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Resumo

RESUMO

A doencga Vassoura-de-bruxa do cacaueiro (Theobroma cacao) é causada
pelo fungo basidiomiceto Moniliophthora perniciosa e atualmente constitui um dos
maiores problemas fitopatoldgicos do Brasil. Analises do genoma de M. perniciosa
permitiram identificar trés genes codificadores para proteinas indutoras de necrose
e etileno (NEPs) descritas em oomicetos, bactérias e alguns fungos ascomicetos.
Os genes codificadores das proteinas NEP de M. perniciosa (MpNEPs) parecem
estar localizados no mesmo cromossomo e foram nomeados 1 e 2 (o terceiro gene
esta incompleto) segundo a descoberta no genoma (1) ou em uma biblioteca de
cDNA de interagéo M. perniciosa-cacaueiro (2). Os genes codificadores para estas
proteinas foram clonados, e expressos usando um sistema de expressao
heterdlogo em E. coli produzindo proteinas de fusdo a cauda de histidinas. As
proteinas recombinantes foram purificadas usando colunas de afinidade a metais.
MpNEP1 e MpNEP2 apresentam alta similaridade em sua sequéncia de
aminoacidos e sao capazes de induzir necrose e sintese de etileno tanto em
folhas de tabaco quanto em cacau. Ambas as MpNEPs apresentam perfis de
expressao diferencial nas fases de vida do fungo: MpNEP1 é expressa de forma
similar nas fases biotrofica e saprofitica enquanto que MpNEP2 é mais expressa
na fase biotrofica. Importantes diferencas no comportamento fisico das proteinas
foram detectadas: MpNEP1 se comporta como um agregado (dimero ou trimero)
em solugao e é sensivel a tratamento térmico enquanto que MpNEP2 se comporta
como monémero e mantém a atividade de necrose depois de submetida a altas
temperaturas. Estas diferengas sugerem que estas proteinas podem ter fungdes
complementares durante o desenvolvimento da doencga. Esta é a primeira vez que
se descreve a presenca desta familia de proteinas em fungos basidiomicetos e
seu estudo pode ser de grande importéncia para a compreensdo dos mecanismos

da doenca Vassoura-de-bruxa.
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Abstract

ABSTRACT

The hemibiotrophic basidiomycete Moniliophthora perniciosa is the causal
agent of Witches’ broom disease of Theobroma cacao, which constitutes one of
the main phytopathological problems of Brazil. An analysis of the M. perniciosa
draft genome led to the identification of three putative genes encoding Necrosis
and Ethylene inducing Proteins, which have been described in oomycetes,
bacteria, and some species of ascomycetous fungi. The NEP proteins of M.
perniciosa (MpNEPs) are apparently located on the same chromosome and were
named 1 and 2 according to their discovery in the genome (1) or in a cDNA library
containing transcripts from the interaction M. perniciosa-cacao (2). The genes
codifying MpNEPs were cloned and expressed using a heterologous expression
system in E. coli producing recombinant proteins with a minimal N-terminal His-
tagged fusion peptide. MpNEPs were purified using nickel affinity columns.
MpNEP1 and 2 have highly similar amino acid sequences and are able to induce
necrosis and ethylene emission in both tobacco and cacao leaves. These MpNEPs
showed different expression profiles according to the developmental stage of the
fungus: MpNEP1 was expressed in a similar way in the biotrophic and saprotrophic
mycelias, while MpNEP2 was preferentially expressed in the biotrophic phase.
Furthermore, important differences were also detected in the physical properties of
these two proteins. MpNEP1 in solution behaves as an oligomer (dimer or trimer)
and is very sensitive to temperature. On the other hand, MpNEP2 in solution
behaves as a monomer and is able of rapid renaturation after boiling, thus keeping
its necrotic activity. These differences indicate that these highly similar NEPs may
have complementary roles during disease development. This is the first report of
NEP1-like proteins in basidiomycetes and their study will be of great importance in
order to acquire a better understanding of the molecular mechanisms underlying

Witches’ broom disease.
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Introducéo

INTRODUGCAO

O cacaueiro (Theobroma cacao L., Sterculiaceae) é uma planta nativa da
bacia Amazoénica, portanto, o centro de origem e diversidade desta cultura se
encontra nas Ameéricas. No entanto, s6 veio a ser uma cultura de grande
importancia quando introduzida na Bahia em 1746. Por muitos anos, o Brasil foi
um dos maiores produtores e exportadores de cacau até a introdu¢ao na Bahia em
1989 do fungo Moniliophthora perniciosa causador da doenga Vassoura-de-bruxa
(Stahel, 1915; Singer, 1942; Aime e Phillips-Mora, 2005). A partir dessa data a
producao de cacau no Brasil comegou a cair (Pereira, 1990).

O Brasil em apenas uma década, de 1991 a 2000, viu a produg¢ao anual
de améndoas de cacau despencar de 400.000 toneladas para 100.000 toneladas
métricas. Atualmente, a doenca Vassoura-de-bruxa, constitui um dos maiores
problemas fitopatolégicos do Brasil. Esse quadro, associado aos baixos pregos do
produto praticados no momento da introdugdo da doenga, afetou
consideravelmente a situacdo socio-econdémica e o equilibrio ecoloégico das
regides produtoras do cacau, onde cerca de 2,5 milhdes de pessoas dependem
dessa atividade.

Durante anos foram desenvolvidas varias estratégias de combate com o
intuito de controlar a progressdo da doencga. Esses esforgos incluem tanto o
controle da cultura quanto o controle biologico do fungo. No entanto, nenhuma das
estratégias de controle adotadas tem revelado resultados satisfatérios.

Devido ao grande impacto econdmico e a complexidade da doencga
Vassoura-de-bruxa, o Laboratério de Genbmica e Expressdao da UNICAMP
comegou, no ano 2001, o projeto genoma do fungo M. perniciosa

(http://www.lge.ibi.unicamp.br/vassoura). O objetivo do projeto foi caracterizar os

mecanismos bioquimicos e moleculares responsaveis pelo estabelecimento e
progressdao da doenga que possibilitem o desenvolvimento de estratégias
eficientes de combate a Vassoura-de-bruxa. Atualmente, a iniciativa do projeto
genoma tem gerado 75 milhdes de pares de bases (pb) e 11.000 ESTs
(Expressed Sequence Tags). Conjuntamente com a determinagdo da sequéncia

parcial do genoma do fungo, varios trabalhos foram realizados com o intuito de


http://www.lge.ibi.unicamp.br/vassoura

Introducao

interpretar esses dados e fornecer informagdes técnicas (Gesteira e col., 2003,
Lima e col., 2003), bioldgicas (Rincones e col., 2003, Rincones e col., 2006),
bioquimicas (Scarpari, e col., 2005) e citolégicas (Meinhardt e col., 2006) que
facilitem a compreensdo do fungo M. perniciosa e a sua interagdo com o
cacaueiro.

Andlises do genoma de M. perniciosa mostraram a existéncia de genes
codificadores para proteinas com similaridade a proteina indutora de necrose e
etileno (NEP1) identificada inicialmente em filtrados de culturas do fungo Fusarium
oxysporum (Bailey, 1995). Esta proteina tem sido descrita em bactérias, oomicetos
e alguns fungos da classe ascomicetos formando uma familia de proteinas
denominada Necrosis Like Proteins (NLPs). Nao existem descrigbes sobre a
existéncia de NLPs em fungos basidiomicetos. Esta descrito que NLPs tém a
capacidade de ativar as respostas de defesa da planta levando a morte das
células e necrose do tecido (Gijzen e Nurnberger, 2006).

O presente trabalho se insere dentro desse grande esforgo por entender
processos que acontecem durante a interagdo M. perniciosa-cacaueiro mediante a
caracterizacao funcional e estrutural da proteina de necrose de M. perniciosa com
o objetivo de determinar seu potencial relagdo com o desenvolvimento da doenga.
Proteinas chaves envolvidas no desenvolvimento da doenga poderiam se
converter em alvos potenciais para o desenho de drogas capazes de bloquear a
progressao da Vassoura-de-bruxa.

