DNA plasmidial por lise alcalina foi

realizada, e assim obtivemos o gene ligado nos plasmideos de expressao.

3.5.2.5- Transformacao

A construgcdo pET28a-MpTLP1 foi inserida em E.coli BL21-C41 através de
eletroporacdo. As construgées pETSUMO- MpTLP (1, 2, 4 e 7) foram inseridas em E.coli
Origami e E.coli Shuffle e pela técnica de transformacao por choque térmico. No primeiro
caso, os transformantes foram plaqueados em meio de cultura contendo canamicina
(25ug/ml) e confirmados através de PCR. As construgdes pETSUMO- MpTLP (1,2,4 e 7)
em Origami foram plaqueadas em meio de cultura contendo canamicina (25 pg/ml) que
corresponde a resisténcia do plasmideo, estreptomicina 25 pg/ml e tetraciclina 5 pg/ml,
que correspondem a resisténcia da célula. Os transformantes de pETSUMO- MpTLP em

E.coli Shuffle foram plaqueados em meio de cultura contendo canamicina (25ug/ml)
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ampicilina (100p/ml) e cloranfenicol (33ug/ml). Para evitar erro os transformantes foram

confirmados através da técnica de PCR.

3.5.3- Teste de inducao da proteina recombinante em pequena escala

Para a construcdo pET28a- MpTLP1, como se trata da continuidade do trabalho
de mestrado da aluna em que esses testes ja foram feitos, uma nova tentativa de indugao
em peqguena escala foi feita. Utilizamos um volume de 50ml de meio LB+canamicina para
inocular 0,8ml de um pré inéculo crescido overnight. A cultura foi incubada em
temperatura de 37°C a 250 RPM até atingir ODggo = 0,7. Foi retirado 1 ml dessa cultura
(amostra sem indugao) e, adicionado IPTG (concentragéo final 0,3 mM) e Etanol 2%. Foi
incubado overnight a temperatura de 22°C e agitacdo de 150rpm. As células colhidas da
inducao foram precipitadas por centrifugacao, seguida de lise celular. As células foram
sonicadas sete vezes por quinze segundos cada vez, e centrifugadas a 13000 RPM
durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante equivalente a fracdo soluvel das proteinas
totais foi coletado, e o sedimento foi ressuspendido em 5 ml de tampao de coluna. Essa
amostra corresponde a fragdo insoluvel de proteinas totais e analisado em gel SDS-
PAGE.

Para as construgdes pETSUMO- MpTLP (1, 2, 4 e 7), uma coldnia foi inoculada
em 3 ml de meio LB contendo antibidticos, e incubados a 37°C durante cerca de oito
horas. Nesse ponto foi coletado 300ul (amostra sem inducédo) e adicionado 0,2mM de
IPTG. Os indéculos foram entdo incubados a 18°C, 150 RPM overnight. As células foram
coletadas por centrifugacédo e ressuspendidas em tampao contendo 50mM Tris- HCL pH
7,5; 100mM NacCl, lisozima, DNAse e PMSF. Em seguida as células forma sonicadas e
centrifugadas conforme descrito anteriormente, e as fracdes geradas foram analisadas em

gel SDS- PAGE.
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3.5.4- Clonagem de MpTLP1 em vetores de expressao para células de inseto.

Para clonagem em pFastBacEGFP, a sequéncia de MpTLP1 que foi inserida em
pFast Bac HTa, foi digerida com as enzimas RSRIl e Hindlll, e ligada em pFastBacEGFP
igualmente digerido. Para a clonagem de MpTLP1 contendo peptideo sinal, o produto de
PCR foi digerido com as enzimas de restricao Rsrl e Hindlll, e posteriormente ligado ao

plasmideo pFastBacEGFP C-HT igualmente digerido.

3.5.4.1-Construcao de pFastBacEGFP a partir de pFastBac Dual.

O plasmideo pFastBac Dual possui duas regides de clonagem. No sitio regulado
pelo promotor do gene do gene p10 (Pp10), foi inserida a sequéncia codificadora da
versdo mais brilhante (enhanced) da proteina fluorescente verde (GFP), EGFP a partir de

digestao do plasmideo pEGP-C3 (Clontech) obtendo assim o plasmideo pFastBacEGFP.

EcoQ1091 /
R

4 pFastBac™Dual E
5238 bp '

Figura 6. Mapa da criacdo do vetor pFastBacEGFP. Mapa mostrando a subclonagem da
sequéncia codificadora da versdo mais brilhante da proteina verde fluorescente (EGFP), depois de
retirada parte do poli-linker do vetor pEGFP-C3 (I), no poli-linker do vetor pFastBac™Dual sob
controle do promotor do gene p10 (Pp10) (11),
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3.5.4.2- Obtencao de pFastBacEGFP C-HT a partir de pFastBacEGFP.

Uma nova estratégia de clonagem de MpTLP1 foi tragada com o intuito da
insergdo do gene juntamente com a sequéncia sinalizadora para secregao no sistema se
expressao em células de inseto. Nesse caso, foi necessaria a insergao de uma sequéncia
de cauda de histidina na posicao C-terminal do plasmideo pFastBacEGFP C-HT. Essa
insercdo se deu através do anelamento de oligonucleotideos complementares,
correspondente a sequéncia da cauda de histidina, possuindo em suas duas
extremidades sitios de restricdo Hindlll, sendo que, em sua posicdo C-terminal, a
sequéncia correspondente ao sitio de restricdo sofreu uma mutagdo, de modo a nao ser
mais ativa, sobrando assim apenas um sitio de restricdo para a referida enzima de

restricao.

Oligos para 6xHis tag Cterm

Direto: 5'gtaccaagcttGGAAAACCTGTATTTTCAGGGCCATCACCATCACCATCACCGG &

Reverso:
5*agctcCGGTGATGGTGATGGTGATCGCCCTGAAAATACAGGTTTTCCaagcttg 3

Em realce, sequéncia correspondente ao sitio de restricao Hindlll

*Overhang do sitio de Hindlll mutado de aagctt a aagctc.

Os oligonucleotideos complementares foram anelados sendo submetido a 95°C
em termociclador, e a temperatura foi diminuindo de 1 em 1°C a cada um minuto até a
temperatura de 4°C. Apbés a complementacdo, os 6ligos e plasmideo pFastBacEGFP
foram digeridos com a enzima de restricao Hindlll. O plasmideo digerido foi submetido a
tratamento com enzima fosfatase alcalina (SAP Invitrogen) para que nao sofresse

recircularizacao, e entao foi ligado ao oligonucleotideo complementar referente a 6xHistag
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Figura 7: Mapa da criacao do vetor pFastBacEGFP C-HT. insercdo do linker contendo o sitio de
TEV e o 6xHis tag no sitio de Hind /Il do poli-linker do mesmo vetor sob controle do gene da poli
hedrina (PPH) (lll). a adicionar a cauda de histidina no plasmideo, este foi digerido com Hindlll e o
produto da digestao foi submetido a tratamento com enzima SAP (Invitrogen).

3.5.4.3- Transformacdo de MpTLP1_pFastBacEGFP em DH10Bac ™ e selecéo
de bacmideos contendo a construgao.

DH10Bac ™ quimiocompetentes foram utilizadas para receber a construgéo
MpTLP1_pFastBacEGFP da seguinte forma: 1ng da construcao foi misturada a 100ul de
DH10Bac ™ e incubado em gelo durante 30 minutos. Logo depois o tubo contendo a
mistura € levado a banho-maria a 42°C por 45 segundo, e imediatamente apos, o tubo é
transferido para o gelo e permanece assim durante dois minutos. Apds esse tempo, foi
adicionado 900ul de meio SOC e a célula foi incubada a 37°C durante 4 horas. Apés o
tempo de incubagcéo foi plaqueado 100ul de 3 diluicdes do transformante (10", 10 2 e 10°
%) em meio SOC contendo 50ug/ml de kanamicina, 7pg/ml de gentamicina, 10pg/ml de
tetraciclina e 100pg/ml de Bluo-Gal, utilizados como meio de sele¢do. As placas foram
incubadas a 37°C por 48 horas. DH10BAC ™ possui um vetor shuttle Bacmideo que
possui um mini sitio alvo attTn7 onde ocorre a transposi¢éo, possuindo também um sitio
de resisténcia a kanamicina e sistema de deteccdo de transposi¢cdo por a-
complementacao (gene Lac Z). A transposi¢éo € auxiliada por um plasmideo helper que
codifica transposases capaz de realizar transposi¢ao sitio Tn7 in trans e possui sitio de
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resisténcia a tetraciclina. Ap6s o bacmideo receber a construcdo, ele sera utilizado na
transfecgdo em células de inseto. Para evitar resultados falso-positivos, transformantes
apresentando colorag&o branca foram transferidos para novas placas contendo a mesma
composicao e reincubados nas mesmas condicdes.

As cinco colbnias positivas foram inoculadas em LB contendo os antibiéticos
citados acima e as células foram utilizadas para extracao de bacmideo através do mesmo
protocolo utilizado para extragdo de DNA plasmidial por lise alcalina (Sambrook et al.,
1996). A recombinagéao foi confirmada através de PCR de acordo com recomendagdes do

fabricante, utilizados primers M13 Forward e M13 Reverse.

3.5.4.4- Transfeccao de células de inseto.

Em uma placa de 6 pocos foram semeadas 9x10° células de inseto SF9, em meio
de crescimento TC100 (Sigma Aldrich) contendo 50u/ml de penicilina e 50u/ml de
streptomicina. As células foram incubadas a 27°C por uma hora para a adesdo das
células placa. Enquanto as células aderiram, foi preparado em um tubo 100ul de meio de
crescimento sem BSA e 1ug de Bacmideo. Paralelamente, 6 ul de Cellfectin® (Invitrogen)
foram diluidos em 100ul do mesmo meio. Foi misturado 105ul de cada mistura e incubado
a temperatura ambiente por 30 minutos. Durante a incubacao do complexo DNA: lipideo,
as células de inseto semeadas em placas foram lavadas duas vezes com meio de cultura
sem suplementagdo por BSA. Logo apo6s, o complexo DNA: lipideo foi adicionado as
células e incubado a 27°C por cinco horas. Apds esse periodo, o complexo é retirado
cuidadosamente das células e sao adicionados 2 ml de meio de cultura TC100 completo.
As células foram incubadas a 27°C durante 72 horas em incubadora umida. O estoque
viral P1 foi purificado através da sedimentagdo das células por centrifugacdo a 500g
durante 5 minutos e o sobrenadante foi submetido a filtragdo com membrana de 22um.

Esse estoque foi amplificado através da producgao de virus estoque P2.
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3.5.45- Titulacao do virus de MpTLP1

A titulacdo de virus P1 foi feito através da metodologia de Plaque Assay viral,
conforme protocolo descrito no manual “Bac-to-Bac® Baculovirus Expression System”.
Basicamente, se trata de um protocolo onde placas contendo o0 mesmo nuamero de células
sao submetidas a infec¢do por diluicdo seriada de virus e apdés um periodo de incubacao
€ possivel contar o nimero de colbnias infectadas pelo virus, chegando assim ao titulo do
estoque viral. Porém, nao foi utilizado overlay de Neutral-Red agarose, que foi substituida
por overlay de agarose comum e o resultado foi determinado através da visualizagdo das
placas infectadas em microscopia de fluorescéncia. O Titulo foi determinado através da

contagem de colbnias florescente em verde devido a presenca de EGFP na construcéo.
O Titulo final € dado pela equacao:

Titulo (unidades formadoras de colénia/ml) = numero de células fluorescentes x (1/ ml de

indculo/placa)

Apo6s a producédo do virus estoque P2, a metodologia de plaque assay foi repetida

para titular o novo estoque.

3.5.4.6- Producao de estoque de virus P2 de MpTLP1

A partir da determinacdo do titulo do virus P1 (3,6 pfu/ ml) foi montado um
experimento para amplificacdo do virus estoque. A quantia de 1x10° células Sf9/ml foram
semeadas em quatro garrafas de cultura de células de 175 ml, em 25 ml de meio TC100
completo. Apés a adesdo das células, foi adicionado 486ul de virus P1 em cada placa, e
em seguida as placas foram incubadas a 27°C por 48 horas. Ap6s a incubagao, as
culturas foram coletadas e centrifugadas durante 5 minutos a 500g. O sobrenadante foi
coletado, filtrado e estocado a 4°C protegido da luz. O virus estoque P2 também foi

submetido a titulacao pelo método de plaque assay descrito anteriormente.

54



3.5.4.7- Ensaio de inducao em pequena escala. Teste tempo de incubacao X
MOI

Um ensaio de expressao com variagao de tempo de incubacao e concentracao de
virus (MOI = nimeros de particulas virais por célula) foi realizado a fim de determinar a
melhor condi¢édo para os ensaios de producao de proteina. Em quatro erlenmeyers de 125
ml foram adicionados 50 ml de meio de cultura Express Five (Gibco) com a concentracao
de 1x10° células High Five /ml. Quantidades crescentes de virus P2 de MpTLP2 (titulo = a
3x10’) para 4 MOI crescentes (0,1; 0,5; 1 e 5) foram adicionadas aos erlenmeyers que em
seguida foram incubados a 26°C a 140 RPM. Amostras de 1 ml foram sendo coletadas a
cada 24 horas até 72 horas de incubacado. As células coletadas foram centrifugadas
durante 5 minutos a 500g e em seguida foram lisadas em 40ul de PBS contendo 300 mM
de NaCl e 1% do detergente NP40 (Sigma Aldrich), com incubagdo a temperatura
ambiente por 30 minutos e em seguida incubacao no gelo durante 10 minutos. Logo apés,
as células foram submetidas a centrifugacdo a 20000g durante 10 minutos. O
sobrenadante foi separado, e amostras do pellet e sobrenadante das amostras foram
preparadas e submetidas a gel SDS-PAGE. Geis das amostras das fracdes sollveis e
insoluveis foram feitos em duplicata para verificagdo da presenca da proteina pela técnica
de Western-Blot. O Anticorpo utilizado para a detecgdo da proteina heteréloga foi o

anticorpo Anti-his tag (anti-mouse).

3.5.5- Ensaio de producao de proteina em larga escala

Apos a determinagao de tempo de incubagdo e MOI ideais para a producéo de
proteina o ensaio de producao de MpTLP1, um ensaio em larga escala foi determinado.
Uma quantidade total de 1 litro de meio de cultura Express Five contendo 1x10° células
High Five foi dividido em 2 erlenmeyer de 3 litros. Foi adicionado 13,2 ml do virus estoque

P2 de MpTLP1 a cada erlenmeyer (MOI= 1). Os frascos foram incubados a 26°C a 140
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RPM durante 48 horas. Apds esse periodo, as células foram sedimentadas por
centrifugacdo a 500g durante 20 minutos. As células foram lisadas em 30 ml de PBS
contendo 1 ml de PMSF (Fenilmetilsulfonilfltor, inibidor de protease), 1,25 mg de DNAse,
300 mM de NaCl e 1% do detergente NP40 com incubacao a temperatura ambiente por
30 minutos e em seguida incubagao no gelo durante 10 minutos. Logo apos, as células
foram submetidas a centrifugacdo a 20000g durante 10 minutos. O sobrenadante foi

submetido a purificacdo em coluna de troca afinidade de cobalto.

3.5.6- Purificacao de MpTLP1

Dois ml de resina de cobalto Talom (Clontech) foram empacotados em coluna de
10 ml. A resina foi lavada com trés volumes de PBS, e em seguida o lisado celular foi
incubado a resina a 4°C durante over night. Ap6s incubacao, a mistura lisado mais resina
foi recolocado em coluna e o material que nao foi ligado a coluna foi coletado. Em seguida
a coluna foi lavada com 10 ml de PBS + 10 mM de imidazol, 10ml de PBS+ 100 mM de
imidazol e 10ml de PBS + 500 mM de imidazol. As eluigdes foram coletadas e observadas
em Gel SDS-PAGE, que foi feito em duplicata para que o conteddo um deles fosse
transferido para membrana de nitrocelulose e realizado a deteccao de proteina através da
técnica de Western-Blot. O anticorpo utilizado para a detecgédo da proteina heterdloga foi

o anticorpo Anti-his tag (anti-mouse).

3.6- Resultados e Discussao
3.6.1- Amplificacao e clonagem de MpTLPs

Os pares de primers para clonagem foram testados em gradiente de temperatura
para amplificacdo a partir de cDNA do fungo, e todos os pares de primers geraram um
amplicom entre 500 a 750 pb.

Determinada a melhor temperatura de amplificagéo, partimos para amplificacdo de
MpTLPs a partir do cDNA, obtido através de RNA extraido da fase biotrofica do fungo
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utilizando a enzima de alta fidelidade taq Platinum® (Invitrogen, USA). Apenas MpTLP3
nao gerou fragmento no PCR. A clonagem de MpTLP1 em pETSUMO foi feita a partir da
digestdo de uma construgao ja utilizada pela aluna durante seu trabalho de mestrado,
onde MpTLP1 foi clonada no vetor de expressao pSW202, utilizando os mesmos sitios de

restricdes utilizados no presente trabalho (figura 8).

Tabela 1: Oligonucleotideos utilizados na amplificagéo e clonagem de MpTLPs. Sequéncia grifada nos oligos
direto: sitio de restricdo EcoRl; Sequéncia grifada nos oligos reversos: sitio de restricdo Hindlll. As
sequéncias marcadas com *correspondem a oligonucleotideos utilizados para a obtengcdo de MpTLP1 e
MpTLP4 juntamente com sua sequéncia sinalizadora de secregdo para nova tentativa de expressdo em
células de inserto.

Direto (5’-3’) Reverso (5’-3’)

MpTLP1
MpTLP2

MpTLP3

MpTLP4

MpTLP5
MpTLP6
MpTLP7
MpTLP8

MpTLP9

GAATTCGCTCGTAACTTCACGGTCT
*ATCCCGGTCCGATGAAACTTTTCGTCGCAAGTG

GAATTCCGTACATTTACCGTATACAACGCA

GAATTCCGTACTTTCACTGTGAAGAACAACT

GAATTCCGTACTTTCACTGTAAAGAACAACTG
*GTCGCGGATCCATGCAATTATTCTCTATCACTCT
T

GAATTCCGCACGTTTACAGTCAGAAAC

GAATTCCGTACGTTCACAGTCAGGAACA

GAATTCCGTACGTTCACAGTAAGGAACAACTG

GAATTCCGCTCTGTAACAGTCAAGAATAACTG

GAATTCCGCACGTTTACAGTCAGGAAC

AAGCTTTCAGGGACAGAATGTCAAAGTAT
*TCGACAAGCTTGGGACAGAATGTCAAAGTATAATC

AAGCTTTCAAGGGCAGAATGTCAGAGTAT

AAGCTTTCAAGGACAGAAAGTAAGCGTATAAT

AAGCTTTCAAGGACAGAAAGTAAGCGTGTA
*CGACAAGCTTGCAATGAAGAAGGGAACCACTGGG

AAGCTTTTAAGGGCAGAAGGTCAACGT

AAGCTTTTAAGGGCAGAAGGTAAGAGTGTAGTC

AAGCTTTCAAGGGCAGAAGGTAAGAGTG

AAGCTTTCATGGACAGAACGTGACC

AAGCTTTTAGGGGCAGAAGGTCAAGG

Os fragmentos de PCR gerados nessa etapa passaram por um processo de
adelinacdo de suas extremidades para que fosse possivel sua subclonagem em pGEM-T
Easy (Promega- USA). Para isso, foi adicionado ao produto de PCR 0,2mM a ATP, 5
unidades de Tagq DNA polimerase, Tampéo da enzima 1X e 0,3mM de MgCI, para um
volume final de 10ul de reacéo, que é mantida a 70°C por 30 minutos. Apos a ligagao,

clones positivos foram confirmados por PCR e esses clones foram utilizados para inoculo,
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extracdo de DNA plasmidial e esse plamideo foi digerido com as enzimas EcoRl e Hindlll,
(figuras 8 e 9) para posterior ligacao em vetor de expressdo pET SUMO e pFASTBAC
HTa, que foram submetidos ao mesmo tratamento enzimatico para sua linearizagdo. Para
pFASTBAC HTa técnica resultou em clones positivos de MpTLP1, MpTLP4 e MpTLP9.

Para pETSUMO, os clones positivos foram MpTLP1, MpTLP2, MpTLP4 e MpTLP7 .

500 pb

Figura 8: Digestao de pSW202-MpTLP1 e pGEM- MpTLP 4, 6 e 9. Os fragmentos
gerados nesse experimento foram utilizados para ligagdo em vetor de expressdao de
proteina pETSUMO.