O fato de que o sintoma caracteristico da Vassoura-de-bruxa em etapas
avancadas da doenga € a necrose dos tecidos e que o fungo M. perniciosa
apresenta genes codificadores para proteinas indutoras de necrose sugere que
estas proteinas podem ser pontos chaves no desenvolvimento da doenga. Propde-
se estudar os genes de M. perniciosa com similaridade a NEP1, caracterizar as
proteinas codificadas por eles e relacionar o possivel papel destas proteinas com

a progressao da doenga.



Revisao Bibliogréfica

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Cacaueiro (Theobroma cacao L. -theo-broma significa alimento dos
deuses-) é uma planta da familia Sterculiaceae, género Theobroma, originaria do
continente Sul Americano, provavelmente das bacias dos rios Amazonas e
Orinoco. E um arbusto de tronco liso, que pode atingir dez metros de altura, de
folhnas grandes, oblongas e membranaceas. Suas pequenas flores se inserem
sobre o tronco e ramos, onde também surgem os frutos de tamanho e formato
variaveis.

T. cacao s6 veio a ser cultivada passando a ser um produto de grande
importancia econdmica quando introduzida na Bahia em 1746. Esta espécie é a
unica dentre as 22 espécies do género que € comercialmente explorada
(Cuatrecasas, 1964) para a produgado de sementes (améndoas) destinadas ao
preparo de derivados e subprodutos do cacau, principalmente na sua forma mais
popular, o chocolate; podendo também ser transformado em cosméticos, bebidas
finas, geléias, sorvetes e sucos (Nakayama, 1996). Durante a década dos 1970s,
a cacauicultura foi considerada uma das fontes de divisas mais importantes do
Brasil sendo que até 90% da produgéao era destinada a exportagao (Bastos, 1987).

Novos polos produtores de cacau foram surgindo. Costa do Marfim lidera,
desde a década de 60, a produgdo mundial de cacau em améndoas secas,
seguida, na ordem, por Gana, Indonésia, Brasil, Nigéria, Camardes, Malasia e
Equador. Este rol de oito paises concentra mais de 90% da oferta mundial. O
Brasil, que até a década de 80 ocupava o segundo lugar desse ranking produzindo
320,5 mil toneladas de cacau, caiu para o quarto lugar com 191,1 mil toneladas no
ano 2000. A dramatica diminuigdo da producdo foi em razdo da progressiva
reducao da area plantada, do padrao tecnoldgico adotado como resposta a queda
dos precos internacionais, e do alastramento da doenca Vassoura-de-bruxa nos
cacaueiros da Bahia.

O Estado da Bahia é considerado o principal produtor de cacau em
améndoas sendo o responsavel por 83% da oferta brasileira, especialmente nos
municipios de Itabuna, Camaca e Ilhéus. Como decorréncia da introdugao nesta

regidao em 1989 da doenca Vassoura de bruxa, a década de 90 viu o Brasil se
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transformar de exportador de cacau em importador do produto (Sumario, 2003).
Esse quadro afetou consideravelmente a situagcado socio-econémica e o equilibrio
ecoldgico das regides produtoras do cacau no pais, onde cerca de 2,5 milhdes de
pessoas dependem dessa atividade. Atualmente, a doenca Vassoura-de-bruxa,

constitui um dos maiores problemas fitopatolégicos no Brasil.

Sintomatologia da doenca Vassoura-de-bruxa

A doenca Vassoura-de-bruxa foi descrita pela primeira vez por Went
(1904) enquanto que o agente causal foi descoberto em 1915 pelo patologista
aleméo Gerald Stahel classificando-o como Marasmius perniciosus (Stahel, 1915).
Existem dados da existéncia da doenca na Amazébnia desde 1785 (Purdy e
Schmidt, 1996).

Existe consideravel variacdo nos sintomas da Vassoura-de-bruxa em
dependéncia do cultivar, do tipo de tecido infectado e da etapa de
desenvolvimento do tecido (Pereira, 2000). M. perniciosa invade tecidos
meristematicos do hospedeiro provocando inchago da parte afetada. Esse sintoma
€ produto da rapida divisdo celular (hipertrofia) e incremento do tamanho das
células (hiperplasia) que aparece acompanhado da proliferacdo de
superbrotamentos devido a perda de dominancia apical. Formam-se estruturas de
folhas grandes, curvadas e retorcidas com aparéncia de vassouras, que dao o
nome a doenga (Griffith e col, 2003). Quando jovens, as vassouras sao de
coloracéao verde intenso (Figura 1a), mas morrem em 1-2 meses (Figura 1b) dando
uma cor marrom a copa das arvores infectadas.

Quando a infecgdo acontece nas flores e frutos jovens (até 12 semanas
apos a polinizagdo), podem se formar vassouras e frutos deformados (Baker,
1957). A infeccdo de almofadas florais produz cachos de flores anormais que nao
produzem frutos ou que originam frutos que crescem com malformag¢dées morrendo
prematuramente. Ovarios nao fertilizados e infestados podem continuar seu
desenvolvimento e produzir frutos de até 5 cm de didmetro chamados de

‘moranguinho” (Figura 1D). A infeccdo direta do fruto pode provocar o
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desenvolvimento de uma forma tipica de cenoura com sementes aquosas e
posterior necrose causando a morte e mumificagédo do fruto (Pereira, 2000).

O desenvolvimento do fruto infestado gera grande variedade de sintomas.
Podem se produzir infec¢des cripticas, s6 aparentes quando o fruto € aberto (1E).
O fruto pode apresentar lesdes necréticas escuras com bordas irregulares (Figura
1F).

Figura 1. Morfologia dos sintomas causados por Moniliophthora perniciosa em Theobroma
cacao. (A) vassoura verde; (B) vassoura seca; (C) superbrotamento; (D) fruto deformado
“moranguinho”; (E) fruto maduro aparentemente saudavel na superficie e infestado
internamente; (F) fruto infestado com les6es externas; (G) basidiocarpo de M. perniciosa.
Figuras 1A, B, E do artigo (Griffith, 2004).

Agente causal da Vassoura—de-bruxa

O agente causal da vassoura de bruxa foi inicialmente classificado como
Marasmius perniciosus (Stahel, 1915) e reclassificado por Singer em 1942 (Singer,
1942) como Crinipellis perniciosa. Recentemente Aime & Phillips-Mora (2005)
realizaram estudos tanto morfolégicos quanto moleculares e colocaram o bibtipo
patogénico (C) dentro do género Moniliophthora, pertencente a familia
Tricholomataceae da ordem Agaricales.

As espécies do género Crinipellis apresentam uma ampla gama de

hospedeiros. Devido a esta grande variabilidade de hospedeiros, os isolados do
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fungo podem ser agrupados de acordo com o género que infectam, denominados
biotipos (Griffith e Hedger, 1994a). A classificacdao de C. perniciosa em bibtipos
estd baseada em dados de patogenicidade em relagdo a diversidade de
hospedeiros (Wheeler, 1988). Podem-se diferenciar cinco biétipos: O bidtipo cacau
(bidtipo C) que infecta fundamentalmente Theobroma cacao e Herrania spp.
(Evans, 1978), o bidtipo S que infecta Solanaceas (Bastos e Evans, 1985); o
bidtipo B que infecta espécies da familia Bixaceae (Purdy e Schmidt, 1996), o
biétipo H que infecta Heteropterys acutifolia A. Juss (Griffith e col.,, 2003) e o
biétipo L que infecta lianas e cipds das familias Malpighiaceae e Bignoneaceae;
este ultimo age como endofitico ou causando uma infecgao latente sem formacgao
de vassouras (Evans, 1977; Griffith e Hedger, 1994a; Griffith e col., 2003) O
bidtipo L, assim como a maioria dos basidiomicetos, apresenta uma estratégia
reprodutiva auto-infértil. Os biétipos C, B, H e S causam os sintomas da Vassoura-
de-bruxa nos seus respectivos hospedeiros e exibem uma estratégia reprodutiva
autofértil. Estas diferencas entre os bidtipos incentivaram a realizagdo de estudos
que permitiram a reclassificagdo destes fungos em diferentes espécies. Tal € o
caso do bidtipo C transferido para o género Moniliophthora (Aime e Phlips-Mora,
2005). Mais recentemente, o biétipo H também foi descrito como uma nova

espécie, Crinipellis brasiliensis, distinta dos biotipos C e S (de Arruda e col., 2005).