MpTLP
1 2 5 7 Fa]

500 pb

Figura 9: Digestao de pGEM- MpTLPs (2, 5, 7 e 8) com enzimas de restricao EcoRl e
Hindlll. Os fragmentos gerados nesses experimentos foram utilizados para ligacdo em
vetor de expressdao pETSUMO.
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As construgbes positivas em pETSUMO foram purificadas e utilizadas para
transformacdo em célula de expressao E. coli OrigamiB (DE3), e seguimos com
experimento de expressdo de proteina em pequena escala. Foi dada continuidade as

clonagens de MpTLP 3, 5,6, 8 e 9.

3.6.2- Ensaios de expressao de proteinas MpTLPs

Dando continuidade as tentativas de expressao da proteina MpTLP1, uma nova
tentativa foi conduzida com as construgdes utilizada no trabalho de mestrado, pET28a-
MpTLP1 em E.coli BL21 C41 foi submetida a um ensaio de expresséo utilizando, além de
IPTG, Etanol, com o intuito de facilitar a formacédo das pontes dissulfeto da proteina,
porém, o experimento ndo resultou em proteina expressa na fase sollvel, apenas uma
grande quantidade de proteina na fragao insoluvel.

Um teste de expressdao em pequena escala de pETSUMO-MpTLP (1, 2,4 e 7) foi
feito e o resultado analisado em gel SDS- PAGE (fig 10). E possivel observar uma banda
diferencialmente expressa do tamanho esperado de aproximadamente 40KDa, ja que
MpTLPs possuem aproximadamente 25KDa, somado com a cauda sumo de
aproximadamente 12KDa e cauda de histidina, de 1kDa, resultando em uma proteina de
aproximadamente 40KDa. Essa banda foi observada nas fragoes sollveis das amostras
induzidas. Experimentos para confirmacao da presenca das MpTLPs foram conduzidos
através de inducdo em larga escala, seguido de purificacdo da proteina utilizando coluna
de afinidade His-tag Ni_NTA (GE Healthcare, EUA). Western- blot com utilizacdo de

anticorpo Antis- His tag foi realizado para a confirmagéo da presenca das proteinas.

59



MpTLP1 MpTLP2 MpTLP4 MpTLP7
SI In So SI In So Sl In So S In So

40 kDa ’ —

30 kDa

Figura 10: Experimento de inducao em pequena ecala de MpTLPs . SDS-PAGE
contendo proteina total de E. coli Origami DE 3 transformadas com pETSUMO- MpTLP1,
pETSUMO- MpTLP2, pETSUMO- MpTLP4 e pETSUMO- MpTLP7. A expressado de
proteina foi induzida com 0,2 mM de IPTG e o conteudo celular foi coletado apés 16 horas
de indugdo. Seta indica banda aparentemente diferencialmente expressa. Sl: sem
inducao, In: fracao insoluvel da inducgéo, So: fracao soluvel da inducéo.

3.6.3- Ensaio de inducao em pequena escala de MpTLP1 e MpTLP4 em
Shuffle

Diante dos resultados obtidos de expressdo de MpTLPs em E. coli, os quais
resultaram em producdo de proteinas em seu estado insollvel, uma nova cepa de E.coli
foi testada. A E. Coli Shuffle® foi escolhida por se tratar de uma bactéria que foi criada
para que as formacdes de pontes dissulfeto sejam formadas em seu citoplasma. Para que
iSso seja possivel, essa bactéria tem delegcbes de genes tioredoxina redutase e glutationa
redutase, que sao responsaveis por manterem o ambiente citoplasmatico em condigbes
redutoras, para promover a formacdo de pontes dissulfito. Essa delegdo permite que
essas formacgbes ocorram. Além disso, ela possui uma versdo de pontes dissulfeto

isomerase, para corrigir oxidagoes erradas de maneira a permitir folds corretos.
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Apesar de todas essas caracteristicas favoraveis a produgéao de MpTLPs, que séo
proteinas ricas em pontes dissulfeto, ensaios de superexpressdo de proteinas em
pequena escala demonstraram que o sistema de expressdo ndo foi adequado para
superexpressao dessa familia de proteina, produzindo novamente proteina em seu estado
insolivel. No ensaio de indugdo em pequena escala, utilizando-se de in6culos de trés
colénias de Shuffle® contendo a construgao pETSUMO- MpTLP1, foi possivel identificar

que a proteina esta sendo expressa (figura 11).

1 2 3

M S I S I S |

Figura 11: Expressdo em pequena escala de MpTLP1- Shuffe.3 colénias de Shuffle® (1, 2 e 3)
testadas. Sl= ndo induzido; | = e horas de indugéo por IPTG.

Porém, quando submetemos as células a lise podemos ver que a proteina esta

presente predominantemente nas fragdes insoluveis do ensaio (figura 12).

Figura 12: Teste de solubilidade de MpTLP1 em Shuffle®. Tres colonias (1, 2 e 3), apds serem
submetidas a lise celular. P= pellet (fragao insoluvel); S = sobrenadante (fragao soluvel).
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Para que ndo houvesse duvidas de que o pH do tampéao de lise pudesse ser o
causador da insolubilidade da proteina, o teste foi repetido, substituindo o tampao de lise
por tampdes Tris pH 8.0, HEPES pH 7.0 e MES pH 6.0, contendo as mesmas
concentracdes de NaCl e lisozima. Todos os experimentos resultaram no mesmo perfil de
expresséo visualizado na figura acima.

Diante dos resultados nao satisfatérios de expressdo de proteinas MpTLPs
soluveis em sistema heterélogo utilizando E.coli, decidimos por mudar o sistema de
expressao para o sistema de baculovirus em células de inseto. As células de insetos, por
se tratar de um organismo mais complexo quando comparado a bactérias, e possui
mecanismos pos traducionais proximo a fungos. Também foi verificada a produgéo de
proteinas ricas em pontes dissulfeto pelo pés doutorando Daniel Maragno Trindade, do
laboratério nacional de Biociéncias (LNBio). Dr. Daniel conduziu um trabalho com a
proteina Staniocalcina 1 humana (Trindade et al, 2009), a qual possui cinco pontes
dissulfeto em sua estrutura, e uma delas é formada entre moléculas, formando assim um
dimero. Diante dos bons resultados obtidos nesse trabalhol, decidimos tentar utilizar esse
sistema, sob sua orientacdo, utilizando as instalacbes do Laboratério Nacional de

Biociéncias.

3.6.4- Clonagem de MpTLP1 em pFastBacEGFP

MpTLP1-pFastBac HTA foi digerida com as enzimas de restricdo RSRII e Hindlll,
Dessa forma, o gene MpTLP1 é retirado do plasmideo juntamente com a sequéncia
referente a cauda de histidina na posi¢cao N- terminal. Essa sequéncia é importante, pois
além de facilitar purificacao da proteina, possibilita sua detecgéao através de Western- Blot
utilizando anticorpo anti-his tag, ja que nao possuimos anticorpo anti- MpTLP1. O
MpTLP1+histag foi inserido no plasmideo pFastBacEGFP pela ligacdo ao plasmideo

igualmente digerido.
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A presencga de EGFP no plasmideo é de suma importancia para a visualizagao da
transfeccao de células de insetos e também em experimentos de titulagdo de estoque de
virus, ja que € extremamente dificil a observacdo da formagao de placas de lise no ensaio
de plaque assay como sugere o protocolo. Apés ligacao, o plasmideo foi transformado em
E. coli DH10b, os transformantes foram submetidos a extracdo de DNA plamidial por lise
alcalina e entdo a presenga do gene e sua fase de leitura foram confirmados através de
sequénciamento no equipamento 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) utilizando

primers que flanqueiam a regiao de clonagem do plasmideo.

3.6.5- Confirmacao da transposicao

A recombinagéo foi confirmada através de PCR de acordo com recomendagdes do
fabricante, utilizados primers M13 Forward e M13 Reverse. Esses primers flanqueiam a
regido attTn7 de modo a resultar na amplificacdo de um fragmento de aproximadamente
300pb se o PCR for a partir de bacmideo vazio. Se o PCR for a partir do bacmideo com
transposicdo por pFastBacDual (lembrando que estamos utilizando esse plasmideo,
porém com a adicdo do gene EGFP) resultara em um fragmento de aproximadamente
2500pb + o tamanho da construgdo (MpTLP1 + EGFP ~= 1900 pb). Portanto, é esperada
uma banda de aproximadamente 4500pb. Devido a necessidade de amplificacdo de um
fragmento grande, o fabricante do sistema de expressdo em baculovirus Bac-to-Bac®
(invitrogen) recomenda o uso de Taq Platinum® (Invitrogen). Todas as recomendacoes do

fabricante foram seguidas e obtivemos 3 clones positivos (figura 13)
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4000pb

Figura 13: Confirmacéo de transposicédo da construcdo em pFastBacEGFP para bacmideo.
(Colénias 1 a 5). E possivel observar a presenca de uma banda de aproximadamente 4000pb,
referente ao tamanho de amplificagao esperado. (Controle negativo = -)

Apbs a confirmacdo de transposi¢cdo o bacmideo contendo MpTLP1+ histag foi
utilizado para transfeccdo em células de inseto como ja descrito anteriormente. Foi
possivel visualizar células com fluorescéncia verde através da microscopia de
fluorescéncia em placas contendo células transfectadas. Apds a produgdo do estoque
viral P1, este foi quantificado e sua quantificacdo se deu através da metodologia de
plaque assay (Bac-to-Bac® Manual, 2004) através da contagem de células apresentando
fluorescéncia verde (devido a presenca de EGFP) 48 horas ap6s a infeccao viral. A
quantificacéo de P1 foi de 3,6x10° ufc/ml. Para produzir o estoque de virus P2 foi utilizado
MOI= 1. A produgéo de P2 resultou em um montante de 100 ml de virus a concentragéo
de 3x10” ufc/ml, determinado da mesma forma que o titulo de P1. Apés a titulagdo, um
experimento para determinagdo de tempo de incubacdo x MOI de virus utilizada foi
executado. O Resultado do experimento podem ser observados nas figuras 14 e 15.

Podemos observar no primeiro caso, em gel referente a amostras da fracao
insolavel (figura 14) que temos muita marcagdo com anticorpo anti-his na altura de
aproximadamente 25 KDa, tamanho aproximado de MpTLP1, o que indica uma grande
quantidade de MpTLP1 sendo produzida de forma insolivel em 48 horas de incubagéo.
Podemos perceber também algumas marcagdes abaixo do tamanho de 25kDa nas

amostras referentes a 72 horas de incubagdo ainda em amostras da fragao insoluvel, o
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que pode indicar que nesse tempo ocorre agdes de algumas proteases que quebram
MpTLP1 degradam MpTLP1 resultando em proteinas de menores tamanhos com

afinidade ao anticorpo.

48 horas 72 horas 48 horas 72 horas
MOl 0,1 05 1 5 Sl 01 05 1 5 01051 5 Sl 0,1 05 1 5
~ 25kDa
Figura 14: Tempo de incubag¢dao X MOI - MpTLP1. Fra¢des insoluveis. Gel SDS-PAGE 12%
(esquerda) e Western Blot (esquerda) ambos contendo amostras de testes de indugdo em
guantidade crescente de MOI viral (0,1 a 5) em 48 horas de incubacao e 72 horas de incubacao
referentes a fragbes insolUveis do experimento. Seta mostra bandas do tamanho esperado. A
hibridacdo mostra a presenca da proteina formando que possivelmente esta formando dimeros e
também sofrendo degradacgéo
24 48 horas 72 horas 24 horas 48 horas 72 horas

MOI 010515 SI01051 58101051 5 010515SI01051 5 SIO0,1051

S -
=

~ 25kDa

Figura 15: Tempo de incubacdao X MOI de MpTLP1. Frac6es soluveis. Gel SDS-PAGE 12%
(esquerda) e Western Blot (esquerda) ambos contendo amostras de testes de indugdo em
quantidade crescente de MOI viral (0,1 a 5) em 24, 48 horas de incubacdo e 72. Nessas ultimas
foram adicionadas amostras sem virus (Sl). As amostras sdo referentes a fracdes sollveis do
experimento. Seta mostra banda tamanho da banda esperada. Em 48 horas foi obtido proteina
possivelmente formando dimeros, e também sofrendo degradacdo, enquanto em 72 horas a
proteina sofre degradacao completa.
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Nas imagens correspondentes as amostras obtidas das fragées soluveis do
experimento (figura 15), podemos observar que em 24 horas de incubacao néo é possivel
identificar a presencga da proteina, ao passo que em 48 horas de incubagao é possivel
observar 3 bandas definidas. Isso pode estar ocorrendo devido a possiveis formacoes
indesejaveis de dimeros de MpTLP1, e também, a possivel ocorréncia da degradagéao da
proteina. Em 72 horas de incubagao, so € possivel visualizar em Western- blot a possivel
degradacao de MpTLP1.

A partir desse experimento, foi determinado que a melhor condigdo de expressao
de MpTLP1- histag € em 48 horas de incubacgéao utilizando MOI viral = 1, pois nesse caso,
apesar de haver bandas de degradacgéo e dimerizagao, foi a condigdo em que melhor se

observa a presenca de MpTLP1- histag em maior quantidade.

3.6.6- Experimento de expressao de MpTLP1-histag em larga escala

O Experimento foi efetuado conforme ja descrito em materiais e métodos do
presente documento, bem como sua purificacdo. As amostras referentes ao lisado e
lavagens com 10mM, 100mM e 500mM de Imidazol, bem como uma amostra
correspondente a fracao insolUvel do experimento foram corridas em gel SDS-Page, bem
como submetidas a teste de deteccao de MpTLP1 através de Western- blot. Como mostra

a figura 15.

i 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6

~ 25kDa

Figura 16: Inducdao em larga escala MpTLP1.Gel SDS-PAGE 12% (esquerda) e Western Blot
(esquerda) ambos contendo amostras de testes de inducdo em larga escala, fragcdes de purificacdo em
coluna de afinidade: 1- lisado, 2 -lavagem a 10mM de Imidazol, 3- Lavagem a 100mM de imidazol, 4-
lavagem a 500mM de imidazol. 5- vazio, 6: fragao insoluvel do experimento.
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Na imagem de Western-blot podemos identificar a presenca de MpTLP1
predominantemente na fracao insoluvel do experimento. Também é possivel notar que
MpTLP1 presente na fragdo soluvel se liga fracamente a resina de cobalto, e se desliga
em sua maioria quando submetida a lavagem em baixa concentracdo de Imidazol
(10mM). Esse experimento foi repetido e obtivemos o0 mesmo resultado.

A predominancia de MpTLP1 nas fragbes insoluveis dos experimentos em células
de inseto, nos levou a pensar que provavelmente essa proteina ainda ndo esta sendo
produzida no fold correto. E isso pode ter sido gerado pela falta da sequéncia sinalizadora
de secrecao da proteina no momento de sua amplificacao e clonagem. Isso resultaria na
falta de encaminhamento da proteina para determinados compartimentos celulares onde
ocorre a formacdo de pontes dissulfeto, formando assim uma proteina truncada
armazenada dentro de vesiculas presente no citoplasma celular. Essa hipotese é
reforcada pelo fato de que o grupo o qual trabalha com o sistema de expressdo em
baculovirus frequentemente amplifica 0 gene juntamente com sua sequéncia sinalizadora,
e que este grupo vem tendo resultados excelentes na produgéo de proteinas heterélogas
através desse sistema. Diante disso, uma nova estratégia de clonagem foi adotada para a

obtencao de MpTLP1+ peptideo sinal + histag na mesma construcao.

3.6.7- Clonagem de MpTLP1+ peptideo sinal + histag em pFastBacEGFP C-HT
Novos oligonucleotideos foram desenhados para a amplificacdo de MpTLP1+
peptideo sinal e MpTLP4+ peptideo sinal a partir de cDNA de M. perniciosa. Os primers
possuem, além da sequéncia dos sitios de restricao Rsr/ e Hind/ll para MpTLP1 e EcoRl e
Hindlll para MpTLP4, uma sequéncia extra para que seja possivel fazer a digestdo direta
do produto de PCR sem a necessidade de subclonagem em pGEM-T Easy, como vem

sendo feito durante todo o projeto.
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Apenas o PCR 2 de MpTLP1 resultou na amplificacdo de uma banda no tamanho
esperado (~800pb), porém, em todos os casos é possivel observar a presenca de uma
banda de tamanho maior que o esperado. Isso de da pela contaminacdo de DNA
gendmico no cDNA utilizado para a amplificacdo desses genes. A banda referente a
MpTLP1 foi purificada do gel e em seguida digerida conforme descrito em materiais e

métodos, assim como o plasmideo pFastBacEGFP C-HT (figura 17).

1 2

1000bp
500bp

Figura 17: Digestao de pFastBacEGFP C-HT (1) e MpTLP1+ peptideo sinal (2)

A utilizacdo de um plasmideo contendo cauda de histidina se faz necessario, pois
€ a Unica forma de deteccdo da presencga de proteina através de hibridagdo com anticorpo
anti-his pela técnica de Western- blot. N6s ndo possuimos um anticorpo préprio de
MpTLP1. Além disso, 0 uso da cauda em purificacdo em coluna de afinidade simplifica o
processo de obtencao de proteina pura.

Apoés a ligacao de MpTLP1+ peptideo sinal em pFastBacEGFP C-HT, houve a
transformacdo em E.coli DH10B seguida de plaqueamento em meio seletivo contendo
ampicilina 100mg/ml. Colbnias positivas foram selecionadas, seguida de purificacdo de
DNA plasmidial e o plasmideo possuindo a constru¢cdo foi confirmado através de

sequénciamento no equipamento 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).
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Esse plasmideo foi utilizado para transformagdo em DH10BAC™ (Invitrogen), e
todo o processo de selecdo de transformantes, obtencdo de virus e mini testes de
producgéo de proteina foi conduzido, porém nao obtivemos resultados satisfatérios.

Ap6s todo esforco para a obtencdo de MpTLPs de forma soluvel nao
apresentarem resultados satisfatério, e considerando o prazo avangado do periodo de
doutoramento, essas técnicas foram descontinuadas do trabalho. Consideramos que
exploramos muitas técnicas de obtencdo de MpTLPs soluveis desde o trabalho de
mestrado de aluna, onde foram testados diferentes plasmideos de expressao em E. coli, e
também diferentes organismos de expressao como levedura e células de inseto durante o

periodo total de trabalho.
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4- CAPITULO II: Estudo de genes candidatos a efetores secretados de
patogenicidade de M. perniciosa (MpCSEPSs)

Analise de transcriptoma de vassoura verde feito durante o trabalho de doutorado
do aluno Paulo Teixeira revelou alguns genes candidatos a efetores de patogenicidade
em M. perniciosa. A versao atualizada do genoma do fungo conta com 193 proteinas
candidatas a efetores secretados (CSEP), que foram definidas como proteinas que sao
secretadas e que ndo possuem homologos caracterizados em outros organismos
sequénciados até entdo (Pedersen et al., 2012).

Grande parte dos genes mais altamente expressos pelo fungo na vassoura verde
codifica uma CSEP, sugerindo uma importante participacao dessa proteina durante a
infeccdo. Um total de 35 CSEP com valor de RPKM >50 foi identificado em plantas
infectadas. Em geral, esses genes codificam proteinas pequenas e ricas em cisteinas que
sao caracteristicas tipicas de efetores de viruléncia (Stergiopoulos and de Wit, 2009).
Essas proteinas possuem as mesmas caracteristicas de proteinas codificadas pelos
genes AVRs de patégenos (Van den Ackerveken et al, 1993). Quando analisamos o
transcriptoma do fungo foi possivel notar que pelo menos 35 dessas CSEPS séao
preferencialmente ou até exclusivamente expressos durante a interagéo do fungo em fase
biotréfica com o cacau, podendo ser mais uma evidéncia de que esses genes codificam
efetores potenciais.

No momento do inicio desse estudo, a andlise de transcriptoma do fungo estava
em andamento, e gerou, inicialmente, 16 sequéncias CSEP. A caracterizacdo dessas
proteinas foi inserida no presente trabalho de doutoramento juntamente com a
caracterizagao das MpTLPs no projeto “SMOLBNET 2.0: Estudos estruturais de proteinas
chave para as doencas fangicas do cacau Vassoura de bruxa e Moniliase -
Desenvolvimento de estratégias de controle e entendimento de modelos de

patogenicidade” foi conduzido no LNBio - Laboratério Nacional de Biociéncias.
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4.1- Justificativa

Sabemos que a interacao T. cacao- Moniliophtora perniciosa é benéfica apenas ao
fungo, sendo, portanto, uma interagdo compativel (quando a doenca ocorre). A planta,
apesar de ativar seu sistema de defesa, ndo se mostra eficaz no combate da doenca
(Teixeira et al, 2013) e isso pode estar relacionado a producdo de efetores de
patogenicidade que podem ser capazes de neutralizar o sistema de defesa da planta.
Pensando nisso, faz-se importante a caracterizacdo das proteinas que nesse trabalho

serdo nomeadas MpCSEP (Moniliophtora perniciosa Candidate secreted effectors).