Ciclo de vida de Moniliophthora perniciosa

Moniliophthora perniciosa € um patdégeno hemibiotréfico (Purdy e Schmidt,
1996) apresentando dois tipos de nutrigao: biotréfica ou parasitica e saprofitica ou
necrotréfica. Em M. perniciosa, as diferentes fases do crescimento do fungo
podem ser associadas a mudangas na biologia do micélio vegetativo.

Inicialmente, os basidiésporos hialinos e uninucleados, que constituem a
unidade infectiva do fungo, sdo dispersos pelo vento ou chuva durante a noite
garantindo um tempo de sobrevivéncia maior ja que sdo sensiveis a luz
ultravioleta e a dessecacdo. O grau de dispersao dos basidiésporos determina a
propagacao da doenga. Os basididésporos formam tubos germinativos (um ou dois)

e penetram pelos estdmatos, por ferimentos ou diretamente pela epiderme sem
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formagao de haustérios (Sreenivasan, 1989). Os basidiésporos germinam em
tecidos de crescimento rapido como o tecido meristematico (gemas vegetativas ou
florais) ou frutos jovens induzindo a aparicdo dos sintomas. Durante esta fase, o
fungo garante um suprimento de energia vivendo como um parasita intercelular
obrigatério ou biotrofico. O fungo nesta fase estd caracterizado por apresentar
micélio monocariético sem grampos de conexao. A Figura 2 apresenta o ciclo de

vida do fungo associado ao desenvolvimento da doenga.

Cacau sadio Fase biotrofica

229
semanas

3-6
semanas

Basidiésporos

3-8
semanas

Basidiocarpos

Vassoura seca

Figura 2. Ciclo de vida de M. perniciosa. Microscopia eletronica de Meinhardt e col. 2005.

M. perniciosa tem carater homotalico. Esta natureza autofértil foi
observada em estudos citologicos mediante a dicariotizacdo de hifas
monocaridticas derivadas de um unico basidiésporo (Delgado e Cook, 1976). O

fato de que o bidtipo C seja capaz de formar basidiocarpos a partir de um uUnico
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basidiosporo sem cruzar com outro individuo é de vital importancia para a
epidemiologia da Vassoura-de-bruxa (Griffith e col., 2003).

De oito até doze semanas depois de iniciada a infecgcdo, os tecidos
infectados comecam um processo de senescéncia e sido colonizados inter e
intracelularmente pelas hifas saprofiticas do fungo. Estas hifas sao dicariéticas e
apresentam grampos de conexdo, necessarios para a manutengdo de dois
nucleos por célula (Delgado e Cook, 1976; Evans, 1980; Griffith e Hedger, 1994b)
(Figura 2). A teoria existente &€ que as hifas saprofiticas se formam como resultado
da fusado de hifas intercelulares, processo denominado plasmogamia (Delgado e
Cook, 1976). As vassouras senescentes tornam-se marrons formando as
estruturas chamadas de vassouras secas. Depois de um periodo latente de trés a
nove meses, as vassouras secas comecam a produzir corpos de frutificacdo
(basidiocarpos), completando um ciclo de vida de M. perniciosa (Wheeler e
Suarez, 1993; Purdy e Schmidt, 1996).

Estratégias de Controle da Vassoura-de-bruxa

O possivel espalhamento da doenca Vassoura-de-bruxa pelo mundo é
considerado uma séria ameacga a produgao de cacau (Wood, 1985). No Estado da
Bahia existem organizagbes governamentais (CEPLAC/CEPEC, Comisséo
executiva do Plano da Lavoura do Cacaueiro/Centro de pesquisas do cacau, e a
FUNDECAU, Fundo Baiano de Defesa da Cacauicultura) desenvolvendo
pesquisas na busca de solugdes para o controle da doenca.

As praticas da poda fitossanitaria e a aplicagao de fungicidas em frutos em
desenvolvimento sdo as ferramentas mais utilizadas para o controle da doenga
(Bastos, 1996b). A utilizacdo de fungicidas € quase impraticavel para culturas de
arvores tropicais e € ineficiente em areas de alto indice de chuvas como acontece
na regido da Bahia. Varios compostos tém sido usados como fungicidas como é o
caso do cobre triazol e do tebuconazol (Oliveira, 1999). Esta estratégia resulta
muito onerosa porque depende dos pregos dos fungicidas que sofrem um
aumento continuo, enquanto que os retornos gerados pelo cultivo do cacau nao
acompanham tal incremento (Pereira, 2000). A remogao de fontes de inoculo pela

poda fitossanitaria é efetiva para o controle da Vassoura-de-bruxa se for efetuada
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antes do periodo de floragao. Todos os tecidos infestados, vivos ou mortos, devem
ser removidos.

Uma nova arma utilizada por agricultores contra a Vassoura-de-bruxa é o
controle biolégico mediante a utilizagcdo do fungo Trichoderma sp. como
antagonista de M. perniciosa (Bastos, 1996a; Bastos, 1996b). Estudos
comprovaram que as vassouras, uma vez colonizadas por T. viride, nao produzem
basidiocarpos (Bastos, 1996a). O mecanismo proposto para interagdo M.
perniciosa-T. viride € o micoparasitismo. A morte do fungo M. perniciosa nao é
devido a produgao de antibidticos ativos e sim pela agdo de enzimas hidroliticas
da parede como proteases, amilases e celulases (De Marco, 2003). Sanogo
(2002) mostrou que T. stromaticum é um parasita de micélio e basidiocarpos de M.
perniciosa. Estudos paralelos tentam explorar a possibilidade de utilizar fungos
endofiticos de tecidos meristematicos de cacau capazes de inibir o
estabelecimento e colonizagdo de M. perniciosa (Griffith, 2004; Rubini, 2005).

Uma abordagem mais promissora em longo prazo para o controle da
doenga é aumentar a resisténcia genética do cacau (Baker, 1957). Estudos
realizados identificaram alguns clones de Scavina (Sca 6 e Sca 12) e o clone IMC
67apresentando alto grau de resisténcia a M. perniciosa. Progénies desses clones
deram origem ao hibrido TSH plantado em Trinidad, e ao qual se atribuem os
baixos niveis de Vassoura-de-bruxa nesse pais (Laker, 1989). Entretanto, Sca 6
plantada no Equador tornou-se susceptivel (Bartley, 1986). No Brasil, a CEPLAC e
a CEPEC tém fomentado um programa dirigido a busca por material resistente a
Vassoura-de-bruxa (endémico dos estados amazbnicos) no banco de
germoplasma mundial, com o objetivo de planta-lo na Bahia. Apesar da existéncia
de varias cole¢des de germoplasma geneticamente diversas, a identificagdo de
gendtipos resistentes gerados por via tanto natural quanto artificial tem fornecido
resultados incongruentes (Andebrhan, 1987).

Apesar dos esforgcos destinados a esta area ainda nao existe uma

estratégia totalmente eficiente de controle para a Vassoura-de-bruxa.
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Projeto Genoma Vassoura-de-bruxa

Devido a complexidade da doenga Vassoura-de-bruxa, nosso laboratorio
comegou no ano 2001 o projeto genoma de M. perniciosa,
(http://www.Ige.ibi.unicamp.br/vassoura) com o objetivo de identificar genes que
codifiquem proteinas potencialmente relacionadas com o desenvolvimento da
doenca. Até o momento, a iniciativa do projeto genoma gerou 75 milhdes de pares
de bases e 11.000 ESTs. Considerando que o tamanho do genoma de M.
perniciosa foi calculado entre 30-40 Mb (Rincones e col., 2003), os nossos dados
representam uma cobertura de aproximadamente duas vezes o tamanho do
genoma hapldéide do fungo com alta qualidade (phred>20).

Um problema para o estudo de fungos na fase biotrdfica é a dificuldade de
cultivar o fungo axenicamente (em auséncia do hospedeiro). A caracterizagdo das
mudancgas bioquimicas que acontecem na vassoura verde em comparagao com
tecidos sadios permitiu inferir a importancia de alguns compostos na manutengao
da fase biotrofica (Scarpari e col., 2005). A partir desses resultados foi possivel
determinar um meio de cultivo para o fungo na fase biotréfica ex planta (Meinhardt
e col., 2006). Este foi um passo decisivo no desenvolvimento do projeto permitindo
estudos de expressdao génica comparativos entre os micélios biotroficos e
necrotroficos de M. perniciosa em presenga de extratos do hospedeiro na tentativa
de entender os processos que acontecem em ambas as fases do desenvolvimento
do fungo e o significado que trazem para a progressao da doencga (Rincones, Tese
Doutorado 2006; Scarpari, Tese Doutorado 2006).