4.2- Objetivos

Este capitulo refere-se a caracterizagdo de MpCSEPs através de clonagem e
superexpressao dessas proteinas em sistema heterdlogo (E. coli) seguido de purificagao,
obtencao de cristais para resolugao estrutural destas proteinas. Este estudo, assim como
o estudo discutido no capitulo 1, fez parte do projeto “SMOLBNET 2.0: Estudos estruturais
de proteinas chave para as doencas fungicas do cacau Vassoura de bruxa e Moniliase —
Desenvolvimento de estratégias de controle e entendimento de modelos de

patogenicidade”.

4.3- Materiais e Métodos
4.3.1- Analise de expressao génica de MpCSEPs

As bibliotecas e amostras analisadas foram as mesmas utilizadas no artigo do

capitulo 1.
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4.3.2- Clonagem dos genes MIpCSEPs
4.3.2.1 - Organismos hospedeiros

As células competentes de E. coli utilizadas nas subclonagens eram da cepa
Top10 (Invitrogen). A cepa de E. coli utilizadas para expressdao de proteinas

recombinantes Origami(DE3) (Novagen).

4.3.2.2 - Plasmideos

Para subclonagem dos fragmentos amplificados por PCR foi utilizado o plasmideo
pGEM-T Easy (Promega, EUA). Para a superexpressao de proteinas recombinantes em

bactéria foram usados os plasmideos pET28a e pETSUMO (Novagen, EUA),

4.3.2.3- Amplificacao e subclonagem dos genes MpCSEPs.

Utilizando as sequéncias codificantes geradas a partir do software Augustus gene
finder, pares de oligonucleotideos foram desenhados para amplificar os genes a partir de
cDNA de vassoura verde, adicionando as sequéncias reconhecias pelos sitios de
restricdo BamHI nos oligonucleotideos direto e Hindlll nos reversos. Os genes MpCSEPs
foram amplificados utilizando esses pares de primers e os fragmentos obtidos foram
clonados em pGEM-T Easy e transformado em E. coli Top10 através da técnica de
choque térmico. Os transformantes foram selecionados em meio de cultura seletivo
contendo antibiético (ampicilina100ug/ml) e X-gal (técnica de a-complementacdo). Esses
clones foram crescidos em meio LB contendo ampicilina (100ug/ml) e em seguida

submetidos a extracdo de DNA plasmidial por lise alcalina (Sambrook et al., 1996).

4.3.2.3- Digestao das MpCSEPs e clonagem em vetores de
expressao em E.coli.

Os plasmideos obtidos foram digeridos com as enzimas de restricbes BamHI/ e

Hindlll. As digestdes foram aplicadas em gel de agarose 0,8% e os fragmentos referentes
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as sequéncias dos genes MpCSEPs foram purificadas do gel através do Kit PureLink
(Invitrogen, EUA), e utilizadas para ligagcdo aos plasmideos de expressao de proteina
PetSUMO. Apés a ligagdo, os plasmideos foram novamente transformados em E.coli
Top10 e os transformantes foram selecionados através de plaqueamento em meio de
cultura contendo antibiético (canamicina 25ug/ml) e posteriormente através da técnica de
PCR. Confirmados os clones, uma nova purificagdo de DNA plasmidial por lise alcalina foi
realizada, e assim obtivemos o gene ligado nos plasmideos de expressao. O plasmideo
purificado foi utilizado para confirmacao da constru¢do através de sequénciamento no
equipamento 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

As construgdes pETSUMO- MpCSEPs foram inseridas em E.coli Origami DE3 pela
técnica de transformacéo por choque térmico. Os transformantes foram plaqueados em
meio de cultura contendo canamicina (25ug/ml) streptomicina (25mg/ml) e tetraciclina

(5mg/ml).

4.3.3- Teste de inducao e solubilidade

Um teste de expressao das proteinas clonadas foi feito em 100 ml de LB, seguido
de teste de solubilidade:

Foi adicionado 600ul de pré inoculo (25ug/ml de canamicina, 25mg/ml de
streptomicina e 5mg/ml de tetraciclina+ 1 colénia de Origami transformada, crescimento
ON) em 2 erlenmeyers contendo 100 ml de meio de cultura com antibioticos ja citados.
Foram incubados a 37 °C por aproximadamente 6 horas (OD= 0,8) 200 RPM. Uma
aliquota de 300ul foi retirada da cultura nesse ponto (amostra ndo induzida). Apéds isso,
um dos erlenmeyers foi transferido para um shaker a 18 °C e mantido até a temperatura
estabilizar, logo em seguida foi adicionado 0,2mM de IPTG no meio de cultura a 18°C e
37°C, 200 RPM, e foram mantidos nessas condi¢ées durante a noite. A cultura foi entao

centrifugada a 5000 RPM 4 °C, o meio de cultura foi descartado e as células foram
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submetidas a lise com tampao contendo 50mM Tris-HCI pH8.5, 150mM NaCl, Glicerol
10%, 15mg Lisozima, 4mg DOC, 25ul DNAse, com 1 hora de incubacao em gelo. O lisado
foi centrifugado por 13000 RPM por 45 min (4 °C) e o sobrenadante foi recolhido, o que
corresponde a fragcao soluvel do extrato celular.

Adicionamos ao extrato clarificado 100ul de resina de niquel (Talon- Clontech),
incubando durante 1 hora em geladeira e logo depois o material foi centrifugado, o
sobrenadante foi descartado e a resina sofreu 2 lavagens seguida de centrifugagdo com
tampé&o contendo 50mM Tris-HCI pH8.5 e 150mM NaCl. Todas as fases desse

procedimento foram avaliadas em gel SDS-PAGE 15%.

4.3.4- Expressao e purificagcao em grande escala.

Expressdo em larga escala foi realizada em erlenmeyers contendo 1l de LB +
antibiéticos nas concentragdes ja descritas anteriormente (total de 8 litros por proteina). O
pré indculo agora é realizado em 50 ml de meio, e 6 ml/litro de indugéo € utilizado para
inéculo. A inducdo foi feita com a mesma concentragdo de IPTG, e a temperatura
escolhida para inducéo foi 18 °C nas mesmas condi¢des de agitacdo e mesmo tempo. O
tampédo de lise utilizado manteve-se aos componentes e concentracbes descritas
anteriormente. As células foram sedimentadas a 8000 RPM durante 20 minutos em
centrifuga refrigerada, o meio de cultura foi descartado e as células foram submetidas a
lise, adicionando a cada litro de indu¢ao 80 ml de tampao de lise (50mM Tris-HCI pH8.5,
150mM NaCl, Glicerol 10%, 138mg Lisozima, 10mg DOC, 1ul DNAse/ litro de indugéo), e
incubando em gelo por 1 hora.

Apds lise, o extrato total celular é centrifugado a 18000 RPM, e o sobrenadante,
fracdo correspondente a porcdo celular solivel é submetida a purificagdo. Para a
purificacdo, 1 ml resina de Niquel (Talon- Clontech) para cada litro de inducédo é

empacotada em coluna, equilibrada com tampéao de purificacdo 50mM Tris-HCI pH8.5 e
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150mM NaCl, e o extrato total celular é adicionado a coluna. Logo apéds, a resina
contendo a proteina aderida é lavada com 10X o volume de tamp&o, e incubada ON a 4°C
sob agitagdo, com 20 U de ULP (Ub1 Specific Protease 1 ou Sumo protease) para a
clivagem da cauda Sumo, separando a proteina da cauda de histidina que continua aderia
ao metal da resina. Logo apds, a proteina é eluida da resina.

Apbs a purificagao por afinidade, a proteina obtida foi submetida a purificagao por
exclusdo por tamanho para a completa retirada de qualquer contaminante que ainda
existia na amostra. Essa purificagéo foi feita em coluna Hiload 16/60 Superdex 75 (GE
Life Sciences) no equipamento FPLC Akta Purifier (GE Life Sciences). A coluna foi
equilibrada com tampao de purificagcao ja mencionado e a solugéo contendo a proteina foi
concentrada até o volume de 2 ml (volume do loop utilizado no equipamento). A proteina
purificada é concentrada até 20mg/ml para ser utilizada em experimento de cristalizagao.

Para MpCSEP14, antes da purificagao por exclusdo de tamanho, foi adicionada
uma etapa de purificagdo com a utilizacdo da coluna de troca i6bnica Mono-Q 5/50 (GE),

que é equilibrada com tampéo 50mM Tris-HCI pH8.5 e 35mM NaCl.

4.3.5- Cristalizacao

Para obtengdo de cristais, as proteinas foram concentradas a 20mg/ml em
concentradores Centricon 10kDa (Millipore). ApOs purificacdo, as proteinas sao
submetidas a experimentos de cristalizacdo no laboratério ROBOLAB - Laboratério
Automatizado de Cristalizacdo de Macromoléculas (LNBio). Inicialmente, os experimentos
montados sao com a utilizagao de kits iniciais de cristalizacao.

A proporcao gota/reagente foi de 1:1 e o volume utilizado de solu¢do do pogo foi
de 1/3. Para a montagem do experimento, proteinas e reagentes sdo pipetados e
misturados automaticamente pelo equipamento Matrix Maker (Emerald Biosystems), e

armazenados a temperatura controlada no equipamento Rock Imager 1000 (Formulatrix).
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Esse equipamento gera e registra imagens do conteudo da placa o que facilita o
acompanhamento do experimento.

Tabela 2: Kits iniciais de cristalizacdo
Kits Caracteristicas

Crystal Screen HT Matriz esparsa original desenvolvido por Jankaric & Kim

(1991)
JSCG+ Suite Matriz esparsa otimizada desenvolvida por JSCG
PACT Suite Varredura sistematica de pH e ions versus PEGs (JSCG)
. Combinacgao sinergética de agentes precipitantes
SR Ej2igl mecanicamente distintos
SaltRx Kit baseado em variagbes de sais e pH
Wizard 1&ll Matriz esparsa da Emerald

4.3.5.1- Refinamento dos cristais

A partir das condigbes iniciais as quais resultaram em cristais de proteina,
selecionamos o melhor cristal para refina-lo. Para isso, as condi¢des iniciais de formacéao
de cristais sofreram variagdes em concentracao de precipitante e pH. Para MpCSEP5,
foram escolhidas duas condicdes iniciais a serem variadas: condicao A: 25% PEG 3350;
10mM Bis-Tris pH 5.5; 200mM NaCl. Condigdo B: 20% PEG 6000; 10mM MES pH 6;
200mM Cloreto de Amobnio. As variagdes na condigdo A foram feitas da seguinte
maneira: Cloreto de Sédio (200mM a 50MM E a H) nas linhas, e concentracbes de
PEG3350 nas colunas (19% a 29% 1 a 6); Concentracdo de PEG3350 de 30% a 5%
(linha E, 6 a 12), Faixa de pH (4.5 a 7 de 0,5 em 0,5 ponto) linha F, 7 a 12; Adicionar
glicerol 3% em 3% (de 0 a 18%); Trocar Cloreto de sédio por Cloreto de litio (50mM a
300mM) D 7a 12.

As variantes da condi¢cdo B foram as seguintes: Concentracdo de PEG3350 de
30% a 5% (linha A, 7 a 12); Faixa de pH (5 a 7.5 de 0,5 em 0,5 ponto) linha B, 7 a 12;
Adicionar glicerol 3% em 3% (até 18%); Trocar Cloreto de aménio por Cloreto de litio
(50mM a 300mM) D 7a 12.
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Para MPCSEP14, as condi¢des iniciais para formagcdo de cristais foram: Tri-
sodium citrate 0,1M pH5,6; 2-propanol 20%; PEG 4000 20%, e as variagbes para
refinamento foram as seguintes: pH de 4.4 a 6,8 (de 0,2 em 0.2); 2-propanol: de 10% a
34% de 2 % em 2%; PEG4000: de 10% a 34% de 2% em 2%, aumento da concentracao
de PEG4000 e diminuir a de 2-propanol nas mesmas janelas citadas, variagcao crescente
de PEG4000 em 25% de 2- propanol; Variagdo crescente de PEG4000 em 15% de 2-
propanol.

Alem disso, os Kits Silver Bullets e Additive Screen (Rampton Research) foram
utilizados na tentativa de melhora dos cristais de MpCSEP5 em placas de gota pendente
de 48 pocgos preparadas manualmente e mantidas a 18°C. O volume total de solugdo no
poco foi de 200ul, e o volume total da gota foi de 2ul, para os dois kits, sendo 1ul de
solucao de proteina, 0,7% de tampéao do poco e 0,3ul de aditivo, para Kit Additive Screen,
e 1ul de solugéo de proteina, 0,5ul de solugéo de poc¢o e 0,5ul do reagente nas gotas para
o kit Silver Bullets.

Adicionalmente, a técnica de Seeding também foi empregada. Essa técnica
consiste em maceramento de um cristal, cuja formagcédo foi dada na condicdo inicial
testada em placa montada méo e em seguida, espalhar as sementes desse cristal em
uma gota contendo reagente+ proteina com a utilizagdo de um fio de pelo de cavalo, em
condicbes de variacdo a escolher, nesse caso, as variacbes foram dadas na solucéo
precipitante e propor¢ao proteina: solugdo. Foi realizada gota sentada em condi¢ao cuja
formacao de cristal foi observada em placa montada mecanicamente: PEG3350 21%, Bis-
Tris pH 5.5 10mM, NaCl 50mM. 700ul dessa solucao foi colocada em cada pocinho, e
para montagem da gota, variamos a propor¢ao de solugao proteica: solugao de pogo, nas
proporgoes de 1:1, 2:1, 3:1, 1:2, 1:3, com volume final da gota= 2ul. O gradiente de
concentracao de PEG 3350 foi de 14% a 20%. Apds montagem das gotas, a placa
permaneceu aclimatando a 18°C durante 24 horas, para entdo as sementes de cristal ser
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espalhadas na gota. A diferenga das técnicas que envolvem gota sentada e gota

pendente pode ser visualizada na figura 18.

1 A

Figura 18: Desenho esquematico de pocos de placas de gota sentada (A) e gota
pendente (B). 1- solugdo do pogo, 1- gota contendo solugéo proteica + solugao de pogo,
podendo conter ainda algum outro reagente ou aditivo.

4.3.6- Dicroismo Circular (CD)

Os experimentos de dicroismo circular foram realizados no espectropolarimetro
JASCO J-810, com a temperatura controlada a 20 °C através de um sistema interno de
controle de temperatura (Peltier type control system PFD 425S, JASCO). Os espectros de
dicroismo circular no UV distante (250-190 nm) foram obtidos utilizando-se uma cubeta de
quartzo de 0,1 cm de caminho 6ético, e 0,2 mg/mL de proteina solugcdo. Todos os
espectros de dicroismo circular foram corrigidos com a subtracdo dos espectros dos
tampdes utilizados e os dados gerados com a subtracdo desses espectros foram
convertidos em elipticidade molar por residuo, [6], dado em graus cm? dmol™, calculado

de acordo com a equagao:
[6]= (¢ MRW) /(10 c )

onde ¢ € a elipticidade (em graus), MRW é o peso médio do residuo, ¢ é a concentragao

da proteina em g/mL e | € o caminho 6ptico em cm.
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4.3.7- Espalhamento dinamico de luz (DLS)

Os experimentos de espalhamento dinamico de luz foram realizados com o
equipamento DynaPro-99-E-15 (Protein Solutions). Uma concentracao de 0,2 mg/mL de
proteina foi utilizada para os experimentos. A temperatura foi mantida a 25 °C durante
todo o experimento. Foram realizadas 100 medidas com o objetivo de melhorar a
estatistica dos resultados. Os dados foram tratados com o programa fornecido pelo

fabricante.

4.4- Resultados
4.4.1- Mineracao das sequéncias MpCSEPs

Em andlise de transcriptoma realizado durante o Doutorado do aluno Paulo
Teixeira, foi observada a existéncia de proteinas desconhecidas que apresentavam uma
alta expressao génica exclusivamente, ou preferencialmente em bibliotecas referentes a
interagdo planta-patdégeno, ndo apresentando expressdo em bibliotecas de estruturas
reprodutivas do fungo ou mesmo em fungo cultivado in vitro na maioria dos casos. Essas
bibliotecas foram descritas no capitulo 1 desta tese (artigo submetido). Nessa primeira
andlise, foram selecionados 16 genes.

A partir dessa analise, as sequéncias correspondentes a esses genes foram
utiizadas em tblastn e verificou- se auséncia ou, quando existia, uma baixissima
similaridade com alguma regido de algum gene. As sequéncias desses genes
desconhecidos foram entdo traduzidas e se tornaram candidatas ao estudo e
caracterizacao das mesmas apds confirmacdo da existéncia de peptideo sinal em todas
elas através de andlise pelo programa SignalP 4.1

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/).

80


http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/

Expressao Génica- MpCSEPs Candidatas
80000
70000 - MoCSEP?t
60000 B pcser2
® \pcsers
50000 ® ocsEPs
= ® \pCSEPS
X 40000 "
& W \tocseEPS
30000 W wwcsepy
® \iocsers
20000 - .
MpCSEPY
10000 ® wipcsep1o
i | ® vocsert1
0 — L - o
* MpCSEP12
® N 0 & & & & w0 >
& & & N & Qob & & ¢ ° MpCSEP(3
o & & & o ) <& & o S
& -~ £ & & & P o MpCSEP14
R g < & % e
> \\'o e & ®
3 ¢ go‘,?' : \59 MpCSEP15
c.,Qo Qi\ MpCSEP16
Bibliotecas

Figura 19 Expressao génica de candidatas a efetores. Eixo Y: Valores de RPKM, eixo
X: Bibliotecas analisadas.

A primeira triagem de selegdo de genes entre esses candidatos ao estudo foi
realizada a partir da exclusao das proteinas que apresentavam uma grande quantidade
de cisteinas em suas sequencias, devido a complexidade de expressao heteréloga desse
tipo de proteina em sistema de E. coli. Esta selecao excluiu 5 genes, restando 11 genes
em nosso estudo. Entre estes, o gene MpSCEP 8 foi excluido, pois ndo conseguimos uma
sequéncia de qualidade em nossos bancos de dados para a confec¢do de primers para

amplificacdo dos mesmos.
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Tabela 3: Caracteristicas dos genes MpCSEPs

Nome do Tamanho numerode Numerode Tamanho da Peptideo Peptideo de

Gene CDS (pb) introns Cisteinas proteina (aa) sinal membrana
MpCSEP1 738 2 246 sim nao
MpCSEP2 555 3 9 185 sim nao
MpCSEP3 984 3 15 328 sim nao
MpCSEP4 810 2 5 270 sim nao
MpCSEP5 690 2 0 230 sim sim
MpCSEP6 594 3 9 183 sim nao
MpCSEP7 930 2 6 310 sim nao
MpCSEP8 246 1 2 82 sim nao
MpCSEP9 324 2 6 108 sim nao
MpCSEP10 600 2 3 200 sim nao
MpCSEP11 570 5 10 190 sim nao
MpCSEP12 711 2 2 237 sim sim
MpCSEP13 717 4 3 239 sim sim
MpCSEP14 477 2 3 159 sim nao
MpCSEP15 309 1 6 103 sim nao
MpCSEP16 441 2 1 147 sim nao

4.4.2- Amplificacao e clonagem de MpCSEPs

A partir da selegédo descrita anteriormente, foram desenhados primers para
amplificacdo das 11 sequéncias codantes restantes, contendo sitios de enzimas de
restricbes BamH/ no primer direto e Hind/ll no primer reverso, para posterior clonagem em
vetor de expressao heteréloga de proteina. A sequéncia que corresponde ao peptideo
sinal de cada gene foram excluidas em nossa estratégia de clonagem, assim como
regides transmembrana, detectada pelo programa InterProScan
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfal/iprscan/). Os primers para amplificacdo de cada gene

estdo dispostos na tabela a seguir.
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Tabela 4: Primer para amplificacao e clonagem dos genes MpCSEPs. Em realce
sequéncias reconhecidas pelas enzimas de restricbes BamHI para os primers diretos, e
Hindlll, para os primers reversos.