Andlises do genoma de M. perniciosa tém direcionado varios trabalhos
com o objetivo de caracterizar proteinas potencialmente relacionadas com o
desenvolvimento da doenga. Os resultados desses trabalhos permitiram a
formulagcdo de um modelo para o mecanismo de acdo de M. perniciosa na
tentativa de compreender a biologia do fungo assim como a natureza da interagao

com o seu hospedeiro natural (Theobroma cacao).
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Modelo Vassoura-de-bruxa

O fungo M. perniciosa penetra nos tecidos em desenvolvimento mediante
a germinacado dos basidiosporos sobre a cuticula ou na base dos tricomas
emitindo tubos germinativos que penetram nos tecidos (Evans, 1979). As hifas do
fungo se desenvolvem no apoplasto onde provavelmente liberam uma serie de
elicitores que poderiam ativar respostas de defesa da planta; esses sinais
poderiam ser traduzidos num aumento das espécies reativas de oxigénio.

A explosao oxidativa € uma caracteristica inicial e rapida das respostas de
defesa da planta ativada por elicitores (Wojtaszek, 1997; Diaz-Vivancos, 2006).
Este aumento dos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) poderia ter a
contribuigdo também da degradagao de cristais de oxalato de calcio realizado pela
enzima oxalato oxidase ou germina do cacau. O gene que codifica para a enzima
oxalato oxidase foi identificado na biblioteca de interacao suscetivel M. perniciosa-
cacaueiro sugerindo que a degradacdo de oxalato de calcio poderia trazer
vantagens para o desenvolvimento do fungo. Um dado interessante é que plantas
infectadas por M. perniciosa apresentam um aumento inicial no numero de cristais
de oxalato quando comparadas com plantas sadias. Em etapas mais avancadas
da doenca (36 dias), o numero de cristais de oxalato mostrou uma reducgao
drastica e apos 45 dias os cristais desapareceram. Coloragcdo com DAB mostrou
que o peroxido de hidrogénio se concentra ao redor dos cristais de oxalato de
célcio sugerindo que € produto da degradacdo dos cristais (Ceita e col.,
submetido).

Observagdes em estudos de microscopia de varredura (Scatolin, projeto
Po6s-doutorado) sugerem que o fungo inicialmente poderia produzir cristais de
oxalato de calcio que posteriormente seriam degradados devido ao aumento dos
niveis de oxalato oxidase produzida pela planta. Foi demonstrado que o fungo
ascomiceto Sclerotinia sclerotiorum era capaz de formar cristais de oxalato de
calcio e que este composto esta associado a sua patogenicidade (Maxwell, 1970;
Noyes, 1981; Zhou, 1999). O mecanismo exato que explicaria o papel do oxalato
de calcio na patogenicidade é desconhecido. Porém, Dias (2006) fez um resumo

das hipdteses que existem: A degradagdo do oxalato de calcio pela enzima
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oxalato oxidase diminuiria o pH do apoplasto criando um ambiente propicio para a
acao de enzimas celuloliticas e peptoliticas secretadas pelo fungo que estariam
envolvidas na degradagdo da parede celular da planta. Além disso, poderia
recrutar os ions de calcio comprometendo a atividade das respostas de defesa
dependentes de calcio. Outra teoria levantada é que ou os altos niveis de perdxido
de hidrogénio produzidos pela degradagao do oxalato de calcio poderiam resultar
toxicos para a planta. Um modelo similar explicaria os resultados obtidos nos
estudos de M. perniciosa.

Pode-se pensar que os altos niveis de perdxido de hidrogénio gerados
seriam também potencialmente téxicos para o fungo. Estudos do genoma de M.
perniciosa permitiram identificar a existéncia de genes codificadores para enzimas
de detoxificagdo (Thomazella, Manuscrito em preparac¢ao). M. perniciosa durante a
fase biotrofica poderia se proteger do “ataque oxidativo” mediante o desligamento
da cadeia principal de transporte de elétrons e a ativagdo da oxidase alternativa
(Thomazella, Manuscrito em preparacéo) e catalases para detoxificagdo. Durante
a fase biotrdfica a biomassa do fungo nos tecidos infestados é baixa (Penman e
col., 2000). Este fato poderia estar relacionado com uma inibi¢do da via principal
da cadeia respiratéria. Os baixos niveis energéticos explicariam a baixa taxa de
crescimento do fungo durante esta fase do ciclo de vida do fungo.

Estd bem documentado que muitos dos sintomas de doengas de plantas
causados por microorganismos patogénicos parecem refletir a acédo de
fitohormbnios (Jameson, 2000). O patégeno pode alterar diretamente o
metabolismo dos fitohormonios produzidos pela planta ou pode ser capaz de ele
mesmo secretar hormdnios vegetais (Sequeira, 1973).

O papel de reguladores do crescimento de plantas (fitohormdnios) durante
o desenvolvimento da Vassoura-de-bruxa néo esta totalmente claro. Estudos “in
vitro” utilizando o micélio saprotrofico de M. perniciosa relataram que este tipo de
micélio ndo produz quantidades significativas de auxina, citocininas (Krupasagar,
1969) ou giberelinas (Dudman and Nichols, 1959). Orchard (1994) realizou
medi¢des dos niveis de citocininas (zeatina, zeatina ribosideo, isopenteniladenina

e isopenteniladenosina) em plantas de cacau tanto saudaveis quanto doentes.
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Analisando os resultados, das quatro citocininas estudadas, unicamente o
composto zeatina ribosideo aumentou os niveis significativamente nas plantas
infectadas. Porém, nenhum estudo tem sido realizado com a fase biotrofica deste
patdgeno e nossos resultados de expressao génica diferencial apontam para uma
programacao bem diferente entre ambos os tipos de micélio (Rincones, Tese
Doutorado 2006; Scarpari, Tese Doutorado 2006).

Acreditamos que o fungo durante esta fase seja capaz de produzir
fitohormbénios ou induzir a planta a produzi-los. Estes hormdnios poderiam
provocar um desbalango hormonal levando a hipertrofia e superbrotacao ja que os
hormdnios vegetais como a auxina e a giberelina ativam mecanismos de divisao e
expansao celular, induzem a formacédo de frutos partenocarpicos, entre outros
efeitos observados na progressao da Vassoura-de-bruxa (Taiz, 2006). Em vista de
que alguns genes putativamente envolvidos nas vias de sintese de reguladores do
crescimento de plantas foram identificados no genoma do fungo M. perniciosa
sugere—se que o fungo poderia estar produzindo analogos a horménios vegetais.

O aparecimento de lenticelas (Dabydeen, 1989) e o aumento da emissao
de etileno observado por Scarpari (2005) levam-nos a formular a hipétese de que
a vassoura verde estaria em estado de hipoxia. Este processo levaria ao
esgotamento do tecido, hipotese sustentada pelo fato de que as células da
vassoura estdo desprovidas de graos de amido (Scatolin, Manuscrito em
preparagao). Esta deplecdo de acucar pode levar ao processo de apoptose
(Hensel, 1993; Quirino, 2000; Wounter, 2004). Como resultado, o conteudo celular
ficaria disponivel para remobilizagdo levando a mudanga de fase do fungo para a
necrotréfica. Meinhardt (2006) conseguiu manter a fase biotréfica de M. perniciosa
ex planta em condi¢des de baixo conteudo de nutrientes e contendo glicerol como
unica fonte de carbono. Tem sido descrito que entre os principais componentes
dos estoques de reserva de esporos de fungo estdo os lipidios (Voegele, 2005).
Divon (2007) reportou que a degradagao dos acidos graxos tem um papel crucial
durante a fase de penetragao de fungos facilitando a atividade do ciclo dos acidos
tricarboxilicos através da produgao de acetil-CoA em condi¢gdes de escassez de

nutrientes. O metabolismo dos acidos graxos também tem um papel fundamental
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na producdo de glicerol que desempenha importante fungdo durante o processo
de penetragédo do fungo hemibiotroéfico Magnaporthe grisea (Wang, 2003; Jin,
2007).