Direto (5’-3’) Reverso (5’-3°)
MpCSEP1  ATCCCBGATCCATCCCTACCCCCCGTAATGTA  TCGACAAGETTCTAGTTGTGGAAGAACGTAGAGGG
MpCSEP4  ATCCCBBATEECTTCCCAACCCAGCTCCCAA  TCGACRRGETTCTACAACGAGATCGACACTCCGAA
MpCSEP5  ATCCCGGATEECTCCCGAGCCCAAAGGTTGA  TCGACAAGETTTCACAAATCGACTGAAAGGCCA
MpCSEP7  ATCCCEGATEECTTCCCAACCCAGTTCCCAA TCGACAAGETTTTAAAAGGAGATCACCACTC
MpCSEP9  ATCCCGGATEEACACCAACCAAGACACCAAA  TCGACRAGETTTCAAATATTCACGTCCCAGC
MpCSEP10  ATCCCGGATEECTTCCCAGCCCAGCTGCT TCGACAAGETTTTACAACGAAATCGACACTCCC3
MpCSEP12  ATCCCBGATEECTTCCCAGTCCAGCTGCCC TCGACRRGETTTTATTGAGCATGGATCTCTTCAGAG
MpCSEP13  ATCCCBGATEETTCAATATCACTGGCCCCGT TCGACRAGETTTTACAATGCACCGGTGGAGAG
MpCSEP14  ATCCCGGATEETCTCTCGTCTCCCGTGATGGT — TCGACARGETTTTACTTGGAGGCGATAGTACACTTG
MpCSEP15 ATCCCEGATEEGCAAAAACCCTTGTGTGCGT — TCGACARGETICTAGGCGGCCCATTCACACA
MpCSEP16  ATCCCGGATEEGCCAGCATAACTGAGCCTCA  TCGACAAGETTTTACGCCTTGACAACATTGAC

Para a amplificacdo desses genes, foi utilizado cDNA obtido a partir de RNA
extraido de plantas doentes. Testes de amplificagdo foram feitos utilizando RNA das fases
da doenca com 30 e 45 dias apés inoculacao, necrose 1, necrose 2, vassoura seca e
micélios de M. perniciosa cultivado in vitro na presenga de extrato de cacau em meio de
cultura. Grande parte dos genes foram amplificados na condicdo de necrose 1, portanto
esse cDNA foi utilizado para amplificagdo e clonagem desses genes. Porém, os genes
MpCSEPs 7, e 15 ndo apresentaram produto de amplificagéo e foram descontinuadas do
presente estudo.

Os demais genes foram subclonados em pGEMT Easy (Promega) e transformado
em células TOP10 para propagacdo e plagueados em meio de selecdo. Colbnias
positivas foram entdo inoculadas em meio de cultura liquido contendo Ampicilina
(100ug/ml) e logo apéds, essas células foram submetidas a lise alcalina (Sambrook, 2001)
para purificagdo dos plasmideos. Esses plasmideos foram entéo digeridos utilizando as

enzimas de restricdo com sequéncias de reconhecimento inseridas pelos primers e o
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produto de digestao foi purificado de gel de agarose 1% pelo kit Wizard® SV Gel and PCR

Clean—-Up System (Promega).
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Figura 20: Amplificacao de genes MpCSEPs a partir de cDNA de cacau doente na
fase de necrose 1. Os genes MpCSEP7 e MpCSEP15 nao apresentaram produto
amplificado.

Paralelamente, o vetor para expressao heteréloga de proteina PETSumo também
foi submetido aos mesmos procedimentos descritos neste paragrafo e foi utilizado para a
ligacdo dos genes. Os produtos dessas ligacbes foram transformados em E. coli TOP10
para a multiplicagdo da construgdo, que foram novamente purificadas através de lise
alcalina e utilizadas para transformacdo em células para expressao heterdloga de
proteina Origami. O gene MpCSEP4 nao apresentou produto de digestdo, enquanto o
gene MpCSEP13 nao apresentou col6nia positiva apds transformacdo em Origami, e

foram descontinuados do estudo.

4.4.3- Teste de expressao, solubilidade e purificacao das MpCSEPs

As células contendo o vetor de expressdo + gene foram selecionadas por
plagueamento em meio de cultura seletivo, e colénias foram submetidas a PCR para
confirmagao da presencga do inserto. Confirmado o inserto, as colénias foram inoculadas
em um pré- inéculo de 2 ml e 0 mesmo foi utilizado para um inéculo em 100 ml de LB
contendo antibiéticos conforme descrito em materiais e métodos. A indugido de todas as

proteinas testadas foi feita em duas temperaturas, 30°C e 18°C para verificar se ha
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diferenca na quantidade de proteina produzida bem como em seu estado de solubilidade

(figura 21).
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Figura 21: Teste de expressao e solubilidade das proteinas MpCSEP1, MpCSEP5,
MpCSEP9, MpCSEP12, MpCSEP14, MpCSEP16 em 18°C e 37°C. M- Prestained protein
ladder 10-170, Fermentas; 1- Sem indugéo; 2- Induzido; 3- Extrato total; 4- Flowtrought; 5-
lavagem 1; 6- lavagem 2; 7- Resina+ Proteina , *- repeticdo da amostra anterior. Setas
indicam o tamanho esperado das bandas referentes a proteina + cauda de histidina +

cauda SUMO
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Aliguotas das culturas antes da indugao com IPTG foram retiradas e apds indugao
as células foram sedimentadas e lisadas. O lisado foi submetido a uma purificagdo para
verificar se a proteina, quando produzida, permanecia na fragao soltvel do lisado celular.

Foi possivel observar a presenga de banda diferencialmente expressa na amostra
7, correspondente a proteina ligada na resina de afinidade a cauda de histidina (niquel-
TALON) para as proteinas MpCSEP1, MpCSEP5, MpCSEP9, MpCSEP14 e MpCSEP16,
e a temperatura que melhor produziu proteina na fracao soluvel foi a de 18°C. A partir
daqui, todas as indugbes em larga escala foram feitas sob esta temperatura. Os genes
gue nao apresentaram proteina expressa foram descontinuados desse trabalho.

As proteinas que se mostraram solUveis no teste anterior foram entdo expressas
em 1| de LB, para checar se elas permaneciam solUveis em todos os passos da
purificacdo por afinidade. Nesta etapa, observamos que MpCSEP1, apés incubacao de
proteina ligada a resina com ULP, sofria precipitacdo de uma parte da proteina (figura 22).
Para MpCSEP9 e MpCSEP16 a digestdao com a enzima ULP para liberacao da proteina
nao ocorria de forma satisfatéria, mesmo testando outras concentragdes da enzima,
resultando em uma quantidade quase imperceptivel em gel da proteina pura (figura 23).
MpCSEP5 e MpCSEP14 foram as que melhor se comportaram e resultaram em uma

quantidade satisfatoria de proteina ao final da purificagao por afinidade (Figura 24).
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Figura 22: Expressao e purificagao de MpCSEP1: M- Prestained protein ladder 10-170,
Fermentas; 1- Sem inducgao; 2- Induzido; 3- Extrato total; 4- Flowtrought; 5- lavagem 1; 6-
Resina+ Proteina, 7- MpCSEP1 + resina + ULP; 8- MpCSEP1 eluida; 9- precipitado
formado durante a incubagao da proteina ligada a resina+ ULP. Gel SDS-PAGE 12,5%.
Seta indica proteina esperada.
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Figura 23: Expressao e purificacao de MpCSEP9 (esquerda) e MpCSEP16 (direita):
Gel SDS- PAGE 12,5%. M- Prestained protein ladder 10-170, Fermentas; 1- Sem inducéo;
2- Induzido; 3- Extrato total; 4- Flowtrought; 5- lavagem 1; 6- Resina+ Proteina , 7-
MpTLP1 + resina + ULP; 8- Proteina eluida. Gel SDS-PAGE 12,5%. Seta indica proteina

esperada.
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Figura 24: Expressao e purificacao de MpCSEP5 (esquerda) e MpCSEP14 (direita):
M- Prestained protein ladder 10-170, Fermentas; 1- Sem inducéao; 2- Extrato total; 3-
lavagem1, 5- lavagem 2; 6- Resina+ Proteina, 7- Proteina + resina + ULP; 8- Proteina
eluida; 9- Resina pds digestdo com ULP. Gel SDS-PAGE 15%. Seta indica proteina
esperada.

Focamos o estudo nas proteinas MpCSEP5 e MpCSEP14 (Figura 24) por se
mostrarem mais promissoras aos passos de purificacdo. A partir daqui, inducéo foi feita
em 8 litros de LB, seguindo os passos de purificacdo mostrados ate agora. Para obtencéo
da proteina mais pura, adicionamos cromatografia por exclusdo de tamanho para retirada
de outras moléculas que ainda estdo presentes mesmo apds a purificagdo por afinidade.
Resultado dessa purificagdo mostrou a permanéncia de um contaminante que se

mostrava por uma banda imediatamente acima da banda correspondente a proteina de

trabalho. Para corrigir isso, um ajuste na purificacdo por afinidade, com o aumento da
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quantidade de resina de afinidade foi adotado. Essa modificagdo resolveu o problema
para MpCSEP5 (Figura 25), mas para MpCSEP14 acrescentamos ainda uma purificacao

de troca idnica utilizando coluna MonoQ, o que minimizou o problema (Figura 26).

A R

Figura 25: Purificacao de MpCSEP5. Curva gerada durante purificacdo por exclusao de
tamanho (Hiload 16/60 Superdex 75) pelo software UNICOR no equipamento AKTA
Purifier (esquerda). Gel SDS-PAGE 15%. A: Produto da purificagdo de MpCSEP5 pelo
protocolo original; B- Produto de purificacao de MpCSEPS através do protocolo otimizado.

e e e ————

Figura 26: Purificacao de MpCSEP14. Curva gerada durante purificagdo por exclusao
de tamanho (Hiload 16/60 Superdex 75) pelo software UNICOR no equipamento AKTA
Purifier (acima). Gel SDS-PAGE 15% do produto da purificagdo da proteina (abaixo).
Esquerda: purificagdo por exclusao de tamanho apés afinidade. Direita: purificagdo com a
adicao da etapa de purificacao por troca idnica (Mono-Q 5/50, GE).
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4.4.4- Cristalizacao

As proteinas puras foram utilizadas para técnicas que visam a formacao de cristais
para resolugdo de sua estrutura tridimensional. Foram testados ao todo seis Kits iniciais
conforme as praticas adotadas pelo laboratério. A concentragédo inicial para testes de
cristalizacao das proteinas utilizadas foi de 20mg/ml.

MpCSEP5 mostrou-se promissora apresentando cristais em algumas das
condicdes testadas nesses kits, e a partir dessas condicdes, placas para o refinamento do
cristal foram confeccionadas em rob6é com as variagdes citadas em materiais e métodos.
Foi possivel observar uma pequena melhora no aspecto do cristal. Essa proteina foi ainda
testada com o uso dos kits Additive Screen e Silver Bullets (Hampton Research) em
placas feitas a méo e ainda pela técnica de seeding (descrito materiais e métodos).

Utilizamos a técnica de semear nucleos de cristalizagdo (seeding) na tentativa de
melhorar o perfil anisotropico dos cristais. Essa técnica consiste em transferir microcristais
oriundos a partir de um pequeno cristal triturado (uma semente) para uma gota. Nela, a
concentracao dos reagentes esta em uma condicao onde nao ocorre nucleacao de cristal,
somente crescimento (fase metaestavel). Para que acontega o crescimento do cristal é
necessario semear nucleos de cristalizacdo. Esta ultima ndo apresentou resultados
satisfatérios. Os cristais formados pelas demais técnicas possuem um perfil oco, com
aspecto de “canudos” o que desfavorece a difragcdo (Figura 27). Esses cristais estédo

sendo submetidos a mais refinamentos para a obtengéo de cristais mais robustos.
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Figura 27: Cristais de MpCSEPS5. Imagens geradas pelo equipamento Rock Imager 1000
de visualizacao de cristais. (A) Condicao de kit Crystal Screen | (Hampton Research). (B)
Condicao de refinamento com kit Silver Bullet. (C) Condicao de refinamento com kit
Additive Screan. (D) Refinamento por variagdo de condi¢ao inicial (pH e concentragdo de
sal).

Tentativas de obtengao de cristais de MpCSEP14 também foram efetuadas com o
uso dos mesmos Kits iniciais, utilizando a mesma concentracao inicial de proteina em
solugdo (20mg/ml), que ndo gerou nenhum cristal. Testamos as mesmas condi¢oes
utilizando o dobro de proteina em solucdao (40mg/ml) e obtivemos formagédo de alguns

cristais, (figura 28) os quais também foram submetidos a varia¢cdes de pH, concentragéo

de precipitante, e outras modificagées para obter cristais de melhor qualidade.
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Figura 28: Cristais de MpCSEP14. Imagens geradas pelo equipamento Rock Imager
1000 de visualizacao de cristais. (A) Condigéao de kit Crystal Screen (Hampton Research).
(B) Condicao de refinamento com kit Silver Bullet. (C) Condicao de refinamento com kit
Additive Screan. (D) Refinamento por variacdo de condicao inicial (pH e concentracao de
sal).

4.4.5- Dicroismo Circular e Espalhamento de Luz Dinamico

Experimento de dicroismo circular (CD) de MpCSEP5 gerou uma curva de
absorbancia, que mostra que a proteina apresenta predominantemente folhas  em sua
estrutura (minimo em 210 nm), enquanto a curva gerada para MpCSEP14 indicam que
sua estrutura secundaria € predominantemente a hélice (figura 29). Dados de
Espalhamento de luz Dinamico (DLS) indicaram que MpCSEP5 em solucao de trabalho
apresenta um peso molecular aproximado de 21 KDa (figura 30) e aproximadamente
29KDa para MpCSEP5. As sequéncias das proteinas recombinantes indicam um

peso molecular de 15KDa para MpCSEP5 e 13KDa para MpCSEP14. Analisando esses
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dados, podemos dizer que na solugdo de trabalho, MpCSEP5 esta em sua forma

predominantemente monomérica na solucao de trabalho a 25°C, enquanto MpCSEP14

apresenta-se em forma de dimero nas mesmas condigoes.
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Figura 29: Dicroismo circular. MpCSEP5 (esquerda) e MpCSEP14 (direita).
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Figura 30: Espalhamento de luz dinamico. MpCSEP5 (esquerda) e MpCSEP14

(direita).

92



4.5- Discussao

Muitos fungos fitopatégenos sdo capazes de reprogramar o metabolismo celular e
a defesa de plantas pela secrecdao de proteinas pequenas conhecidas como efetores.
Considerando que ocorre uma interacdo compativel entre M. perniciosa e cacau,
podemos assumir que a resposta de defesa da planta nao foi eficiente para prevenir o
estabelecimento do micélio biotréfico de M. perniciosa na planta. De acordo com a
definicdo proposta por Jones e Dangl (2006), a resposta de defesa verificada em
vassoura verde pode ser classificada como “defesa basal’, resposta de defesa que é
inativada por patégenos virulentos em hospedeiros susceptiveis. Esse tipo de defesa é
geralmente consequéncia de proteinas efetoras produzidas pelo patégeno com o objetivo
de neutralizar o sistema imune do hospedeiro. Embora nenhuma proteina efetora tenha
sido caracterizada em M. perniciosa até o momento, analise de RNA-seq aponta alguns
candidatos a efetores que sdo altamente e em sua maioria exclusivamente expressos em
vassoura verde (Teixeira et al., 2013). Esses genes se enquadram na descricdo de
efetores de patogenicidade de Stergiopoulos e de Wit (2009) sao proteinas pequenas,
secretadas e em sua maioria possuem um alto indice de cisteinas. Esses genes estao
entre 0s mais expressos durante a interagdo T. cacao- M.perniciosa. (Teixeira et al.,
2013). A alta expressao desses genes durante a interagao planta patégeno, somados ao
fato de serem genes desconhecidos, o fracasso do sistema de defesa da planta e as
caracteristicas das proteinas codificadas por eles tornaram esses genes alvos para nosso
estudo. Essas proteinas foram incluidas no ultimo ano do projeto “SMOLBNET 2.0:

Estudos estruturais de proteinas chave para as doengas fungicas do cacau
Vassoura de bruxa e Moniliase — Desenvolvimento de estratégias de controle e
entendimento de modelos de patogenicidade”. Por sua potencial importancia no sucesso
de infeccao do fungo, e pela descontinuidade da caracterizacdo de MpTLPs no projeto

devido a auséncia de proteinas soluveis. A inclusdo dessas proteinas a esse projeto fez-
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se importante por se tratar de uma troca de aprendizado e acesso a estrutura do

laboratério LNBIO. As etapas de andlise de genes, desenho de primers clonagem e

sequénciamento para confirmagao de clones foram feitas no Laboratério de Gendmica e

Expressdao (UNICAMP), enquanto a parte de expressao, purificacao e cristalizagdao foram

feitas no Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio- CNPEM). A cristalografia foi

utilizada como uma ferramenta de estudo na tentativa de obtencdo das estruturas de

MpCSEPs o que poderia facilitar na descoberta da fungéo biolégica dessas proteinas. Os

cristais obtidos até o momento foram testados em linha de luz MX1 e MX2, mas néao

apresentou difracdo e os processos de refinamento deverao ser continuados.

A tabela a seguir sumariza o trabalho o trabalho realizado com as MpCSEPs.

Tabela 5: Resumo das etapas que foram seguidas nesse capitulo. Em vermelho, as
etapas limitantes para cada proteina; em verde as etapas concluidas e em azul estao as

etapas que ainda podem ser abordadas em trabalhos futuros.

Purificagao

Cristalizagao

Resolugao
estrutural

Teste
atividade

MpCSEP2
MpCSEP3
MpCSEP4

Selecdo
Nome do A I =
ene por n° de Amplificagao Clonagem Expressao
g cisteina
MpCSEP1

MpCSEP5

MpCSEP6
MpCSEP7
MpCSEP8*
MpCSEP9

MpCSEP10

MpCSEP12

MpCSEP11 -

MpCSEP13

MpCSEP14

MpCSEP15

MpCSEP16
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4.6-Perspectivas

Apesar de os estudo das proteinas MpCSEP 1, 9, 13 e 16 terem sido
descontinuados no presente trabalho, o estudos das mesmas serdo retomados com
ajustes na expressao e purificagdo dessas proteinas. Estas proteinas foram excluidas do
presente estudo apenas por uma questao de fluxo de trabalho, e ndo esta relacionado a
impossibilidade de trabalhar com as mesmas.

Paralelamente, esforcos estdo sendo direcionados para testes de atividades das
proteinas. Primeiramente, protocolos de medicdo de ROS (espécies reativas de oxigénio)
através de medicdo de fluorescéncia em discos foliares estdo sendo padronizados. A
producédo ROS pelos discos foliares pode ser indicativa de que o sistema imune da planta
estaria ativo. Sua medicao, portanto pode ser importante para avaliarmos a diferenga de
liberacdo de ROS em discos foliares em controles tratados com flagelina, tratamento de
discos com a MpCSEPs e tratamento de discos com controle (flagelina, utilizado como
elicitor) somado a adigcdo de MpSCEPs. A medicao de liberacdo de ROS é medida em
fluorimetro (Nicaise et al., 2013), na presenca de luminol e peroxido de hidrogénio. Esse
teste pode nos dar indicios de que as MpCSEPs atuam na protecdo ou ate mesmo no
ataque celular, caso haja diminuicdo ou aumento da fluorescéncia na presenca ou nao de
proteinas indutoras de defesa de plantas, indicado pela diminuicdo ou aumento de ROS
produzidos pelo tecido vegetal. Até o momento, ndo foi possivel estabelecer essa técnica
em nosso laboratério, visto que ainda ndo conseguimos padronizar os controles. Outros
testes que estdo sendo preparados sao testes “in planta’ de atividades de MpCSEPs. Um
experimento mais detalhado nos permitiria medir a diferengca na expressao génica de
genes marcadores de defesa de plantas: glucanase, gene da via do etileno ACS sintase,
quitinase, peroxidase, fator de transcricao PR1 (NPR1) e gene PR1. Plantulas de cacau
sadias seriam desafiadas com um controle (flagelina), MpCSEPs e uma combinacao de

controle somado a Flagelina. Esses genes foram identificados em T. cacau e primers para
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Real Time-PCR foram desenhados. Medigbes de expressao de genes marcadores para
defesa de planta poderiam nos indicar se esta havendo ou ndo uma repressao da defesa
de planta. Pretendemos continuar o estudo com as proteinas MpCSEPs através de
orientagdes de novos alunos de Iniciagdo Cientifica ou Mestrado, para dar continuidade
aos testes de atividade das proteinas, bem como a resolugéo estrutural das mesmas. A
resolucdo da estrutura € uma ferramenta que podera nos orientar a possiveis ligantes e

inferir possiveis atividades dessas proteinas.
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Anexo 1: Sequéncias CDS e de aminoacidos de MpTLPs