Na fase necrotréfica, M. perniciosa cresce rapidamente sugerindo uma
restauracao da cadeia de transporte de elétrons. Durante esta fase o fungo deve
ter uma ativa produgdo de toxinas e elicitores (objeto de estudo deste trabalho),
potencialmente causadores da necrose dos tecidos infectados, que culmina na
aparéncia de vassoura seca. Na superficie destas vassouras se formam as
estruturas reprodutivas (basidiocarpos), processo desencadeado possivelmente
pela presenca de receptores de luz e umidade.

O modelo proposto para o mecanismo de atuagao do fungo M. perniciosa,
que levaria a progressdo da doenga Vassoura-de-bruxa, precisa ser validado
mediante o desenvolvimento de novas pesquisas para a melhor compreensao da
interacdo M. perniciosa-cacaueiro. O presente projeto se insere nesses estudos.

Penman e colaboradores (2000) desenvolveram um método
significativamente sensivel para medir a biomassa do fungo M. perniciosa nos
ramos de cacau infectado utilizando quitina como marcador. As vassouras verdes
que correspondem a uma etapa inicial da infeccdo apresentaram 81 pug de
biomassa do fungo por mg de peso seco' enquanto as vassouras secas
continham 161 ug de biomassa de fungo por mg peso seco™. Diferengas nos
niveis de biomassa fungica também foram analisadas em relagdo ao ponto de
inoculagdo da infecgdo. Estudos revelaram que as maiores concentragbes de
fungo estdo na base da vassoura (215 pg mg peso seco™) e vai declinando em
direcdo ao topo (10 ug mg peso seco™). Estes estudos sugerem a possibilidade da
existéncia de moléculas produzidas pelo fungo capazes de induzir a aparicdo de
sintomas em sitios afastados da localizagdo do patégeno e que seriam produto da

ativagcdo das respostas de defesa da planta (Penman e col., 2000).

Elicitores e ativacao de respostas de defesa das plantas

A co-evolugédo de vegetais e microrganismos patogénicos tem resultado

em mecanismos de comunicacdo mutua extremamente sensiveis e versateis, que
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comegam logo depois do contato patdgeno-hospedeiro. Nesta comunicagao
intervém grande variedade de sinais fisicos e quimicos, que dao origem a uma
série de eventos de transducdo de sinais capazes de induzir a expressao de
varios genes (tanto da planta quanto do patégeno), levando a uma resposta de
resisténcia (ativa respostas de defesa) ou susceptibilidade (promove a infeccao)
(Kolattukudy, 1995).

Huitema e col. (2004) propuseram que a colonizagao parasitica de plantas
por patégenos acontece através de uma reprogramacgao do sistema de defesa da
planta mediante proteinas efetoras da doenga que sao secretadas pelo patégeno.
Dependendo do alvo do efetor, estes podem ser classificados em: efetores
apoplasticos (séo secretados no espago extracelular da planta onde interagem
com moléculas-alvo extracelulares e/ou receptores de superficie); ou efetores
citoplasmaticos (sdo translocados dentro das células da planta mediante
estruturas especializadas como vesiculas e haustorios) (Kamoun, 2006). Os
efetores capazes de manipular a estrutura e funcdo da célula hospedeira
ocasionando a ativacdo das respostas de defesa da planta sdo chamados de
elicitores (Keen, 1975).

Os mecanismos de defesa das plantas podem agir através da presencga de
estruturas preformadas e/ou pela ocorréncia de reagcdes induziveis. As reagdes de
defesa induziveis sao as estimuladas por elicitores uma vez que acontece a
interacdo patoégeno-planta. Os elicitores podem ser classificados em trés grupos:
sinais quimicos (horménios e fitotoxinas), sinais fisicos (luz) e sinais bidticos
(elicitores) (Ebel, 1994).

Como uma medida defensiva, as células do hospedeiro podem reconhecer
moléculas-chave do patégeno (elicitor) e iniciar o processo de morte celular
evitando a disseminagcdo do patdégeno e limitando a propagacdo da infecgao,
fenbmeno chamado de resposta hipersensitiva (HR) (Nimchuk e col., 2003). HR
constitui a resposta local primaria de plantas a patdgenos biotréficos, geralmente
associada com a resisténcia a doengas (incompatibilidade) (Staskawicz, 1995). O

processo de morte celular programada pode estar relacionado também com
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susceptibilidade a doencas promovendo a disseminagdo e agressividade de
patdégenos necrotroficos (Greenberg, 2004).

A caracterizacdo de moléculas do patégeno que causam a morte das
células da planta tem sido objeto de interesse de patologistas durante décadas.
Existem evidéncias de que esse processo de morte celular programada pode ser
comandado pelo patdogeno durante a infeccdo e desviado de forma tal que atue
contra o hospedeiro (Greenberg e Yao, 2004).

Um dos primeiros eventos detectaveis apds a interagao planta-patégeno é
o fluxo de ions através da membrana plasmatica provocando uma explosdo do
metabolismo oxidativo que produz espécies reativas de oxigénio (EROs) e que por
sua vez é necessario para a ativagcdo de genes de defesa e produgao de
metabdlitos antimicrobianos (MacMillan, 2002). O Acido salisilico (SA) e o 6xido
nitrico (NO) potencializam as repostas dependentes de EROs. Outros eventos
iniciais descritos durante a interagdo planta-patégeno sdo o influxo de Ca*, a
fosforilagao/desfosforilagdo de proteinas e a sintese de proteinas relacionadas
com patogenicidade (Mayer, 2001).

No caso de patdégenos hemibiotréficos, o complexo ambiente molecular
que se estabelece com o hospedeiro comecga na superficie da folha, antes mesmo
da penetracdo. Uma estratégia geral de fungos na fase biotréfica consiste em
invadir tecidos do hospedeiro causando o minimo de danos nas células da planta,
gerando assim uma relagao estavel fungo-planta. Panstruga (2003) observou que
na presenca de um fungo biotréfico, as respostas de defesa induzidas sao fracas
ou transientes. Essa tolerancia ao patdégeno sugere que a entrada nos tecidos da
planta esta acompanhada por supressao microbiana das respostas de defesa do
hospedeiro e/ou da morte da célula.

Durante as relagbes biotréficas fungo-planta e oomiceto-planta pode-se
observar que em cada grupo existem grandes variagbes tanto no tempo de
duragéo dessa relagao biotréfica quanto na capacidade dos diferentes organismos
para o crescimento saprotréfico. Estas diferengas sugerem que ambos os tipos de

moléculas (as moléculas efetoras do patégeno e os fatores de compatibilidade da
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planta) ttm um papel fundamental na determinacdo do tipo de relacdo planta-
patdgeno que ira se estabelecer.

Organismos que permanecem na fase biotrofica durante longo tempo
causam mudancgas nos padroes de translocacao de nutrientes dentro da planta
tornando o sitio de infecgdo num dreno nutricional essencial para o fungo acessar
as reservas da planta (Lewis, 1973). Mayer (1988) sugeriu que essa
disponibilidade de nutrientes é o determinante fundamental na infecgéo
patogénica.

Muitas proteinas secretadas por patdgenos biotroficos tem sido isoladas e
caracterizadas bioquimicamente levando a descoberta de varios polipeptidios
localizados primeiramente no apoplasto, muitos deles inibidores enzimaticos ou
proteases que funcionam provavelmente como contra-defesa microbiana a
secrecdo de proteinas relacionadas com patogenicidade (O'Connell, 2006).
Andlises computacionais de varios genomas de Phythophthora spp e de
Magnaporthe grisea revelaram que codificam mais de 100 e 700 proteinas
putativas secretadas respectivamente, sugerindo que um consideravel numero de
efetores pode estar agindo nas células do hospedeiro (Kamoun, 2006). O numero
de possiveis elicitores pode ser um reflexo da complexa interagcdo que se
estabelece entre o patogeno e a planta.

Bactérias, fungos e oomicetos produzem elicitores. Isso inclui substéncias
secretadas como as elicitinas de oomicetos, que sao proteinas de 10 kDa
relacionadas a resisténcia de varias plantas a infecgéo por fungos (Kamoun e col.,
1998) e as enzimas capazes de degradar a parede vegetal produzidas por
bactérias e fungos. Estas enzimas digerem a parede das células da planta
liberando fragmentos que se comportam como elicitores. Podem-se citar varios
exemplos deste tipo de elicitores, lipopolisacarideo (LPS) da parede de bactérias
gram-negativas; flagelo eubacteriano; derivados da parede das células de fungos

como glicanos, quitinas, mananos e proteinas (Aderem, 2000).
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Necrosis and Ethylene inducing Proteins (NEP1)

Bailey (1995) aplicou filtrado de cultura de um isolado patogénico de
Fusarium oxysporum em folhas de Erythroxylum coca observando indugéo de
necrose e emissdo de etileno. A partir desse filtrado conseguiu purificar uma
proteina de 24 kDa que uma vez pingada sobre peciolo da folha de E. coca
causava 0os mesmos sintomas observados (necrose e aumento da emissado de
etileno). Bailey (1995) demonstrou que a proteina era capaz de induzir os mesmos
sintomas em uma ampla variedade de plantas dicotileddneas, mas n&o conseguiu
mostrar atividade em plantas monocotiledéneas. Quando Nep1 foi seqlenciada se
observou que nao estava relacionada com nenhuma proteina ou dominio funcional
conhecido (Nelson, 1998). A proteina foi nomeada Nep1 (Necrosis and Ethylene
Inducing protein) e classificada como uma familia nova de elicitores.

Com o desenvolvimento dos métodos de andlises da genbmica e
protedmica, proteinas semelhantes a Nep1 (NEP Like Proteins: NLPs) tém sido
descritas em grande variedade de organismos expandindo rapidamente esta
familia de proteinas tanto em tamanho quanto em distribuicdo.

Genes codificadores de NLPs foram detectados em organismos
procariontes e eucariontes. Em procariontes foi detectada em bactérias gram-
positivas (Bacillus halodurans e Streptomyces coelicolor) e gram-negativas
(Erwinia spp. e Vibrio pommerensis sp). Em eucariontes ocorre em fungos
(Fusarium oxysporum e Neurospora crassa) e oomicetos. Dentro dos oomicetos
se encontram os géneros Phytium e Phytophthora. Este ultimo grupo contem 65
espécies descritas onde cada uma é um patdogeno de plantas, ocasionando
grandes perdas na agricultura mundial. Oomicetos sdo considerados entre os
patdgenos de plantas mais prejudiciais no globo terrestre (Kamoun, 2003). Todos
0s oomicetos descritos apresentam genes que codificam para NLPs. Estes fatos
tém levado a um interesse cada vez mais crescente por determinar a fungao desta
nova familia de proteinas e seu papel durante a interagdo planta-patoégeno
(Pemberton e Salmond, 2004).

Existem espécies de bactérias e fungos que néo sao patdégenos de plantas

contendo genes que codificam para NLPs no genoma, como B. halodurans e N.
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crassa, respectivamente. A maioria destes genes foi identificada por analise de
predicdo de sequéncias, sem que existam evidéncias experimentais sobre a
funcionalidade da proteina, pelo que se sugere que alguns possam ser
pseudogenes.

E interessante o fato de que NLPs apesar de existirem em grupos t&o
distantes filogenéticamente mantiveram algumas caracteristicas conservadas ao
longo da evolugao (Pemberton e Salmond, 2004). Todas as NLPs se caracterizam
por apresentar um dominio NPP1 (Necrosis-inducing Phytophthora protein)
(Fellbrich e col., 2002). O dominio NPP1 possui dois ou quatro residuos de
cisteina conservados. Gijzem e Nurberger (2006) classificaram as NLPs em dois
grupos em dependéncia do numero de cisteinas presentes, tipo | (duas cisteinas)
e tipo Il (quatro cisteinas). Outra caracteristica comum do dominio NPP1
(independente do Tipo | ou Il) € uma sequéncia conservada de sete aminoacidos
(GHRHDWE) localizada na regiao central da proteina. Todas as NLPs apresentam
um peptideo sinal na regido amino-terminal que sinaliza a proteina para secregéo.

Recentemente os genomas de P. sojae e P. ramorum foram sequenciados
revelando tamanhos de genoma de 95 e 65 Mbp, respectivamente (http://
www.jgi.doe.gov). Andlises de sequéncia revelaram que a familia NLP em
oomicetos € grande e diversa estando codificada por 50-60 genes em cada
espécie embora mais da metade dos genes preditos devem ser pseudogenes
(Gijzen e Nurnberger, 2006). Nestas espécies, as NLPs parecem evoluir
rapidamente. O grande tamanho da familia NLP em Phytophthora estd em
contraste com o numero de coépias do gene em outros organismos. O
sequenciamento dos genomas completos de Magnaporthe griseae e Gibberella
zeae indicam que cada um destes fungos patogénicos apresenta quatro genes
que codificam NLPs em seus genomas. Os genomas de Aspergillus nidulans e A.
fumigatus contém dois genes e Neurospora crassa apresenta uma unica copia no
genoma. Em algumas espécies de bactérias patogénicas foi encontrado o gene
que codifica para NLP em cépia unica no genoma, mas a presenga de NLP nao é
uma caracteristica comum em genomas bacterianos. Os organismos do género

Phytophthora sao patégenos fundamentalmente de plantas dicotileddneas onde
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NLPs tem mostrado atividade. Estas evidéncias sugerem que as NLPs devem ter

um importante papel no ciclo de vida destes organismos e em sua patogenicidade.

Atividade das NLPs nas células da planta

Uma importante caracteristica das NLPs é a capacidade de ativar
numerosas respostas de defesa nas plantas como a morte celular programada e
inducéo de genes relacionados com patogenicidade (Jennings e col., 2001; Veit e
col., 2001; Fellbrich e col., 2002; Keates e col., 2003; Verica e col., 2004; Bailey e
col., 2005). Trabalhos realizados para testar a sensibilidade de células animais,
bacterianas e de fungos a acdo das NLPs sugeriram que as células destes
organismos nao sao afetadas pela atividade da proteina NEP1. Vibrio
pommerensis € uma possivel excegao ja que a atividade hemolitica de contra
eritrocitos humanos e animais foi mapeada na regido que contém o gene que
codifica para uma NLP, mas se desconhece se esta proteina € necessaria para a
atividade hemolitica (Jores e col., 2003).

Existem evidéncias de que diferentes NLPs podem variar na capacidade
de causar necrose em uma determinada espécie de planta e é possivel que
algumas nao tenham nenhuma atividade. Gijzem (2006) se referiu a experimentos
desenvolvidos por Kamoun (ndo publicados) onde foram testadas quatro NLPs
diferentes de P. infestans. Esses estudos mostraram que s6 uma delas
(PiINPP1.1) tinha atividade de necrose quando expressa em plantas usando um
sistema de expresséo baseado num vetor binario do virus X da batata (PVX).

Recentemente, foi identificado e expresso um gene que codifica para NLP
de Hyaloperonospora parasitica, um oomiceto biotréfico. Esta proteina nao
mostrou atividade de necrose (Gijzen e Nurnberger, 2006). Qutob (2002)
comparou a atividade de quatro NLPs, cada uma de uma espécie diferente (P.
sojae, F. oxysporum, B. halodurans e S. coelicolor) utilizando dois métodos,
expressao baseada em vetor binario (A. tumefaciens-PVX) em N. benthamiana e
expresséo transiente via bombardeamento de particulas em tecidos de soja. A
proteina de P. sojae foi o mais potente indutor de necrose em ambos ensaios

seguido da Nep1 de F. oxysporum. Os ortdlogos bacterianos mostraram atividades
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muito fracas ou nao mostraram atividade. A observagdo de que NLPs de
organismos patogénicos induzem uma necrose mais severa do que NLPs de
organismos nao patogénicos de plantas (bactérias testadas), sugere uma
associagao entre a atividade necrética de NLPs e a patogénese. Entretanto
resultados diferentes foram obtidos mediante bombardeamento de particulas
sugerindo que devemos ter cautela na hora de comparar resultados de
experimentos usando ensaios diferentes (Qutob e col., 2002; Gijzen e Nurnberger,
2006).