> seql [organism=Moniliophthora perniciosa] Thaumatin-like protein (MpTLPl) gene,
complete CDS
ATGAAACTTTTCGTCGCAAGTGCTTCTCTCGCTGGGTTGTCCACCGTTGCAGCTCGTACCTTCACGGTCTATAACGCGTGT
CCGTTTACCATCTGGCCAGCTCTATTTACGGATCTCCATGCTGGATCCGCTGTTCCTAACTTCAAGACCGGCTGGGAAGCT
CCCGCATGGTCCACGGTAACGTTCTCGGTGCCAGACAACTGGACGGCAGGAAGGATCTGGGCCAGACGTAACTGCGACTTC
TCCAAGACCGGAGGTCCCACTGCTCAGTGCCTCACTGGCGGGTGCAATGGAGGCCTCGAATGCGACAGAAACACAGGCACC
GGTGTGCCTCCCGCAACGATAGCGGAGTGGACTTTGTCGAGTAACCCCAATATTCCCGATAACTACGATGTCTCGCTTGTG
GACGGTTACAATCTTCCTGCCAGGATCTCTAACAACAAAGGGTGCCCCGTTGCCGAATGTGCAAAGGATCTAGGACCAGAC
TGTCCTGCTCCCTTGAAAGGCCCATTTGACTCGACGGGATTCCCCGTGGGTTGCAAGAGTGCTTGCTTTGCAAACTTGGAC
GGCCACCCTCAGGACTCGGCCAATTGTTGTTCTGGCAGCCATAACACCCCGCAAACCTGCCCTGCCAGCGGCGTTCAATAC
TATAGTTACTTCAAGTCAAATTGTCCAAGGTCTTACGCCTACGCCTACGACGAGAATAGTGGCACTGCTTTGTTCACTTGC
GACTCGAAACTCAAGGCTGATTATACTTTGACATTCTGTCCCTGA

>
MKLEFVASASLAGLSTVAARTFTVYNACPFTIWPALFTDLHAGSAVPNFKTGWEAPAWSTVTFSVPDNWTAGRIWARRNCDE
SKTGGPTAQCLTGGCNGGLECDRNTGTGVPPATIAEWTLSSNPNIPDNYDVSLVDGYNLPARISNNKGCPVAECAKDLGPD
CPAPLKGPFDSTGFPVGCKSACFANLDGHPQODSANCCSGSHNTPQTCPASGVQYYSYFKSNCPRSYAYAYDENSGTALFEFTC
DSKLKADYTLTFCP

>seq?2 [organism=Moniliophthora perniciosa] Thaumatin-like protein (MpTLP2) gene,
complete CDS
ATGAAGTTGTTCGCCGCCTCTCTCACAGGCTCCGCCTTCCTATCTAGCGTTGCTGCTCGTACATTTACCGTATACAACGCA
TGCCCGTTCACGATCTGGCCTGCAGTGTTCACCGACCTCAACGTTGGCTCCGCCGTTCCCGACGTGCCTACCGGATGGGAG
GCCTCAGCATGGAGTGTGCGGTCTTTCAACGTCCCGGATAATTGGACTGCGGGAAGGATTTGGGGAAGGAAGAATTGCGAT
TTCAGCAAATCTGGCCCCGATTCTTGTCTTTCCGGCGGGTGCAATGGCGGTCTCCTTTGTGACCAGCGCACTGGAACAGGT
GTTCCTCCTGTATCACTTGCGGAATGGACGCTCTCTGCTGATCCCAATATCCCAGATCACTATGACGTCTCACTTGTCGAC
GGATACAACCTGCCTATGAGGATCACCAACAACAAGGGATGCCCCGTGGCTGATTGCCCAGTCGACTTGGGTCCCAATTGC
CCTGCCCCATTGAAGGGACCCTTCGATGCTTCTGGCTTCCCCGTAGGATGCAAATCCGCATGCTTTGCCAACCTAGACGGA
AACCAAGCGAACTCGCCTAACTGCTGTTCTGGTGATTTTAACAGGCCCGAGACTTGCCCTCCCAGCGGCGTCCAATTCTAC
GACTATTTCAAGGGTAACTGCCCCAACTCTTATGCTTACGCATACGACGAGAGCAGCGGCACCGCTTTGTTCACTTGCCCT
TCGACTGCCAAGGCCGACTATACTCTGACATTCTGCCCTTGA

>
MKLFAASLTGSAFLSSVAARTFTVYNACPFTIWPAVEFTDLNVGSAVPDVPTGWEASAWSVRSEFNVPDNWTAGRIWGRKNCD
FSKSGPDSCLSGGCNGGLLCDQRTGTGVPPVSLAEWTLSADPNIPDHYDVSLVDGYNLPMRITNNKGCPVADCPVDLGPNC
PAPLKGPFDASGFPVGCKSACFANLDGNQANSPNCCSGDEFNRPETCPPSGVQFYDYFKGNCPNSYAYAYDESSGTALEFTCP
STAKADYTLTFECP*

>seq3 [organism=Moniliophthora perniciosa] Thaumatin-like protein (MpTLP3) gene,
complete CDS
ATGCAACTCTTCTCCGTCACCATTCTCGCTGTTGCCTCTTCCGCAGCCGCTCGTACTTTCACTGTGAAGAACAACTGCAAT
TACCCTGTCTGGCCAGCAATCTTCACCGATACCAATAGTCCCGACTGCGGAACTGCTGTACCCGACCAACCAACTGGCTGG
AAAGCTGATCCACGCAGCTCGGTCAACTTCAATGTTCCCGACAACTGGAAATGTGGCCGTATCTGGGGTCGAGCCGAATGC
GACTTTTCGACTAACCCAGGTCCTCAATCGTGCAAGACCGGTGGATGCGCTGGCGGATTGCAATGTACCGGAAATTACGAG
AAGCCCGCCTCTGTTGCCGAATGGACTTTTGATGGAACTAATGACAACTACGATGTTTCCCTCGTCGATGGATTCAACATT
CCCCTGGAGATCACGAACAACAAAGACTGTCCTGTAGGATCTTGCCCGGTCGATTTGAATAACGGATGTCCCGCTGGCTTG
GAAGGTCCTAAGAATGGAGCAGGTGCAGTCATTGCATGCAACAGCGACTGTAACGTTGACAAGAACCATGATGACTCCCCA
AGCTGCTGCACTGGAAGTCACAATAAACCCGAGACCTGTCCTTCTAGTGGCGTTCCGCACTATAAATACTTTAAGGATARAA
TGTCCCAAGGCCTACGCCTTTGCCTACGACGAACCCAGTGGCGCTCTCCTTACCTGTCCAGATAGCAAGAAGGCTGATTAT
ACGCTTACTTTCTGTCCTTGA

>
MQLFSVTILAVASSAAARTFTVKNNCNYPVWPAIFTDTNSPDCGTAVPDQPTGWKADPRSSVNENVPDNWKCGRIWGRAEC
DEFSTNPGPQSCKTGGCAGGLQCTGNYEKPASVAEWTFDGTNDNYDVSLVDGENIPLEITNNKDCPVGSCPVDLNNGCPAGL
EGPKNGAGAVIACNSDCNVDKNHDDSPSCCTGSHNKPETCPSSGVPHYKYFKDKCPKAYAFAYDEPSGALLTCPDSKKADY
TLTECP*

>seqg4 [organism=Moniliophthora perniciosa] Thaumatin-like protein (MpTLP4) gene,
complete CDS

ATGCAATTATTCTCTATCACTCTTCTCGCTGTCGCTTCTTCCGCGACTGCCCGTACTTTCACTGTAAAGAACAACTGCAAG
TACACTGTTTGGCCTGCGATTTTCACCGACACCACGAGCCCCGACTGTGGAACAGCTGTACCCGACCAACCAACTGGCTGG
AAAGCTGATCCAGGTAGTTCTGTCAATTTCAACGTTCCTGACACCTGGAAATGCGGGCGTATGTGGGGTCGACGCGATTGC
GACTTTTCCAACAACTCAGGCCCCGAGTCATGCGGGACTGGTGGTTGTGCTGGCGGATTGAAATGTACTGGAAACTATGAG

103



AAGCCCGCCTCTGTTGCTGAGTGGACTTTTGACGGCACTAACGACAACTATGATATCTCTCTTGTCGATGGGTTCAATGTT
CCTCTGGAGATTACGAACAACAAGGGTTGCGCGGTGGGATCTTGCCCTGTTGATCTGAATAACGGATGTCCCGCTGGCTTG
GAAGGCCCAAAGAATGGAGCAGGCGCAGTCATCGGATGCAACAGCGACTGTAACGTCGACAAGAACCCAAATGATTCCCCG
AGCTGCTGCACCGGAAGTCACGATAAACCTGAGACATGCCCTCCTAGCGGCGTTCCGCACTACCACTACTTCAAGGATAAA
TGCCCCAAGGCTTATGCTTATGCGTACGACGAGCCCAGTGGTTCCCTTCTTCATTGCCCAGATGGCAAGAAGGCTGATTAC
ACGCTTACTTTCTGTCCTTGA

>
MOLFSITLLAVASSATARTFTVKNNCKYTVWPAIFTDTTSPDCGTAVPDOQPTGWKADPGSSVNEFNVPDTWKCGRMWGRRDC
DESNNSGPESCGTGGCAGGLKCTGNYEKPASVAEWTEFDGTNDNYDISLVDGENVPLEITNNKGCAVGSCPVDLNNGCPAGL
EGPKNGAGAVIGCNSDCNVDKNPNDSPSCCTGSHDKPETCPPSGVPHYHYFKDKCPKAYAYAYDEPSGSLLHCPDGKKADY
TLTEFCP*

>seq5 [organism=Moniliophthora perniciosa] Thaumatin-like protein (MpTLP5) gene,
complete CDS
ATGAAAGGATTCTTCGCCTTCGCATTGCTCAGCGTCGCCTCGACTGTCAGTGCTCGCACGTTTACAGTCAGAAACAACTGT
GCTTACACCGTTTGGTGCATGTTCACCGACCCTAACGCTGGTTCCGCCCGCCCAAATTTTGCAACCGGGTGGGAAGCCGCA
CCCAAGACTCAAGTGTCCTTCTCCGTTCCAAACAATTGGAAGGCCGGTCGCATCTGGGACGGCTCCAATGCAATTTCTCCA
CCAACCCCGGGCCCAACTCTTGCGCCAGTGGCGGATGCAATGGCGGACTTCAATGCGCCGCTACCGGCGGGTGTTCCACCG
GCCTCGCTTGCTGAATGGACTCTTCAAGGTGCAGGAAACCTTGACTATTATGATGTCTCGCTCGTCGATGGCGCTAACATT
CCTATGGCGATCACTACCAACGTGAACTGCCCCGTCGCTGACTGCCCGGTCGACTTGAATGCAAACTGCCCCGCTCAGCTC
AAGGTACCCGGAGGATGTAAATCGGCTTGTGTGGCCAACTTGGACGGAAACCCGCAAGATTCCCCCAACTGCTGCAGCGGG
TCTCACAACACCCCAGCTACCTGCCCTTCCAGTGGTGTTCAATTCTTCAGCTACTTCAAAAATGCCTGCCCCAACGCTTAT
GCTTATGCTTACGACGACATCTCAGCTACGAGGACCTGCAACTCTGGTCTGAACGCCGACTACACGTTGACCTTCTGCCCT
TAA

>
MKGFFAFALLSVASTVSARTEFTVRNNCAYTVWCMETDPNAGSARPNFATGWEAAPKTQVSESVPNNWKAGRIWDGSNAISP
PTPGPTLAPVADAMADEFNAPLPAGVPPASLAEWTLQGAGNLDYYDVSLVDGANIPMAITTNVNCPVADCPVDLNANCPAQL
KVPGGCKSACVANLDGNPQDSPNCCSGSHNTPATCPSSGVQFFSYFKNACPNAYAYAYDDISATRTCNSGLNADYTLTFECP

*

>seg6 [organism=Moniliophthora perniciosa] Thaumatin-like protein (MpTLP6) gene,
complete CDS
ATGAAAGGACTCTTTGCTCTTGTGCCTATTGCTCTCGCCTCGACTGTCATCGCGCGTACGTTCACAGTCAGGAACAACTGT
GCCTTTACTGTCTGGCCCGGATTGTTCACTGACCCCAACGTCGGCCCCGCTCGCCCAGATCAACTGACTGGATGGGAAGCA
GCGCCTGGTACTCAGGTATCTTTTTCAGTACCAAACGATTGGAAAGCGGGAAGAATCTGGGGCCGAAAAGAATGCGACTTT
GCCACCAACCCCGGACCCACTTCCTGTGTCAGCGGTGGTTGCAACGGAGGCCTCGAATGCGATCCAAACACGGGAACAGGC
GTACCCCCCGCAAGTATAGCAGAATGGACCCTTCAAGGGGATGGCAACCTCGATTACTATGATGTCTCCCTCGTCGACGGT
TTCAACATTCCCATGGCAATTACCAACAATGTAGACTGCCCGGTGGCCGACTGTCCGGTCGACTTGACCGCTACCTGCCCC
GGAGAGCTTGCATCAGCAGCAGGATGTGCATCAGCCTGCTTTGCAAACCTGGACGGARAACCAGCAAGATTCCGCTAACTGC
TGCAGTGGGTCGCACAGCACCCCTGATACCTGCCCCCCCGACGGTGTTCAATTCTATGACTTCTTCAAGGGTGCCTGTCCC
AATTCCTACGCTTATGCATACGACGAGCGCAGCGACACTGCTCTCTGGACATGCGACTCCTCTTTGAACGCCGACTACACT
CTTACCTTCTGCCCTTAA

>
MKGLFALVPIALASTVIARTFTVRNNCAFTVWPGLEFTDPNVGPARPDQLTGWEAAPGTQVSFSVPNDWKAGRIWGRKECDF
ATNPGPTSCVSGGCNGGLECDPNTGTGVPPASTIAEWTLQGDGNLDYYDVSLVDGENIPMATITNNVDCPVADCPVDLTATCP
GELASAAGCASACFANLDGNQODSANCCSGSHSTPDTCPPDGVQFYDFFKGACPNSYAYAYDERSDTALWTCDSSLNADYT
LTFCP*

>seq’7 [organism=Moniliophthora perniciosa] Thaumatin-like protein (MpTLP7) gene,
complete CDS
ATGAAAGGACTCTTTGCTATCATACCTCTCGCCGTCGCCTCGGCTGTCAGCGCACGTACGTTCACAGTAAGGAACAACTGT
GCCTATACCGTTTGGCCTGGATTGTTCACCGACCCTAACGTTGGCCCCGCCCGTCCGGATCAACCGACTGGATGGGAAGCC
GCGTCTGGTACTGAGGTGTCTTTCAATGTACCAAATGATTGGAAAGCAGGAAGAATCTGGGGCCGAAGAGATTGTGACTTT
TCTACTAACCCAGGACCGACTTCTTGTGTCAGCGGTGGTTGCAACGGAGGCCTCGAATGCGATCCAAACACGGGAACAGGT
GTGCCACCTTCGAGTGTGGCAGAATGGACTCTTCAGGGAGATGCCAACCTCGATTATTATGATGTTTCCCTTGTCGATGGG
TTCAACATTCCTATGGCAATTACTAACAACGTGGACTGCCCAGTGGCTGACTGTCCAGTCGACCTGAACGCAAACTGCCCA
GCAGAGCTCGCATCAGATGCAGCAAACCTGGACGGGAACCCGCAAGATTCTCCTAACTGCTGCAGTGGGTCACACGATACC
CCCGAAACCTGCCCAGCCAGTGGCGTTCAATTTTACGATTTCTTCAAGGGTGCCTGCCCCAACTCCTATGCTTACGCATAC
GACGAGAGCAGCAACACTGCTCTCTGGACTTGCGACTCTTCTTTGAATGCCGATTACACTCTTACCTTCTGCCCTTGA

>
MKGLFAITPLAVASAVSARTFTVRNNCAYTVWPGLEFTDPNVGPARPDOPTGWEAASGTEVSEFNVPNDWKAGRIWGRRDCDF
STNPGPTSCVSGGCNGGLECDPNTGTGVPPSSVAEWTLOQGDANLDYYDVSLVDGENIPMAITNNVDCPVADCPVDLNANCP
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AELASDAGELSQH*TR*SESLSKPVK*SACFANLDGNPQDSPNCCSGSHDTPETCPASGVQFYDFFKGACPNSYAYAYDES
SNTALWTCDSSLNADYTLTFCP*

>seg8 [organism=Moniliophthora perniciosa] Thaumatin-like protein (MpTLP8) gene,
complete CDS
ATGGATCGGTTATTCGTCATTCTTTTACTTTCAACCACCATCTTGCTCGCTGCTCAAGCTCGCTCTGTAACAGTCAAGAAT
AACTGTGCTTTTACTGTATGGCCAGCAATTTTCACTTCTTCGTCTGGCGGAAGTGCAACGAACCAACCAGATTCGAAGACT
GGATGGGAAGCTCCCGCAGGCTCACAAGTTACTTTCTCAGTACCAGACAACTGGCAGGGTGGCCGAATTTGGGGTCGTAGA
GATTGCGATTTCTCCAGGACACCTCCTTTGACCTGTGCCAGTGGATCTTGTAACGGTGGCCTCGAATGTACATCTACCGGC
GTACCACCAACAAGTTCAGCAGAATTCACCCTTGCATCAGGTTCTATACCAGATTTCTATGACGTGTCACTCGCGGACGGT
TTCAACCTCCCCATACAAATCACCAATAACGTCAAATGTCCAGTTGCTGAATGCACCGTCGACTTGAATGCAGCTTGCCCA
AGACAGCTTCAGGGTAAACCCACGTCCGATGGGGCAGTCTCGGGCTGCCTGAGCTCGTGTCTTGCCAATTTGGATGGACAA
CAATCGAATTCTCCCAACTGCTGCTCTGGTGACAACAACAGTCCGACTAACTGTACAGCAGCTGGTGTCCAATTCTTTGAT
TACTTTAAGGGTAGATGCCCGAATGCACTTGCTTATGCGTTTGATGATGCTGCTCTTTGGACATGTGATGGAAAGTTGGGG
GGAAATTACACGGTCACGTTCTGTCCATGA

>
MDRLEFVILLLSTTILLAAQARSVTVKNNCAFTVWPAIFTSSSGGSATNQPDSKTGWEAPAGSQVTEFSVPDNWQGGRIWGRR
DCDEFSRTPPLTCASGSCNGGLECTSTGVPPTSSAEFTLASGSIPDFYDVSLADGENLPIQITNNVKCPVAECTVDLNAACP
ROLOGKPTSDGAVSGCLSSCLANLDGQQSNSPNCCSGDNNSPTNCTAAGVQFFDYFKGRCPNALAYAFDDAALWTCDGKLG
GNYTVTECP*

>seq9 [organism=Moniliophthora perniciosa] Thaumatin-like protein (MpTLP9) gene,
complete CDS
ATGAAAGGACTTTTCGCTTTCGCGTTGCTCAGCGTCGCCTCGACTGCCAGTGCTCGCACGTTTACAGTCAGGAACAACTGC
GACTTCACCGTTTGGCCTGGAATGTACACCGACCCTACCGCTGGTCCCTCCCGCCCAGATTTTGCAACTGGGTGGGAAGCT
GCGCCTAATACTCAAGTGTCCTTCTCCGTTCCAAACGATTGGAAGGCCGGTCGCATCTGGGGACGGCTCGAATGCGATTTC
TCCACTGATCCCGGTCCCAATTCCTGCGCTAGTGGCGGGTGCAATGGTGGACTGGAATGCGCCGCTGATGGCGGTACTGGT
GTTCCACCGGTTACCCTTGCTGAATGGACTCTTCAAGGTGCAGGAAACCTTGACAATTACGATGTTTCTATCGTCGATGGC
GCTAATATTCCTATGGCGGTCACTAATAACGTGAACTGCCCCGTCGCTGACTGCCCGGTCGACTTGAATGCAAACTGCCCC
GCTGAGCTTGCATCACCCGCCGGATGCAGATCGGCTTGCTTTGCCAACCTGGATGAAAACCCGCAAGATTCCCCCAACTGC
TGTACCGGGTCTCACAACACTGAAGATACCTGCCCTTCCAGCGGTGTTCAGTTCTACAGTTACTTCAAGGACGCTTGTCCC
AACGCCTATGTCTACGCTTACGACGACGCCTCTGCTTTGCGGACCTGCGATTCTGGTTTGAATGCCGACTACACCTTGACC
TTCTGCCCCTAA

>
MKGLFAFALLSVASTASARTFTVRNNCDEFTVWPGMYTDPTAGPSRPDFATGWEAAPNTQVSFSVPNDWKAGRIWGRLECDF
STDPGPNSCASGGCNGGLECAADGGTGVPPVTLAEWTLQGAGNLDNYDVSIVDGANIPMAVTNNVNCPVADCPVDLNANCP
AELASPAGCRSACFANLDENPQDSPNCCTGSHNTEDTCPSSGVQFYSYFKDACPNAYVYAYDDASALRTCDSGLNADYTLT
FCP*