Experimentos de expressao transiente de NLPs via bombardeamento de
particulas em tecidos de plantas mostraram que estas proteinas precisam do
peptideo sinal para causar a morte das células. A exposicdo de protoplastos a
NLPs puras também mostrou que as células, mesmo desprovidas de parede
celular mantinham a sensibilidade a NLPs morrendo pouco tempo apds o
tratamento (Gijzen e Nurnberger, 2006). Estes experimentos sugerem que as
NLPs devem ser secretadas e talvez interajam com moléculas da membrana para
desencadear uma cascata de reacdes que leva a morte da célula.

Fellbrish, et. al. (2002) realizaram estudos para tentar determinar os
requerimentos estruturais necessarios para a atividade de necrose das NLPs.
Estes autores construiram mutantes de delegéo e de sitio dirigido na sequéncia da
NPP1. Seus resultados ilustraram a importancia das duas cisteinas nas NLPs do
Tipo I. Também mostraram que a atividade da NPP1 n&o pode ser reduzida a
peptideos ou a alguns motivos dentro da proteina. A Unica alteragcdo que foi
tolerada sem perda da atividade foi uma pequena delegdo na extremidade
carboxiterminal da proteina. Observaram também que NPP1 é instavel na
presenca de calor. Estes resultados sugerem que a estrutura terciaria é
responsavel pela atividade necratica.

O mecanismo exato pelo qual as NLPs causam necrose € desconhecido.
Alguns autores sugerem que a atividade de necrose pode ser consequéncia do
aumento dos niveis de etileno (Bailey e col., 1997), mas existem relatos de
necrose induzida por NLPs sem aumento nos niveis de etileno (Bailey, 1995;

Bailey e col., 1997) sugerindo que outro mecanismo deve estar envolvido. As

21



Revisao Bibliogréfica

células da planta respondem ativamente as NLPs e parecem entrar num estado
hiper-defensivo antes da morte. Estas células liberam etileno, ativam MAP
quinases, sintetizam fitoalexinas, induzem a transcricdo de genes PR, aumentam
os niveis de calcio citoplasmatico e produzem outras numerosas mudancas
fisiolégicas e de expressdo génica. Estudos de expressdo de genes de cacau
apoés o tratamento de folhas com a proteina NEP1 mostraram a superexpressao
de 106 genes sendo que 8% deles sdo genes relacionados com a defesa contra
patdbgenos e uma outra fragdo importante de genes esta relacionada com o
metabolismo energético (Verica e col., 2004).

O tratamento de células de tabaco com NPP1 induziu a produgdao de
proteinas relacionadas com patogenicidade da familia PR1 (Fellbrich e col., 2002).
Keates (2003) tratou trés espécies de plantas dicotiledéneas (Arabidopsis thaliana,
Centaurea maculosa e Taraxacum officinale) com Nep1 e observou indugédo de
genes relacionados com fosforilagao reversivel mediada por proteinas quinases e
proteinas fosfatases que agem como reguladores primarios de muitas vias de
transducdo de sinais. Este autor observou a indugdo de outros genes também
relacionados com o processo de sinalizacdo como a calmodulina, assim como
também detectou a ativagado de genes relacionados com o metabolismo de lipidios
e a biossintese de fitoalexinas. Esses estudos sugeriram que o0s processos
primarios envolvidos na resposta necroética de plantas dicotiledéneas induzida por
NEP1 sao similares entre espécies envolvendo muitos genes associados com as

respostas ao estresse.

NLPs sao elicitores ou toxinas, ou ambos?

Estas respostas de defesas ativadas por NLPs em plantas dicotiledéneas sao
comparaveis a atividade de elicitores bem caracterizados denominados padrbes
moleculares associados a patogenos (PAMPs). PAMPs sao definidos como
moléculas derivadas da superficie do patégeno capazes de se ligar a receptores
de reconhecimento padr&o e iniciar a ativagao transcricional de genes da resposta
imune, com a subsequente produgdo de compostos antimicrobianos (Boman,

1998). Alguns exemplos bem conhecidos séo a proteina flagelina de E. coli (Felix,
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1999) e um peptideo de 13 aa. (Pep-13) de uma transglutaminase de P. sojae que
se mostrou indispensavel para ativar respostas de defesa (fungéo elicitora) e a
atividade enzimatica da proteina (Nurnberger, 1994)..

Algumas caracteristicas das NLPs estdo mais proximas de toxinas do que de
elicitores ou PAMPs. A pergunta chave é se NLP interage com algum receptor na
planta hospedeira. Muitos pesquisadores estdao a favor do modo de agado de
elicitor das NLPs, mas Gijzem (2006) sugeriu ndo descartarmos a possibilidade
das NLPs se comportarem como toxinas para a célula da planta abrindo poros na
membrana ou interagindo com moléculas na membrana plasmatica.

Existem numerosas toxinas bacterianas bem caracterizadas que atuam
em células animais. O modo de acio destas toxinas € diverso, mas estima-se que
um terco de todas as toxinas descritas se dispée como estruturas formadoras de
poros nas membranas do hospedeiro (Parker, 2005). Até hoje todas as tentativas
por mostrar se NLPs causam formacao de poros na membrana, falharam. Porém,
estes resultados ndo sédo conclusivos porque as condi¢des ou o material bioldgico
podem nao ter sido os mais apropriados.

Fellbrich (2002) sugeriu que NPP1 poderia ativar as respostas de defesa
de forma indireta, através de uma atividade enzimatica intrinseca ou devido a uma
atividade toxica. Isso poderia facilitar a liberagdo de elicitores enddégenos da

membrana plasmatica da planta que ativariam as respostas de defesa.

Relagao NLPs e patogénese

A fim de verificar a fungcdo de uma NEP, Bailey (2002) realizou os
primeiros experimentos de transformacéo de F. oxysporum mediante disrupgéo e
superexpressdao do gene Nep1. Os resultados sugeriram que a expressao de
Nep1 nao influenciava a agressividade ou viruléncia deste patégeno. Embora
atualmente existam muitas evidéncias indicando um papel positivo das NLPs na
viruléncia.

Amsellen (2002) realizou experimentos de transformagcdo do fungo
Colletitrichum coccodes com Nep1 de F. oxysporum. Os resultados mostraram

que Nep1 aumenta dramaticamente a viruléncia de C. coccodes. Este fungo (C.
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coccodes) € um patdogeno de Abutilon theophrasti, uma erva daninha que resiste
ao controle quimico e é quase impossivel de controlar em planta¢des de algodéo.
Estas duas plantas (algodéo e A. Theophrasti) sdo naturalmente resistentes aos
mesmos herbicidas porque sdo capazes de degrada-los usando as mesmas vias
metabdlicas dai a importancia de encontrar métodos de biocontrole especificos
para A. theophrasti. Os autores concluiram que a expressao de Nep1l em C.
coccodes criou uma nova forma hipervirulenta do patdégeno que pode ser utilizado
para o controle bioldgico.

Experimentos realizados onde Nep1 € aplicada com surfactantes em spray
foliar mostraram que a proteina é capaz de matar as células da planta e aumentar
os sintomas de necrose (Bailey, 2000b). Estes experimentos estimularam a
utiizacdo de Nep1 como agente de biocontrole efetivo e a inclusdo em
formulagbes desenhadas com essa finalidade (Bailey, 2000a).

A viruléncia de Erwinia carotovora (bactéria gram-negativa) que causa
podriddo-mole, também é afetada por expressdo da NLP enddgena. A expresséo
do gene NLP de E. carotovora (Nip) leva a aparigdo de lesdes maiores e maior
podriddo dos tecidos comparado com cepas idénticas que tém perdido o gene
(Mattinen, 2004). Pemberton (2005) mostrou que o gene Nip de E. carotovora esta
sob controle da molécula sinal N-3-(oxo-hexanoil)-L-homoserina lactona,
caracteristica do fendbmeno chamado “quorum sensing”. Este é um tipo de
mecanismo de regulacdo da expressdao génica comum em bactérias que se da
através de sinalizagao celular. Em E. carotovora, o sistema quorum sensing regula
a expressao de multiplos fatores de viruléncia. O fato de que a expresséo de Nip
esteja sob o mesmo controle sugere que desempenha algum papel na viruléncia.

Padrbées de expressdo de NLPs em oomicetos também sugerem que esta
proteina facilita a infecgdo. Em P. sojae os maiores niveis de transcritos
codificando PsojNip foram detectados apos da transicdo da fase biotrofica para

necrotréfica (Qutob e col., 2002).
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Hipotese e Objetivos do trabalho

O grupo de evidéncias citado constitui um forte argumento para sugerir
que NLPs tem um papel positivo como fatores de viruléncia durante a interagao
planta-patégeno.