>seql0 [organism=Moniliophthora perniciosal Thaumatin-like protein (MpTLP10)
gene, complete CDS
ATGCATTTGCCGACTGTTCTTATTGTTGCTGTCGCGTCCACAGCAACTGCACGTACTTTGACGGTTAAGAACAACTGTGCT
CATACGGTCTGGCCCGCGATCTTTACCGACTCTAGCTGTGGAGGCGCCGCGCCAGATCAACCAACCGGCTGGCAAGCTGAT
CCAAACAGCAGTCTCACCTTCGATGTAGATGATTGGAGATGCGGTCGGATCTGGGGTCGTGCAGGCTGTGATTTTAGTGGC
GTAGGTTCTTGTCTGACAGGAAACTGCGAAGGAGGGCTTGAGTGTACCGGAAGCTACGAGCCGCCTGCAACTGTTGCAGAA
TGGACGTTCAGCGAGACTGGGGACTTTTACGATGTTTCTGTGATTGACGGGTTCAATATGCCAATGGCTATCACTAATAGC
CAGAACTGTGCAGAAGCCTCATGCCCTGTCGATCTAAATCAGAACTGCCCCGTAGAACTTCAAGGTGTTTTCAACGCCGAC
GGACAGGTCGTCGGGTGTAATAGCGACTGCCTCGTTGATCCCAACCCAAGCTCGTGCTCTTGCTCTGCCCTCGACTCCACA
GTATTGACTTGTACACAGGTGACTCTGCCAGCTGCTGTACTGGTAGTCACATGTCACAGCCAACCAGCAAATTGCCCAGCT
AGTGGCGTCCCGAACTATGCTTACTTTAAAAATAACTGTCCGAGGGCACATGCGTTCGTTTATGACGAATCCAGTGGTTCT
ATCAACACCTGCACTGGTAAAAGACCCGATTATACTCTTACATTCTGTCCTTGA

>
MHLPTVLIVAVASTATARTLTVKNNCAHTVWPAIFTDSSCGGAAPDQPTGWQADPNSSLTEFDVDDWRCGRIWGRAGCDFESG
VGSCLTGNCEGGLECTGSYEPPATVAEWTFSETGDFYDVSVIDGENMPMAITNSQONCAEASCPVDLNONCPVELQGVENAD
GQVVGCNSDCLVDPNPSSCSCSALDSTVLTCTQVTLPAAVLVVTCHSQPANCPASGVPNYAYFKNNCPRAHAFVYDESSGS
INTCTGKRPDYTLTFCP*

>seqll [organism=Moniliophthora perniciosal] Thaumatin-like protein (MpTLP1l1)
gene, complete CDS

ATGCTGAACATGAGATTTGCTCAGTTCTCGTTCTTCACCCTTTCTTTGAGCCCGCTGCTTGTGCTAGCTGACCACCAATTC
ACCCTCACCAACCGATGCGGCAACACTATCACCCCAGTAATTGCTGACACCAGGTGTGGATATAGTCCTCGCTGTGATGGC
GCCGCTAGCTACACTTCCGCTCAACCCAGTCAGATGGCTTCGGGAGCATCCCAAACGGTTACCGTTCCATCTAACTGGGTC
GGCCGCATCTTTGCGCAAAACGGAAGCTGTGGTCCCAAAGGTGAAGATTGCTCGGTTACTGAGTTTAATCTGGATTCGGGC
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GATGCCTTCACCCCCCAGTCGTATGACATTTCAAACATTCAAGGATTCACACAATCGTTCCAAATAGGCGCTGCCGGTTGC
GAAACTGTAACTTGTACCAGTGCTGATTGTGGGTGCAAAAATGCATATCCGGTCGGAGATATCAGCGGTTGTGGGAACGAC
AGCCCTGTCAGGGGATGTGGTGCAGGAAATGTTGCTTTTAGCGGTAAGACTCTTTCTTTCACCGGATCCTAA

>
MLNMRFAQFSFFTLSLSPLLVLADHQFTLTNRCGNTITPVIADTRCGYSPRCDGAASYTSAQPSQMASGASQTVTVPSNWV
GRIFAQNGSCGPKGEDCSVTEFNLDSGDAFTPQSYDISNIQGFTQSFQIGAAGCETVTCTSADCGCKNAYPVGDISGCGND
SPVRGCGAGNVAFSGKTLSFTGS™*

>seqgl2 [organism=Moniliophthora perniciosa] Thaumatin-like protein (MpTLP12)
gene, complete CDS
ATGAAACTCTTGCAGGCCTCCCTTCTCGTTGTGGCTCTCAGCCCAATGCTCTCCCTGGCTGCTCATCGGTTCACCCTCACA
AATAGATGTTCGAGTCCAATCACGCCTATCATTGCGGATACCCGGTGTGGATATAGTCCTCGCTGCAGCGATGCCGCTAGC
TACACTGCGGCACAACCCAATCGTCTCGCAGCCGGAGCTTCGCAAACAGTTACCATCCCTTCCCGATGGGTCGGACGTATT
TTTGCCCAGAATGGACGATGTGGCGTCAAAGGAGAAAGTTGTTCATTGACCGAGTTCAATCTTGACTCGGGGGACGTCTTC
ACTCCGCAATCCTATGATATCTCGAACATCCAGGGCTTCACGCAGTCACTTCAGATCAACGCCAACGGGTGTGAAAGTGTT
ACCTGCACGAACGTCAACTGTGGTTGTAGGAGCGCCTATCCCCCTGGGGATCTTAGCGGGTGCGGAAATGACAGGCCCGTA
CGAGCATGTGGTGCAGGAGATATCGCTTTCAGCGTGGTATTCTGCCCTTGA

>
MLSLAAHRFTLTNRCSSPITPIIADTRCGYSPRCSDAASYTAAQPNRLAAGASQTVTIPSRWVGRIFAQNGRCGVKGESCS
LTEFNLDSGDVFTPQSYDISNIQGFTQSLOINANGCESVTCTNVNCGCRSAYPPGDLSGCGNDRPVRACGAGDIAFSVVEC
P‘k

>seql3 [organism=Moniliophthora perniciosa] Thaumatin-like protein (MpTL13) gene,
complete CDS
ATGATGTGGACACTATTACTGGTATTGGCCGCGGCGAATAGCAGAGGGCTTGCAGCTCGCACCTTTACAGTGACCAACAAT
TGTGCATACACGATATGGCCTGCTATCTGGACGGACCCGAACGTCTCCAAAACAAAACTAGATCATCCAGGAGGATGGGAG
GCGGCCTCCGGAACGAGCGTTTCATTCTCAGTGCCTGATGATTGGGGACCTGGACGAATATGGGGTCGCCGAGAATGTGAT
TTTGGGAGCTCTCAAAACGGAACTTGTATCAGTGGTGGTTGCGATGCCTTGGAGTGTACGAATGTGGGACAACCTCCTACT
ACTGTTGCCGAGTTCGCTTTGTCTACGGCTGGTGGTAATACGGATTACTATGACGTTTCACTAGTCGACGGGTTCAATCTT
CCTTTGCAAGTCACCAACAATGCCAAATGTCAAGTGGCGTCCTGTCCTGTTGACCTGAACGCCTCATGTCCACCACAACTT
CGAGGTACTCCCGCCAAAGATGGATCCAACTCCGTATGTAAAAGCTCCTGCCTTGCAAACTTGGACGGAAAGCAGATCGAT
TCTCCCAATTGTTGCTCGGGAACGAGTAACACACCCGACAGCTGCACTCCAGCTGGAGTTCAGTTTTATGACTTTTTCAAG
GGAAGATGTCCCTCAGTATATAGCTACGCGTATGACGAGCAGAGCGGTTCTGCCTTGATGAGCTGCGATTCAACACTTTCA
GCGTCGTATACCATCACTTTCTGTCCATAGATTA

>
MMWTLLLVLAAANSRGLAARTFTVTNNCAYTIWPAIWTDPNVSKTKLDHPGGWEAASGTSVSEFSVPDDWGPGRIWGRRECD
FGSSQONGTCISGGCDALECTNVGQPPTTVAEFALSTAGGNTDYYDVSLVDGENLPLOVTNNAKCQVASCPVDLNASCPPQL
RGTPAKDGSNSVCKSSCLANLDGKQIDSPNCCSGTSNTPDSCTPAGVQEFYDFFKGRCPSVYSYAYDEQSGSALMSCDSTLS
ASYTITFCP*
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Anexo 2: Sequéncias CDS e de aminoacidos das MpCSEPs estudadas.

>MpCSEP1
ATGCAATCCTGGCGCTCTCTTTTGTCAATCTTTACTTTCCTCTCTGCCCTTGCGACACTCTCGCATGCTATCCCTACCCCC
CGTAATGTAGCTGTCGAAGCTCGTGCTCCCCACGGCATCGACGGATATTCCGGCAACCATGACGGTTCCTTCGGCCATGAC
AGCTCCTTCGGCAAAGGTGGCTCTGGCCGTGGCGGCCATAGCTCCCTCGACCATCATAATGGTGATGAGTACGGCGGATAC
TGCGACGACGTGTGCCACCAGGCCAAGCAGCACAGCCTTTACGATATCATCGTCGACATCAAGGTCARAATCACGGAAATT
GCGCAAACCGTCAAGACGTATGAGACCTGTGACGAGGGTAACGTCCGACCTCACTTCGACGAGATCAGAAAGCACTTCGAG
ACCGGCATCCAAACCATCACGACTTACATTAGTGCTGAACTTGATATCACCATCATCTTGGGCGGACATAGCTCTGACGAG
ATCAAAGCTGTTCTCTGCGATCTCCTGCATATCATCGTCGAACTCATCCAGT TCATTGCGCAGACCAGCATCCAAACTGCT
GTCCAAATCGTCTTCTCGCAGTTAAAAGACCTGATCGTCTGCATTGGCGGGTTCATCCAGGTTATCACCGTCGTCGTGACC
GAATTGCGAGTTACGATATTCGACGATCTTGACTTCTTCTTCAAGATCTGCAATACCTACGGTGTTGATCCCTCTACGTTC
TTCCACAACTAG

>
MQSWRSLLSIFTFLSALATLSHAIPTPRNVAVEARAPHGIDGYSGNHDGSFGHDSSFGKGGSGRGGHSSLDHHNGDEYGGY
CDDVCHQAKQHSLYDIIVDIKVKITEIAQTVKTYETCDEGNVRPHFDEIRKHFETGIQTITTYISAELDITI ILGGHSSDE
IKAVLCDLLHIIVELIQFIAQTSIQTAVQIVFSQLKDLIVCIGGFIQVITVVVTELRVTIFDDLDFFFKICNTYGVDPSTFE
FHN*

>MpCSEP4
ATGCAGTCCCGCTCGCTCTCGTTCTTGTCCGTCTTGCTCCTCGTCTTCACGCAGCTTACGTCTGCTCTTCCCAACCCAGCT
CCCAAAGAGCTCGTGGTTCGTGCTGCTGAAGCCAAAGCCGCTGCTGTCAATATCGCAGTGCGCGACAATTCCCCGCCGCCG
TCCCCGGGCAACGGAAGGTCGGGCAACGGTAATGATTCGCACGACAATGGGCGGATGCGCAAGATCGACGATGTCGGTGAA
AATGACGATTTCAACAACAACGACAACAACAACGACAACAACCCGCCGCTCCCCCCTGGCCGCAACAACAGGTGCGACGAA
AACGACTTCGATTGTTGGAGGACGGTCGATTGGAATCGTTGCGATCAAACCTGTTGGGACATCAACGGTTCCAACTTCATC
ATCTATATCCGAGCTCAAATCCTTGTTGAGATCAATTACCTCATCCAATCTGGCTCGGACATCGACTACAACACTCTCAGT
AGTCACGTCAATAATATCCGAGGTTACATTGACCAAACTCGCGATCGGACAAGCAGCTATGGCAATCAGTGGTCCCAATAC
AACGGCGGATATATCCGTAATCAAATCGTAGACATCGTCGATGGACTCAACCGGATGATCGATCATTTATCCTCCAATGTC
AATTCCAATGTTTACGGGGGCGCCTTGCAGCCATTGTGCCAGGATGTGGGGTCTTGGTTCAGTACAGCCAATAACGCCGGG
TTTGGCATTTCGAGCACGATCTCGAGCATTAGTCAATTCACGCAATTGTCGGCCTCCAAGT TCGGAGTGTCGATCTCGTTG
TAG

>

MOSRSLSFLSVLLLVFTQLTSALPNPAPKELVVRAAEAKAAAVNIAVRDNS PPPSPGNGRSGNGNDSHDNGRMRK I DDVGE
NDDFNNNDNNNDNNPPLPPGRNNRCDENDFDCWRTVDWNRCDQTCWDINGSNFIIYIRAQILVEINYLIQSGSDIDYNTLS
SHVNNIRGYIDQTRDRTSSYGNOWSQYNGGYIRNQIVDIVDGLNRMIDHLSSNVNSNVYGGALQPLCQODVGSWESTANNAG
FGISSTISSISQFTQLSASKFGVSISL*

>MpCSEP5
ATGCAAACCTGGCGCACAATTCTTTCGCTCTTTTTCTTCCTGTTCACCCTGAACTTGCAGGTCTCTGCCCTCCCGAGCCCA

AAGGTTGACGGTGGCTTGGTTGCTCGTGCTCCTTCTGCCCCCGGGTTGAACGCCCTTAACATACGCGCAGACAAGCACGCG
CACGCTGTCCTTGCTGATGTTCACGCCAAGATTAAAATTCGAGTTGGTGCTATCCTAGGCGCCAGCGACCCTGATGAAGTC
CAGGTGCAGGTGCACATCGACGCCATCAAAGCACAGATCAAAGTGGCCCTAGGAGCGCTACAGGCCGACGTTGACGCCAAT
GTCGACCTTGATGTTATCCTCGGGGGACATGGCTTAGACGACTATGCTAACCTTATTAACGACATTGCCCAGCTCATCGCG
CAGCTTGTCAACCGCTTCGAAGGCGCCGACGGTATTCTATCCCTGCTAGCGGATTTATCCAAAGACTTTGATGGCTATTTG
AAGTTGGCCGTTGGCCTTTCAGTCGATTTGGGTAATATCCTTATTGGGTTGGGAATTAAAGTCTTCCTCAACGTGGGTGGT
CTGTTGGGGATCTCGCTTGGGGTCGGCATCAACCTAGGGTTGTAG
>MOTWRTILSLEFFFLFTLNLQVSALPSPKVDGGLVARAPSAPGLNALNIRADKHAHAVLADVHAKIKIRVGAILGASDPDE
VQVQVHIDAIKAQIKVALGALQADVDANVDLDVILGGHGLDDYANLINDIAQLIAQLVNRFEGADGILSLLADLSKDEDGY
LKLAVGLSVDLGNILIGLGIKVFLNVGGLLGISLGVGINLGL

> MpCSEP7

ATGCAGTCCCGCCGCTCGCTCTCGTTCTTGTCCGTCTTGCTCCTCCTCCTCACGCAGCTTACGTCTGCTCTTCCCAACCCA
GTTCCCAACGCTCTCGAGGCTCGTGTTGCCGGACCCAAAGCCGTTGCTGGCAATCTCGCAGTGCGCGCGGACGATAGCTAT
GGCGGTAGTGGCGGTAGTGGCGGTAATACCAATCAAAACACGCCGCCGACCACCCCGTCCAAGTCCAAGTCCAAGGAGGAA
ACCAAAAATGACGGTGGCAAGCCCGGCTCGGAGGATGGCAAGGTCGACGAGGACAAGTCGTTGTCCACCTCTAGGCTCAAG
GAGGACAATACTGAGGATGGTACCAAGAAAAACAAGCTGCTGTCCGATTCCAAGGAGGAAAATGATGACGGTCACGGCTCG
TCCAAGTATGACAATGACGACATTAACAACTCCGAAGATTGCGACGAGTGTGAGAACAAGTCCACATGGGTCAAACATTGC
GATAGCAGCTGTCAGAACGACGGGAAGAGCTTCATTAACTATGTTCAAGACGGTATTGGTTATGAGT TCGGCCTCATCAAG
CGATATGGCCCCGGAATCAGCTCTGACGAGTGCAATAAGCACATCAACAAGATCCAAAATTACATCTGGCAAATCAACCAA
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CAGACGGGCACCCTTGGCAGTGTGTGGTTCCAAGGCAATGGCGCTCAATACCATGGTCAAGTCGATGGCGTCGTCGGTCTT
ATCAACCAGATCATCCAGTATTTCTCCAACGCCAATATCGATGTCAGCGTTTATGGGAGCGTCCTGCCGCAATTGTGCAGC
GCAACGGGTTCTTGGATTCAGAGGTCCAATAACTTCGGGCTGGGACTTACGGCCTCGATCTCGAACAGCATCCAAACCTTC
GTGCAGCAGTCGTCTAGCTTTGGAGTGGTGATCTCCTTTTAA

>
MQOSRRSLSFLSVLLLLLTQLTSALPNPVPNALEARVAGPKAVAGNLAVRADDSYGGSGGSGGNTNONTPPTTPSKSKSKEE
TKNDGGKPGSEDGKVDEDKSLSTSRLKEDNTEDGTKKNKLLSDSKEENDDGHGSSKYDNDDINNSEDCDECENKSTWVKHC
DSSCONDGKSFINYVQODGIGYEFGLIKRYGPGISSDECNKHINKIONYIWQINQQTGTLGSVWFQGNGAQYHGQVDGVVGL
INQITIQYFSNANIDVSVYGSVLPQLCSATGSWIQRSNNFGLGLTASISNSIQTFVQQSSSEFGVVISE*

>MpCSEP9
ATGCTCGGCAGTCGCATACTCCTCATCGGGCTTTTCTTCATCCAGGCATCTCTTGCGACACCAACCAAGACACCAAAACAT
GTCGACTGTCGTTGTCTTGATGGATTGAACCATTGGGCGGGCGAGAATACACAAATCGCATGCAAGGTAGTAGCGGGAGAT
TACAAGAATGACAAGGATGCCGTTCGTTGGTTTGACATTGGAGATGGTCATGGAACTGTAACGTGCAGAATGACTAAAGCA
GTATCAAAGAACGTTGACTGGAACTTCGTTTGCAACCAATGGGGCGGAGCGCCATCGGGCCAATGCTGGGACGTGAATATT
TGA

>

MLGSRILLIGLEFFIQASLATPTKTPKHVDCRCLDGLNHWAGENTQIACKVVAGDYKNDKDAVRWEDIGDGHGTVTCRMTKA
VSKNVDWNEVCNQWGGAPSGQCWDVNI *

>MPCSEP10
ATGCAGTCCCGACTCTCAATCTCGCTCTTGTCCGCCTTGCTCCTCTTGTTCACGCAGCTTGCTACTGCTCTTCCCAGCCCA
GCTGCTCGAGAGGTTGAGGCTCGTGCTGCCGACGTCGAGGCCCGAGAATGGGGCTATGACAATAACGAATGGGACCACCAT
AGTGCTTGGGATATCCTCGTCCAAGTGCAGGCCGATATCTCTGTTGAGATCGATGCTATTAAGAGCTACCAGGAGCTCACC
TATGACGATTGCTCCAAACACGTCACCGTAATTCGAAGCCGCATCACGCATATCTACGAGACCATTCAGGCGAAATACGAT
GCCGGTTCTAGCTGGGATGATATCTTCGACGGACACGATTCTGATGAGATCCGTGCTCAGATCGTTATCATCGTCAACGTC
ATCACGGACCTGCTCAACTATTGCTACGACATCGGAATCAACATTTACATCTCCATCCTGACAGACTTGTGTAACGACATT
AATGTTTGGTTGCAATTGTCTGCTCGCGTCGTTGTGGGGCTTTCAGCTTCGCTCTCAGTTAGTATCGGTTCGTTCGTGGGC
TTGTCCTCCAACTTGGGAGTGTCGATTTCGTTGTAA

>
MQOSRLSISLLSALLLLFTQLATALPSPAAREVEARAADVEAREWGYDNNEWDHHSAWDILVQVQADISVEIDAIKSYQELT
YDDCSKHVTVIRSRITHIYETIQAKYDAGSSWDDIFDGHDSDEIRAQIVIIVNVITDLLNYCYDIGINIYISILTDLCNDI
NVWLQLSARVVVGLSASLSVSIGSFVGLSSNLGVSISL*

>MpCSEP12
ATGCAGTCCCGTCGCTCAATCTCGCTCTTGTCCGTCTTGCTTTTCCTCTTTGCGCAGCTTGTTTCTGCCCTTCCCAGTCCA
GCTGCCCGACAGCTCGAGGCTCGTATTGCTGAGCCCGCTGCTGTCGACGCCGTGTCGCAAGGATGGAACTATGGCGATAAG
AAATTGAACGGGGACCAGTATGGCGATGTAAAACTGGACGGGGACAATGACTGGGACTACGGGAATAGCAATAACGAACAT
TATGGCGATGAATCGGAACACCATGAACGCAATGCATGGGAGGTTCTCCTCCAAGCTCACCTCGATATCTCTGCTGAGGTC
GATATTATCAAGAGCTACCAGCAACTCACCTACGACGATTGCTCCAAACACATCGTCGTAATTCGAAACCACATCACGCGT
ATCCACGAGACCATTCAGGTGAAATACCAGGCTGGTACTAGCTGGACTGATATCTTCGATGGACACGACTCTGAAGAGATC
CATGCTCAAATTGTTATCATCATCAATGTCATTACGGACCTGTTCAACTACTTCTACAGCATCGGAATCAGTCTCTACATC
TCCCTCCTGGTGGACTTGTGCAACGACATTAGCGTTTGGTTGCAGTACTCCTCTACCGTTGTGGTGGGGCTTTCGGCCTCG
CTCTCTGTTAGTGTTAGCACGTTCGTGGGTCTGTCGTCCAACTTGGGAGTGTCGATCTCGTTGTAA

>
MOSRRSISLLSVLLFLFAQLVSALPSPAARQLEARIAEPAAVDAVSQGWNYGDKKLNGDQYGDVKLDGDNDWDYGNSNNEH
YGDESEHHERNAWEVLLOAHLDISAEVDIIKSYQQLTYDDCSKHIVVIRNHITRIHET IQVKYQAGTSWTDIFDGHDSEE T

HAQIVIIINVITDLENYFYSIGISLYISLLVDLCNDISVWLQYSSTVVVGLSASLSVSVSTFVGLSSNLGVSISL*

>MpCSEP13

ATGGCTCGTTCTGTTTTAAACCTGTTCTTCGTTTGCGCATTCCTCTCCGCGTTTTACTCTTCTGCTTTCAATATCACTGGC
CCCGTCCTTACCACTGTCAATGCCCCCGACAACGTTCCTGTCAACTGGACATGGTTTGAAGGAGACCCGACGAACATTGTG
GTCAACCTTTTCATGAACAACGTATCGGATGTTTGCACCTTTGGACGGGCATATCCGGTAACCTCGAAAGGAATCCGGCAC
TATATTGACGGTATGCAAGAAGCGGATGGGAGGAAGT TTGGAAATTTTTCTTTCAAAGCGAATGACACTGGGCAATATATC
CTCTGCGCCTATGAGGATATCACTCCACCAAATGGCACCCTCAACTTTCGCTCCGTCGCARACTCTACTGCCTTCAATGTA
ACAAATACGACTACGACGATCGAAATGCCACCTCCTTTTACACCTACCCCAACAGCGTCGAAACCCCCAAGTACACCGACT
GGGAGTGCCGTTTCGACGGCTGGACACAACACACCCAGCAACACACCCGAGAACAATTCAAAGCTCTCCACCGGTGCATTG
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GCTGGAGCGATTGTTGGAGGTGTCTTATTTGCAATTGTCTTGATAGCTTTTATATTATTTTTCTTCGCCGGGCGTCTCTTC
TTCCCTTGGATGGTTACAGCAAGGAAGAAGTTTTACAGTAAAGTTTCGCATGCTCCTCCAAAGGACAAGTAA

>
MARSVLNLFFVCAFLSAFYSSAFNITGPVLTTVNAPDNVPVNWTWFEGDPTNIVVNLEFMNNVSDVCTFGRAYPVTSKGIRH
YIDGMQEADGRKEGNEFSEFKANDTGQYILCAYEDITPPNGTLNFRSVANSTAFNVINTTTTIEMPPPFTPTPTASKPPSTPT
GSAVSTAGHNTPSNTPENNSKLSTGALAGAIVGGVLFAIVLIAFILFFFAGRLFFPWMVTARKKEYSKVSHAPPKDK*

>MpCSEP14
ATGCTCGGCCTTTCAACCTTTTTCTTTGCCCTCGCAGTCGCTACCTCTGCCTCTGCTTCTCTCGTCTCCCGTGATGGTGGC
GATAGCATGAAAATCAATGTTTCAGGTCCCACTTTCAACGTTAGCCATGGTAACGCAGGCCTCTCGGCTTCTGGCGTCCTC
AATCCCTTTGGCCAGATTGGGATTGGGTGTGGTGTTAGCTATGATGCCGCCAGCTCCGGCARAGACGCTCAGTATGGTGGC
GGTCTCAATGCAGGAACACCCAGCTACGGTCTAGGTGGTGGATTCGCTATTTCCGACAAGAATATGACTGTTGGATTTGGT
ATTGGCGCACCGAAAAACGTTTCTGCAGATACCAATGTCGTTATCACCAAAGAGGGAAAAATCGATTTCACCTTTGTGTCC
ACCCAACCTATCACCTGTGCCGATACCACTATTGGTGGGAAGAAAGGCGTCAAGTGTACTATCGCCTCCAAGTAA

>
MLGLSTFFFALAVATSASASLVSRDGGDSMKINVSGPTFNVSHGNAGLSASGVLNPFGQIGIGCGVSYDAASSGKDAQYGGE
GLNAGTPSYGLGGGFAISDKNMTVGFGIGAPKNVSADTNVVITKEGKIDFTFVSTQPITCADTTIGGKKGVKCTIASK

>MpCSEP15
ATGCGCCTAACTCCTATCCTTCTCATCGGGCTTGCCTTTGTCCAAGCTTCTATCGCCGCAAAAACCCTTGTGTGCGTATGT
CATTCGAGTCAAAAGACCCGGGATGGGTGCAAACAGATGGAAGCGGACTCGAAGAAGAAT TCAAGACCCGGTGTTGTTCAA
TATGACAACTCCAAGGGCAAAACTTCCGCTGTGTGCCGCATCTCTGCACACTACGTAACCTACCTAAGAAAGAAACAGAAT
GTTGGTTGGACCACCTGGTGGCTGAACCAGTGCCACCCTAAAAATGGGCTGTGTGAATGGGCCGCCTAG

>
MRLTPILLIGLAFVQASIAAKTLVCVCHSSQKTRDGCKOMEADSKKNSRPGVVQYDNSKGKTSAVCRISAHYVTYLRKKON
VGWTTWWLNQCHPKNGLCEWAA

>MpCSEP16
ATGAAGTTCACCACCGCTCTCCTTTCTGCTCTCACATTCTCAGCAATCTCTTTCGCTCAGCAAGCCAGCATAACTGAGCCT
CAGGATGGGGCAAATATTGAGGTTGGATGTCAAGTCAAGATCCGTGTTGAAACAAGACAAATAGCATTCATCGATTCGCCC
GATGCGAAGATCACCCATCTCGGCCTCGTGCTCGATATTTCAGCCAAGGAGTCCAACACCAACCAGAATATCACACAGATT
CTGTACACAGGAGCCTACGAGCCCAAGGCTCCTGATTACTACTCAAATCTAACGGAGGAGTTTACGGTGACCATTCCAGCC
GACTTTAGAGCTGGTCCGGCAGTGCTTAGGTCGTACTACTTTGGTGTAGTAGAGGTGGAGGCTTTGGATCGTGTGGCGTAC
AACACCTCGAGCGTCAACGTCAATGTTGTCAAGGCGTAA

>
MKFTTALLSALTFSAISFAQQASITEPQDGANIEVGCQVKIRVETRQIAFIDSPDAKITHLGLVLDISAKESNTNONITQT
LYTGAYEPKAPDYYSNLTEEFTVTIPADFRAGPAVLRSYYFGVVEVEALDRVAYNTSSVNVNVVKA *
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Introduction

The hasdicoyoete fungos prmoem w the caonm-
thve agenl of witches” broom dicae (WBD) in cacao. Thi
devastating diwass b reypooshle e large loses in caran
ph-.l:l:'nnlillhrﬁmlncl‘ :rllnlp:llml‘:ll thueai o ofher
cacac-growing aean trooghowt the world [T, M s
displayy 3 hemibcotrophe: Efesyle, with ::an:.l:ﬂ. bicarophac
(imfective} amd mecrodirephic sages .lll'|h! plamnt. Mhutﬂ'n’.iill
m-prﬂ.-uunuvhhn-nh: the pecrotrophs sage o i didkaryotic
and preents damp connections e ok tranafer

The diease cycde intiases when fungal bakdiospores infiect
merntenats temses of ccas wech w9 shoots, fras and ol
ol wiwre ihey ETrmEmale aml ﬂrllrirr T ‘nn-l'mlilr
ook byphae M fermsem doey et me sy speciabzed
mmlnm"ﬂvrhlummnhnﬂ
for the gty of bictrophic and hemibsotrophic fung: [3]. Ths
h‘m!ntnlluhﬂimﬂll:nuthl:—zuwmd
codonioes the plan spoplas @ thock monokaryotic byphae In this
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wtage of the dincase, the parasitic g caoses dractic monpho-
plovibrbogical alierations @ the bost, remiliing o the Brmation of
h:rptqhh:nﬂl:_rpu'ﬂuplnzimhrmnaﬂmltmm
During the disraw progresoon, the matiches 1o
necromophic diaryotic wage, which parallels the desth of the
infecod plany tisoe In this phase of WBID, kncwn s dry beoom,
M. permcuss colonioes the desd plant amd can be bund in the
intrarelbhtar yraces of cacan. Afker wert anad dry periods,
the fungus proshoces bawdomnats that release  basadawpurrs,
remétiating the disease oycle [1,2]

During recent yean, offiem have boen daected 1 develop &
solution to contml this disease. In 2000, the WRD genome
imitiative {wws lge IbLunccamp beSvasowr] was lamched  smd,
sirwe theni, 8 has spported several modecular ancd biochemcal
m.h-muh:-:;bnd:u-pimgnuddzﬁﬂh 9], With the
rece iechnological advances i the area of DINA soquencing,
TR Tpiomes. representing & variety of growth amd deselopoen-
tal cesmBiiioem of M porame  including transcripotses of the
fuingui developing = plaski  wore sexpemcrd aung e KNA-seq
technology. As a resule, & compeehensee datahaw named WHID
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Tranwriptome Adas has been comsmiensd, and has contrilsied
important intbrmatdon on the molecular bariy of the M. fermiciosns
encnn nternction (Telxefra @ ol tsnuscrlpt In preparation)

The extubilshment of & disense process depends on the abiliey of
the pathogen to overcome or neutrlize plant deferaes and then
imitinte 8 paradte relationship with ite host However, w0 halt
pathogenic colonfzation, plints have developed an neenad of
defeiine peaponses, which lnchude inductlon of pathogenesls-related
(PR genes [10], production of secondary metabolites as well s
eelnforcement of cell walls, Abo, usoally eriggered by the
recognition of o pathogen attack, planta produce highly 1oxic
rnilicals, such we nlivic odde and meactive caygen species, which
e lead wo e establishiment of & loeal cell dewdh (ihe
hypersensitive respunse, HR) Among the Induced pathogenesis-
related genes, PR=15 hove been freguenty identifbed aod used an
miarkers of plant defirnse rexpones [ 10], Notably, they wers shown
to have microbicide activity againm oomycetes and fangg (11 14].

PR-1 proteing are members of o aperfumily named SCPSTAPS
(SpermeConting Proteind Tpe-| /e PR-1/5¢T) or CAP (Cyaee-
ine=elch secreiony protelos, Antigen 5, and Pathogenseids-related 1),
This superfamily ha members theoughout the dukaeyotic king-
dhoen, sugggesting, an important role for these proteing in the biology
of eubaryotes [ 15, 16] Thus far, only g single report has shown the
existence of emeymatic activity for o SCPTAPS protein [17] The
prestidn Texd | of the predatesy marine mollud Comir fechile showed
serincspratenlytic activiey againgt a specific prospeptide precumor
ol o venom toxin [17]. Tn addition, straciural analyes indicaied
thnt four highly conserved aming aclds (two histidines and two
ghutnemates] form the putative catalytic site of SCP/TAPRS proteins
[16 23], Although the exlstence of bochembeal acelvity has not
b shown for sy other SCPOTAPS protel, they are asocisted
with varloas iologleal proceases, sucl i make repiodictive et
developiment [23,24], lmomane responies in planis and anioals
(2], venom acthity of neptiles aned losects 26 29 and host
invasion by patasiies [30 3]

b (gl species, SCP/TAPS proteins have been sudied in
Saceharonycer poeounas, 10 which they are highly expressed under
nutrent starvation conditione [53]. In the basidiomyeete Sohige-
Plelitein commne, SCPOTAPS proteing hive been asociated with
fruiting body formaton [M] Interestingly, in the ascomycries
Camaleadn wlbivans ond Fuvoren sxparim, deletion of o SCP/TAFS
gene lmpaired virulence on animals, ndicating o role for this dis
of genen in fungn] pathogeniciey [35,96], Consderbng that PR=(
proteing are widerprvad miarkes of the induced defeige reipoiie
im plagits, what wioukl be vhie function of thir heomologs inoa gplan
pathogenic fumgus, such o M femion?

This artbche describes the identification of a SCPATAPS fumily
i the M, pemicina geoome, the analysis of srectural Geatwre of
these genes, and their expression profile throughoue A, pemicera
divelopment. M. pemicion SUPSTAPS protein were modeled,
amel worme sirichital differences were evealed smaong them. Based
ont these reaults, we present o hypothetical model in which SCP/
TAPS protelny ply s role in M permooss pathogeniciy by
interfering with the defense system of cacso planks,

Rasults

Characterization of the PR 1 gene family In M. perniciasa

Annitation of 0 generme deaft of M, periis [7], and inapection
of flngal EXT Hbarien [6,0] fddentified foue PR-Pe genes b this
puthogen (AEPR-fa w MpPR- 0 Laer, improvements in the
genoine amembly obtalned with next genecation sequenclag dam
{unpublished dam) allowed the identifeation of seven additonal
member of the MAPR-! family (MpFR-Te to MpPR-1E, wialing
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eheven FRCke genes in ML pemcia, Theie members o very
heterogeneoos in size amd geoe structure, with coding sequences
(CDS) eanging fom 447 to 1152 pucleotides and intron
compoaltion varylng between two o five intvons, Theee of these
genen (MR- Te, ApPR-Id and AQRER-5)) are organized i oo,
Sequence demils of these eleven genes are ahown i Table | and
thelr respective vrechmres (Exon-intron positions) are depicted o
figure 51

Hydrophobic sgnal peplide  sequences predicied  with  the
Target? program [37) were sdensified fnoall eleven MpPR-J
dequences (NN score 080, atrongly  suggesting that  these
profeim are secreied, Addditionally, all MpPR-| proteing showed
o alngle SCP/TAFS domain (JowerPro 1D IPROLIDGY), 6
precicied by the InerProScan server [38] These domning were
approcimately 150 aming ackds (o bength soed rangsd belween
3% and BE% of the rotal aming aeid sequence of an individual
MpPR-1 prowein (Fig. 1A) In addigoen o the SCPOTAFS domain,
MpPR-1t and MpPR-1g present Neterminnl and Cetermina
extenslons, respectively. No other InterProScan predicted domaln
win {dentified In these exterlon or in any of the MpPR=1 proweing
deseribed. Intereatingly, o caveful manoal inspection reveaked that
the Ceterminal exiension of MpPR=1g is rich in resicdues of lysine
(K] nnd ghoernie acld () that are mosty organieed in aliernating
positions, remliéng n the formation of o "KEKE" monf [39)
Tig, . The MpPR-1b Neeomingl extendon (s alo o low
complexity region, being deh o serloe, Queonine and proline
residues. However, no described motil could be recognized,

Adigrament of the aminn acid sequences encoded by all ApPR-
genen revended gignificant simdlarity only over the SCP/TAPS
domadng (Fig, 1B} The amino acids propossd o form the putative
eatilytic alte of BCP/TAPS proteln (two hismidines and pavo
glutamic acids, shown in red) were identified in aix MpPR=1
MpPR-1b, MpPR:Le, MpPR-id, MpPR-le, MpPR-1h and
MpPR-=1{). In conrast, MpPR=10 presented tweo, MpPR= 10 hod
only ane pned MpPR=1Lg, MpPR- 1 and MpPR- Uk bad none of the

four conaerved residus (Fig. 1B,

Protein siructure modeling

To explore the wrtiary atructiral chamcteritles wiihin the
SCP/TAPS domndon of the MpPR-1 family members, we coeated
homology models wabng the fobd prediceion memserer 1-TASSER
(Fig. %, The derived models indicated that the MpPR-1 SCP/
TAFS doannins adopr the a-flea sandwich conformation, which &
comvmon o all supedamily members acros the dpecies mudied
[ 16, 18] (Flg. 3A) Furthennore, all MpPR-1 proteing posses the
Inrge cleft proposed 1o conmlure the SCP/TAPS active slie, A
mentioned above, dx MpPR-| protelos (MpPR=15, MpPR-le,
MpPR-1d, MpPR=le, MpPR-1h and MpPR=1]) have the four
eomiervid retdues of the putative eatalytle alte. These realdus are
Incalieed within this cleft (Fig 30 aml sre found in the same
divection of the orthologous aming aeids identified o previom
SCP/TAPS crystal structures [18,21, 2225, These residues are
Incking (MpPR-1g, MpPR-1i and MpPR-1k) or partally atsem
(MpPR-la and MpPR- o other members of the MpPR-| family
(Fig. 30, lodicating some diversification in thelr mede of action

Remarkably, MpPR-1h and MpPR-lg contain twe modules
the SCPYTAPS domain and either Neterminal (MpPR- 16} or C-
terminal (MpPR- |z extensdons. Protein models indscate that sach
extensons are atructurally organized and have s-helis conforim
thens (Flg 3A) These additional reglons poasibly confer o differeit
actvity or regulation o thess proteing

Seprombar J013 | Volum 7 | s 9 | e45920
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Figure 1. Comparison of MpPR-1 and SCPITAPS proteins of representative organtsma, |A) Domaln armangement of SCPTAPS pratein.
Hydrophobic signal peptades are shown in black and SCP/TAPS domains are represented in blue. The numbers on the rght show the size of each
pratein, Large N-terminal and Cterminal expansions ane observed in MpPR-1b and MpPR-1g, respectively, (B} Algnment of the conderved domain of
SCHTAPS proteins. In general, the SCPYTAPS supedamily members show simifarities anly over the SCP/TAPS domain. Conserved residues (100% of
identity) are shown i blue and semi-conserved residues (at least 80% of identity] in grean. Putative active site residues are highlighted in red and
cysteines in yellow, Secondary fructure slements are shown above the alignment (arrow: [Rheets; helie a-helioes). PY, tomate PR-1 {GenBank
POAZAA); RETA, repretced by TUPY from Candida efbicany [GenBank AAGDSTAYY Texd1, SCR/TAPS from the mollusk Conus fextile (GenBank CAD36507Y
Ma-A5P-2, Necotor amerconus secreted proteln [GenBank AARA1952); GIFR-1, human glicma PR-T protedn (GenBank P48060K 5C7, SCPTAFS from the
basidiomycete Schizopiyiium commune (GenBark P35 7941
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ap SCPTAPS

SLAQMARESANOCOLEASAGONTGYAESPOREVIKLWAETCYNY PHVEEATIWIQI
VIKSTREVGCASASCDSKVLNVCE YD IPIDED YANOVEGGGEEEIPSENTAIFFL
AN GCERENEEEREGPFRHEERGEENEG PEHREREEEGPENREEERAGGGEENDNLE
HAEDVI SRLEGEITADPTCATDTWHERD T GOM®
BLACK - Signal paptide [$P)
BLUE ~ SCPTAPS darmain
RED - KEKE motif

Figure 1. Domains ldentified in the MpPR-1g protein. n sddition to the SCP/TAPS domai, this protein has o KEKE matif in its Coerminal
extersion This motd 11 ksown to mediate the intomction with other proteis ar lans,
dak 101371/ journal pone 00159299002

Expression profile of MpfR- | genes throughoul M. anubyzed. bn contram, MpPR-Je wa ap-regulated (n the dilaryotic
perniciosa development hyphae, wherese MAPR- I wo exchuively expressed in muosk-

The expresion patiern of MpPR- J family members wi asessed 70O (basidiomata). Strlkingy, five MpPR-/ genes (MpPR- I,
by guantintve real time PCR (qPCR) throughow the different MpPR-1f, "'b‘_m"l' “w'r‘_"- ind ApPR-1K) were '"El_'t"
developmental stages of M. pomcwra. As shown in Figure 4, each expresed during the biotrophic interaction of the fungus with
MpPR- | gene showed o specific expremion profile: expression of  the cacao plant (green broom stage of WBD). These genes were
MpPR- fa, MpPR-16, MpPR-14 wnd MpPR- 1 genes was relatively ~ Pootly expresed in the necrotrophic byphiae (dry broom stage of
uriitrm, with seady slmilar expresion values fior mont condition

MpPR- 1

Figure 3. Homology modaling of MpPR-1 protelns. (A} Ribbon stick mpretentation showing the folding of eleven MpPR-1 proteing and thiee
SCP/TAPS proteine umed to abtain thess modeh. The putative miidues farming the catalytic site are highlighted in dark Blue (histidine) and light
Blue (ghitamic acidh). Note the presence of an additional protein module in MpPR-1b and MpPR-1g. These modukes respectvely comepond to the N-
venminal and C-terminal extension obbenved n theie proteing. (B) MpPR-1b, MpPR-1c, MpPR-1d, MpPR-18, MpPR-1h and MpPR-1| have the four
p:;nhum st nodidues of the SCPYTAPS domaim. (C) Thisto rabdunt s pactislly of o mphitely abdant i MpPR-1x MpPR-1L MpPR-Tg. MpPR- 1)
and MpPR-1k

dok 10131 |ournal pone. 00459 29.go 03
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of MpPE-1 family members throughout the M. pemicioss life cyde. Each MpPR-T gene has a distinc:

Transcriptional profile
expression profile during fungal development. “Monokaryotic™ and "Dikanyotic” hyphae ropresent the two mycelial stages (biotrophic and
necrotmphicl grown under & vitle conditiens, “Green broam® and “dry beoam” coreipond o the bistraphic and necrotraphic stages af M
permicoss, respectively, during s interaction with cacao. Analyses were performed by gqPCR and the M. pemicioss J-nctin gene was used as
endogencus control to narmalize data, Error bars represent standard deviations detormined with two bislogical replicstes, Representative drawings

of the canditions analyzed ane thoeen an the op
dob: 101371 jowmal pone 0459 2%, gl

WRHIY and in the o ploute conditions, segpesting a specific role for
the encoded proteins in fungal pathogenicity,

Characterization of an MpFR-1 cluster

Ax mentiened above, genes MPE- T, MR- and AdpPR-If
are arranged o feadem over 2 region of approcmaiely 5 kbp in the
M. pemicem genome (Fig. 5. This geoe doster points o the
corurrence of gene duplication events during the evalution af the
MpFR-§ family. lodeed, the proteing sncoded by these three genes
are more wimilar o each other than o other MpPR-1 members
{dats oot shown), In accordance, these three gemes have very
stonilat structured, with 8 manor diference in AMBPR-Id, which has
an additional intron and a mini-exon following exon 2 (Fig. 510
lmportandy, genes MaPE-J: and MpPR-1j are abo highly similar
at the nudeotde level (84 % dentity), indicating a recent event of
gene dupboation. Despete thear sumilarity, these genes have distinct
expression profiles wherens MPPR- Q) s highly expressed in

PLOS ONE | wwsi plaioine g

basidiomata, MpPR: §r s mainly expressed doring o mfection
(green beoom stage of WHIY) (Figs. 4 and 5}

Discussion

In this study, we idennified o fumily of genes encoding proteins
of the SCP/TAPS l'l.l'Fl:J'E.lTl‘ﬂ? n 1‘1'"."F1=.I'I'| pllhu"::n Mmiu::l,'ﬂ'.wn
pomoers. SCP/TAPS proteing are found in o vast number of
organism, including planty, inseces, mamimals, fungi, mollusks and
wnrmms. Plant Pathogeness-related proteins (PR-1) belong o this
superfamily and sre knewn to sccumulate sfier parhogen nvasion
[10]. Dieapite belng broadly spread, evidence for the importance of
fungal SCP/TAPS: n plant-pathogen intersctions bas oot yet
been desoribed

M. pempwria has 5 lasger number (11) of SCPATAPS genes
encoding PR-1dike secreted proteans than other fongal species
anabyzed to date {Table 31) Although these proteins have 2 single

Septembel 2017 | Valume 7 | Hiae 5 | s45929
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Figure %, Genomic organization and transoariptional profile of the MpPR-! gene custer found In M permiciose, The MpPR- 1o, MpPR-1d
and MpPR-1j genes sre aranged by fandem over & region of spprsximately 5 kbp, Analysis of the WBD A -seq Atlas shows the expeescion profile of
thase MpPR-T genes in different conditions {green brogm - in pherta development of thee biotrophic monokanyatic hyphae; manokanmotic myoeliumg
dikaryatie mycoliien; baikdiomata and baikdiospare, Dats were vhuslized using the Imtegrathve Ganomicy Viewer [62], The Black coversge plat
shows cumulative ANASeq read coverage along the transcnpts s all dfferent conditions, Note that these genes wen named scconding 1o the arder
thary weee identified in the fungal gename, and the nemenclature doos nat necessadly reflect thelr relative lncalization in the gename.
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BCP/TAPS domaln, they wre very divergent In sequence (Fig. 1H),
Sone of them thow extencons in their Nerminal (MpPR-Dh) o
Ceterminal (MpPR-1g) regions (Fig 1A and Fig. 3A) Also, six
MpPR s (MpPR«1b, Mpli-1e, Mpl'R-1d, MpPR-le, MpPR-1h
anel MpPR-1{) have all four conserved amino acids (hwo histdines
and two glutumates) of the active die proposed for SCPOTAPS
proteing, whervas the other bve proteins (MpPR-ia, MpPR-11,
MpPR-1lg, MpPR-1i and MpPR-1k) lack the catalytc tetrud
(Fig. 1B and Fig. 5. However, the basic signatures of SCPYTAPS
domains remmain conserved

The high number of genes and (e variation in protein seqoence
of Mpl*R-1 members may reflect o proces of divenification of this
gene Bumily i M. pemcang. In accordance, the chuser including
three MpPH- ! memben (Fig 5 indicates die occurrence of recent
events of gene dupliation, which ave centeal for the generatlon of
genetie variabiliy. In thds regard, functional diversty may oocor
within this funiy, snd ditferent MpPR-1s Bkely play a particular
role in M. pemarias hiology

Although widely disrbuted wmong sveral species, the fung-
tiops of SCP/TAPS prodeing e otill ancertam, Their broad
distributzon indicates thet they play o role in & plethors of
biological processes. In the mushroom-forming  basidivmycete
Sehezapdplfum commrene, SCP/TAPS proteing were dentified in the
basslioenata, being invalved i the formaton of peeodo-parench-
yimous tmoe of thas reproductive aruciure [34]. [n o dmias way,
MpPR-Iy w exclusively expresed n the bamdiomuts of M
pormicionn, suggesting o role for chis {sofoem (0 the phydology/
maetablism of fruitng bodies In contrest, we alio idenified SCPY
TAPS genes In the genomes of some basiciomycetes that do poe
produce  mudwooms e, Uiy mepds,  Paeomn oo,
Melampiuorn sy and Cryptovacens sfdd) (data not shown). Therefore,
it in likely thay SCOP/TAPS proteins have functioos in basldimy-
cries other than fruiting body developments/pliysiology.

In resposse o pathogen hvasion, plants ppically produce PR-1
proteing, which have antimicrobial activity and, conseguemtly, are
able 1o inhibit the development of fungl and oomycetes L1 15],
Conndering thar, we hypothesze thae some MpPR- 15 could play =
rule (n lmitoeg the growth of other microbial competitom (e,
oomycetes from the geon Prodaphifionn, responxible fbr cansing
black pod rot ln cocao), thus fvorlng M. e colondzation

PLOS ONE | www.plosone.org

during WHBD progresdon. Functional experiments are needed w0
confirm the existence of antmicrobial activity o any of the
MpFR-1 proveins identified

Crene expresion snalyses revealed that five MpPR-1 geoes
(ApPR-Te, MpPR-IF MpPR-Dg, MpPR-Th and MpPR-1 wre
strilangly ap-reguluied in dhe green broom stuge of WRL, shen
the fungus grows Biotrophically within rhe plant dsoes (Fig 4
Remurkably, inspection of the WBD BNA-seq Transcripome
Adlns (Teixelra o al, manuscript in preparation) revealed tha
MpPR-1g and MpFR-1h are mmong the mon highly expresed
genes of M, permicim during s bintrophic ineraction with cacao.,
Moreover, in addition 1o the green broom stage, MgPR-J7 and
MpFPR-I4 wre notbly expressed in germinaing baaidioapores
(Fig. 57, n critical suge for the estbilishment of infection. Mone of
thiese genes were significantdy expressed in non-germinating sposes
or in the dry broom sage of WHBD (Fig. 4 and Fig. 87), stroaghy
indicating a major role for the encoded protelng i the nfective
(bintrophic] stage of M. pemiciora Simiarty, SCPYTAFS genes
identifed in some andmal parmdtc wonms (St s,
Brigua smalisys, Novator americams and Ancplostoma cansman) are highly
expressed |n the infective stage and are comsldered lmporiant
puthogenicity faewan 30,50 40 47, In these parasites, SCP/
TAPS: sre wmpposed o contrbute to thelr viedlence by
mobubating the host lmmune response |15, 6]

Recently, a SCPSTAPS prodein in the plant-parssitic nemstide
Grlphndera maxtocinonns (Gr-WAP!) war shown to functon as an
elfector by teracting with the wmato cystelne protease Reed,
which s abo a mrget of the Avre? effecior from the fonge
Cladorporiom Ao (48], In addition, SCP/TAPS proteing have
been identified in other plamt nfecting nematodes (e.g. Mterdma
g, Melniagroe ancopnita and Bersgphelmbu pplydolin), and these
wre thought 1o be requived Tor the estaldishment of parasiilsm [14
1. Considering the expremsion pattern of ssme SCPTAPS genes
in AL peracisa and dee functons acribed for the encoded protei
in other pathogenic onganisms, it is plsible thar seme MpPR-11
play o role [0 the M. permicina-cacao interaction and may be
candidure effectors of this fungal puthogen. Accordingly, o recent
study thar aimed st e dentification of putative effecton n
Mitwrpiora Grer-fopufing wral Picomsa gramms reportesd the encich-
ment of 3CPSTAPSs in the predicied secretome of these mast fimg

September 2012 | Volume 7 | lsue § | eq5920
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[49]. A fangal SCPVTAPS gene was ilso entified in EST lbruries
produced from rye infected with the ascomycete pathogen Clags
purpuraa [80], aunggesting that these genes might also be lmportant
b wther: plant-fungus interactions.

In recent yemm, n role for SCE/TAPSs an virubence factors bas
emerged n many organiuns. It W lkely that these proteing
converged m pathogenicity mechanima n distinet pathogen/
parasited lrom either plants oF anlmal, Wherens the lunction of
fangal SOP/TAPS: an wvirulence factor in plan pathogens
rernalig o be conlirmed, previous studies demonsirated thai thee
proteim are required for fungal virdence on animah (eg ©
aftwcans wid K. sapsporwm| [35 36]. The ascomyeste F. oosporum (s
mmnlti=hoat pathogen thal v able w infeet both planty and animal
Previous wark by Pracos-Roales of o verified thae (el one of the
abe SCPYTARS genen from this pathogen, I vegiired for fangal
virulence on animaly but not on plast [36]. Given that the F
ayyorum  geoome conming fve other SCPYTAPS genes, the
abwnce of & phenoiype on plans can be ecplained by the
accyrrence of functional redundancy fn this gene family. Notably,
there @ evidence thar el B pant of o gene family dhar hos
expanded In F ooopperm and o oother plant pathogenke
Sorduriomycetes [16)

Although the preche activity of SCP/TAPS: b curremtly
unknown, Prados-Rowles of of, presented the frs genetic evidence
fior 0 hinloglenl functlon of the proposed active site of SCPYTARS
proteins (36 The author demonatrated that the Integrity of the
netive aite i required for F, anaporen viralenee on antmal, In M
permicinia, tix MpPR-1s (MpPR- b, MpFR-1c, MpPR-1d, MpPR-
Le, MpPR- b and MpPR-1) contaln all four aming scide of the
propeset] active site. In coniroat, the other live proteing do not
have the complete carlyric wuad (Fig 1H), In this regard, it i
posaible that AL pemins PR-10 have datinet moede of actions. For
imstance, wherean those proseing with the complete camlytéc 1etead
ean function ks ensyimes, the other PR« 8 may act ua [nhibiors.

Concomitantly o the uperegulation of some MR- 1 genes w
prlana, we kderilled a cacan PR-J gene ave o in the green
broom atage of WEE (Fig 53], Based an these fnding, we soggest
that sorme MpFR- s coule act as competitive inhthitors of the plant
PE-1, modulating the cacan hmmune vesponse. 1t has aleendy been
ahown that the SCP/TAPS protein Ne-ASP-2 of the hookworm
Nocadar ararcanus has u high stroctural slimilurlty o chemokines,
and this protein i propoied w0 be an antagonste lgand of
recdpior thal actvate the immune sbem ol the vertebee o
[51] Forthermore, NIF (Neatrophil inhibitory facwor), o SCPS
TAPS proein from Angrlotma s, interderes with the host
imsmune ayetem by interacting with neutrophil recepion [32)
Cotifirmition of thin nteresting mechanim n the M. pomiinme-
chcao interaction may be of pricmary relevance to the undertand-
img of many other plant diseases wned will abed light on our
undemmnding of PR functions,

Among the MAFR-[ genes thar are highly expressed i flonte,
MEER- g Is the only one with a Coterminal extenalon in additon w
the SCP/TAPS domain (Fig (A and Fig 3A) This addidonal
veghon i wich b byslne (K) and glutamic acid (B} reaidaes, which
are moatly orgnized in allermating positions, rewlting in fhe
formation of a *KEKE® motll [39] (Fig. 2. This mot b known 1o
medbabe pro tein smsociations [3952] and i sl oble 1o
bbnel divalent bona, mch as ealeiuen and slne (53] Calefue v an
important regulator of many cellular proceses, including plam
defenie rexpansed [54], In this regard, thls additional mochile may
be Important o determining the mode of action of MpPHR-1g
Whether this protein interncs with other proteins, pacticulurly
cumo proteing, s/ or berfenes with the plant calcium signaling
during infeetion should be the abject of funre sndies
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Civernll, this sy presents [mportant evidence on the role of
fungud SCFTAPS: in the contest of o plant-pathogen terton.
Adthaugh the precise funciion of gach MpPR=1 finily membser s
currently unknown, the infirmation provided in our stody suggean
they have potential roles In some impartant blologleal proceses,
wich w fruitng body membolism, spore  penetration  and
msdulation of the host defense response. Ay 8 conmquence, our
pesulin gy inform the stucy of thie role of PR-[-encoding genes i
other organime, parteubarly phyviopathogens,  Funther studies
eoncerning the M. ponmcom FR-1 gene faniy will fews on the
charnotertzation of this [nevesting family in rerma of fungal
development and roles n the M. pesmiooa Interactlon with cacan,

Materials and Mathods

Biological material

Iiolare GO of Mombophithors  pernscions  (Stahel] Alme &
Phifliphis-Mora [55], was wsed o perform the experiments. Uniler
i mbe conditions, the fongus can only be maintaiosd a9 o
dikaryotic mycelium, and all other developmental stages (basadio-
mata, basldiospores and monokaryotic mycellom) are obealined
from the dikaryotic stage. The reproductive sroctures (basidio-
mata] were produced {n laborstory according o the protocol
descrbed by Pires of al [#] Fresh basdiomat were uaed o eollect
beasiciospores acconding o Frias o of [56].

Basidicapores mupensbons were wilized for the im v producs
tion of the monokaryots mycelia For this purpose, approsimately
3.78% 107 busidiospares were inoculated fn |25 ml Edenmeyer
flanks contalning 50 ml Gguid medium (EMCpLa), as described by
Meinharde o al, [57) Liquid calrres were malnmined ar 20°C
il Locubated under agitation st 120 rpa. Diksyvotle myeeliom
win inoculated in ihe sane mediom and maintedoed under the
pame  cotditions, Both myeella were collected 7 days  post
inoculation o perform the experiments,

Thevbroma cocan L oev, “Comom” was wsed to perform the
infection experiment. Threesmonthe-old plantlen were inoculated
with 30 pL of 8 basdiospore suspension {1xlo wpores ml
neeoreding s the procediure described by Friag of of [56], Plantlets
were kept In oo greenhowse under controlled condidons of
temperature  (26°0C) amd  homiditg  (=B0%) Green brodms
(biowrophic sage] and dry brooms (oecrotrophic wage) wers
collected 30 and 105 dayn port [noculation, respectively,

Sequence analysis

Inepection of the M. femeion genome led o the identificartion of
leven genes encoding proteina dmiar o plane pathogeniis-
related protelos | (PR=1) These genes were named MaFR-fa o
MpPR-IE secording o the order they were discovered. The
complete open reading frames (OFRFs) of these gener were
precliced ueing the progrom Avisitus [58] and confirmed by
cDNA sequencing. These wequences hive been mbmitted o
GenBank with the accession numbers JNG20GH0 o JNG20350,
Blast searches were performed vatng the NCOBI=NE and Swispoot
databases, Domain prediction of the encoded  proteing wis
performed wiing the InterProScan server (98] omd the presence
of u signal peptide lor secreton was precicted using the software
TargetP 1.1 [37],

Total RNA extraction and cDMNA synthesis

With the excepiion of basldiospores, ssmples were ground o a
fine powder In Hguid nirogen wiing a pesle and  morrar.
Busidiospores walls were broken by vortexdng the mmple in
KNA extraction bulfer (Bulfer BLT, BNeaay Pl Mind Kit) and
200wy glaxs beacks (0.4 0.6 wm, SigmasAldrich, St Louls, MO,
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ELUAL BNA bobition was performed wing the RNeasy Plani Min
Kir ((fagen, Valencia, CA, USA) scoording to the manufscmrer's
maructiors. RNA wan meated with DNMAw | AmpCrade
(Inwitrogen, Carlsbad, CA, USA] and in concentration wa
accemed wiing the ND-[000 specrrophotomener (NanoDvop,
Wilmingion, DE, USAL cDNA was synthesioed from | jig wotal
RNA uiing the SaperSeript 1l Revere Transeriptase (Invitrogen),
acconding to the manufomrer’s iInstnactiom.

Gene expression assays
Quantieative real dme POR (gPCR} was performed on a
Pl Real Tine PCR System (Appilied Fesiter
Clity, CA, USA) wing Sybe Green 1 dyn for the detection of PCR
products. Bach reaction contalned B pl 5YRR Green PCR Master
Mix (Applied Biosystenn], 250 nM each primer sl 50 ng cDINA
termplate fn a final wolome of 16 jl Nodemplate reaction were
Inchoded s negative controls foe each set of wed The
thermal cyching conditions were 34°C for [0 min, followed by 40
cycles of WO for 159, 53°C for 30 5 and 60°C for | min, with
fhoorescence devecrion st the end of each cycle, In addidon, a
melting curve analyil wan performsed to verify the smspliBeation of
a ningle product per reaction. All reactiom were conducted in
techinical triplieates wlng rwo independent biologleal replieates of
ench samgle. The M. ek [achin gene wan ustd 0 nomalie
data anel expression levels are presented as 2% Primers wed n
this mway are sthown in Table 32

Protein structure modeling

The folid recognition-based method was lmplemented wing the
ETASSER server [30], which consrocted structure moelels for
each MpPR:1 protein wing folds of the meoat similar proteine
deposlted n the PDB (Protein Data Bank: database (hitpc/ Swwn
reab.ong/pdbl. The main templaies were based on the siruciure of
three protein: {) Natrin (PDB  1xm), & component of the venom
of the snake Ngo abar; [ GAPR-1 (PDB ook}, o SCPCTAPS
protein auncisted with the ssembrane of the human Golgl sotem;
and i Ves V5 (PDB g, present in the venom of the waap

Figure 81

() [
mvsnka of ter witchin’ bioan pathogen e ]
Allrobe Inierses 21 B 00N

PLOS ONE | waw . plosone. arg

PR-1 Genes in Maoniophthor permcrase

features predicted sbgnal peptides (blacki, SCP/TAPS domain
(bluse) and the remaining ORF (gray).
(1R

MpPR-1% are highly exprewed in germinating bailiospores,
iupporting & role for the encoded proteine in the extablishenent
of witches' broom disense. Dam are part of the WED
Transcroptome Atlas and were obtained by RNA-eq sequencing
Gene expression values sre given in Reads Per Kilobase of exon
midel per Millon mapped reads (RFEM)

(mr

Figure 81 Gene expression bevels of a cacao PR.J (ID
CGDOOITEIS) in infected and healthy planis. Simdar o
some MaPR- [ genes, & cacno PRI (TePR-1) bs op-regulared in the
green hroom stage of WHD, The analysis was performed by gPCR
and the T, cwaw o-tebulie gene (1D CGDOO2S727) wos used
coritod to normalise data. Gene 1w refer 1o the
Cocao Genome Datahase thitp:/ /wivw. cacaoge nosmedb. org). The
GPUR mmay was conducterd as described in the Material and
Methods section and primers wed i the experiment were: TelR-
[_F: 5 ACCTTATGGOGAGAACCTTG ¥, Telk-1 R 5
GOAGTAATCATAGTCGGLCTTC ¥, Telub_F: 5" AC-
CAATCTTAACCGOCTTOTCT 3 and TeTub R: 5
GTTAGTOTOOAACTCAGTCACAT ¥
(TIF

Table 1 Number of SCP/TAPS genes in fungal species

with different lifestyles. Numbers eomespond 1o the genes
coding protem with the InterPro 11 IPROI4044
(DO

Table 57 Primers used for quantitative real time POR
analyses of M. pernicioss PR-1 genes.
(DO
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