A andlise do genoma de M. perniciosa permitiu identificar genes
codificadores de proteinas com similaridade a familia de proteinas NLPs. A partir
destes dados surge a nossa hipétese de trabalho: os genes mpneps codificam
proteinas indutoras de necrose e etileno que podem estar relacionadas com
o desenvolvimento dos sintomas na Vassoura-de-bruxa. A inativacdo desses
genes poderia fornecer ferramentas uteis para o bloqueio da progressao da
doenca.

Para verificar se a hipotese anterior € valida, o trabalho se propde os

seguintes objetivos:

OBJETIVOS

1. Caracterizagdo dos genes mpneps no genoma de M. perniciosa,

N

Clonagem e expressao dos genes mpneps em E. coli; purificagdo das MpNEPs
de M. perniciosa,

Verificagao da atividade biolégica das MpNEPs em plantas;

Estudos de expressao génica das MpNEPs in planta e ex planta;

Caracterizagao estrutural das NEPs de M. perniciosa;

2L

Interpretacdo do possivel papel das MpNEPs na interacdo M. perniciosa-

cacaueiro.
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Materiais e Métodos

Condicoes de crescimento de Moniliophthora perniciosa e
Phytophthora parasitica

Moniliophthora perniciosa: a cepa usada foi derivada de uma cultura
monosporica de M. perniciosa isolado CP02 do bidtipo C. O isolado foi coletado no
sudeste da Bahia pelo Prof. Julio Cascardo da Universidade Estadual de Santa
Cruz (UESC) em lInéus, Bahia. Este isolado apresenta patogenicidade em plantas
susceptiveis de cacau. A confirmagédo da patogenicidade é realizada a cada seis
meses de manutencgao da cultura em condi¢des de laboratério.

Micélio biotrofico de M. perniciosa: O micélio biotrofico foi obtido a partir de
esporos germinados em meio contendo 5 g L™ extrato de leveduras, 1 mL L' MPR
elementos traca, 50 mL L™ glicerol, 2,5 g L™ K,HPO,, acido indol 3 acético (IAA)
10 ug mL™, cafeina 5ug mL™" (Meinhardt, et al., 2006) permitindo o crescimento de
hifas mononucleadas sem grampos de conexao.

Micélio necrotrofico de M. perniciosa: o micélio necrotrofico foi crescido em
50 ml de meio liquido contendo 1% glicose, 1% NH4H2PO4, 0,2% KCI, 0,2%
MgS0O,4.7 H20, 0,5% extrato de leveduras, 0,05% CuS0O4.5H,0 e 0,001% ZnS0O4.7
H,O e o pH ajustado a 6,8 com NaOH. As culturas foram colocadas em
incubadora (BOD) a 28°C em condi¢des estacionarias. Este micélio foi crescido
também no meio de crescimento do micélio biotréfico para estudo comparativo da
expressao génica em ambas as fases.

Phytophthora parasitica: a linhagem utilizada foi crescida em placas. O
micélio foi inoculado em meio liquido nas mesmas condi¢cdes descritas para M.

perniciosa.

Andlise de seqliéncias das MpNEPs:

As sequéncias dos genes codificadores das NLPs de M. perniciosa
(denominados MpNEPs) foram identificados utilizando a sequéncia de proteina de

NPP1 (AAK19753) para a realizagdo de tblastn contra o banco de dados do
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genoma de M. perniciosa. A identificacdo das ORFs (Open Reading Frame)
completas  foi realizada utiizando a  ferramenta  ORF Finder

(http://www.ncbi.nim.nih.gov/gorf/gorf.html). Uma vez obtidas as possiveis ORFs

codificadoras de MpNEPs, as similaridades destas proteinas com a familia de
proteinas NLPs foi verificada mediante analises de blastp contra banco de dados
publicos (Nr).

Para realizar estudos de analise filogenética das MpNEPs foram utilizadas
as ferramentas blastp e tblastn (Altschu e col., 1990; McGinnis e Madden, 2004)
na busca de sequéncias de proteinas pertencentes a familia das NLPs publicadas
em bancos de dados utilizando a seqliéncia do gene MpNEP1 como referéncia. As
sequéncias obtidas foram alinhadas utilizando o programa ClustalW (Higgins e
col., 1996). A arvore filogenética foi construida utilizando o algoritmo Agrupamento
de vizinhos (Neighbor Joining) usando a matriz de transicdo PAM (Dayhoff e col.,
1972), e a robustez do ramo foi verificada usando 1000 bootstrap (Felsenstein,
1985). As inferéncias filogenéticas foram obtidas usando o programa MEGA 3
(Kumar e col.,, 2004). As NLPs sao proteinas secretadas e por tanto possuem
peptideo sinal. Esta regido das proteinas foi identificada mediante analises de
predicdo usando o programa SignalP3 (Bendtsen e col., 2004). Para as analises
filogenéticas a sequéncia correspondente ao peptideo sinal foi removida por causa
da sua variabilidade de sequéncias. O fato de remover o peptideo sinal ndo afeta
a topologia da arvore.

As ferramentas de blast (tblastn e tblastx) foram usadas para analisar a
presenca de genes homologos de MpNEPs em outros basidiomicetos,
particularmente aqueles com genoma quase ou totalmente sequenciado:
Cryptococcus neoformans, Ustilago maydis, Phanerochaete chrysosporium,
Coprinus cinereus e Laccaria bicolor.

Para estudar a possibilidade dos genes MpNEPs estarem envolvidos em
eventos de Transferéncia Horizontal de Genes (HRT) foram analisados dois
parametros fundamentalmente: uso de cdédons e conteudo de GC dos genes
MpNEPs em comparagao com o uso de cédons e conteudo de GC caracteristicos

do genoma de M. perniciosa. O uso de cddons de M. perniciosa foi determinado
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usando o programa “‘CUSP” da EMBOSS
(http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/cusp.html). O programa “SYco” foi

utilizado para comparar o uso de cédons de MpNEPs com o uso de cddons da
totalidade dos genes de M. perniciosa e de Phytophthora infestans. O conteudo de
GC dos genes MpNEPs foi calculado usando um algoritmo disponivel no
Laboratério de Bioinformatica do LGE chamada de janela deslizante. Essa
ferramenta permite percorrer uns 200pb do contig em busca de regides
codificantes determinando o conteudo de GC desse gene ou fragmento de gene.
Posteriormente a janela se desliza mais 200pb calculando os mesmos parametros
e assim até percorrer o contig completo. Essa ferramenta é usada para todo o
genoma estimando assim o conteudo de GC do genoma.

Os dados obtidos mediante analises de sequéncia do genoma de M.
perniciosa em relacédo ao numero de genes MpNEPs presentes foram confirmados
experimentalmente mediante Southern Blot.

Southern blot

O primeiro passo para a realizagdo do Southern Blot é a obtengao do DNA

cromossomal do fungo M. perniciosa.

Extracdo de DNA cromossomal do funqgo:

A extragcdo de DNA gendmico do fungo M. perniciosa na fase necrotréfica
foi realizada utilizando o protocolo de CTAB (cetil-trimetil brometo de aménio)
(Zolan, 1986). O micélio foi filtrado para a eliminagdo do meio de cultura e
imediatamente foi macerado em nitrogénio liquido. O micélio macerado foi
distribuido em tubos de microcentrifuga eppendorf e foram adicionados 500 ul de
tampéao de extragcdo previamente aquecido a 65°C (3% CTAB, 1,4 M NaCl, 20 mM
EDTA, 100 mM Tris-HCI pH 8,0, 1% PVP, 0,2% 2-mercaptoetanol). Os tubos
foram submetidos a agitagcdo vigorosa e incubados a 65°C durante 30 minutos.
Posteriormente adicionaram-se 500 pL de fenol:cloroférmio:isoamilalcol (25:24:1)
e se agitou vigorosamente durante 1 min. Centrifugou-se a 12000 rpm durante 5
min. A fase aquosa foi submetida ao mesmo procedimento até a interface nao ficar
turva. Para a precipitacdo do DNA gendmico adicionaram-se 1/10 Vol de acetato

de potassio 3M pH 8,0 e 2 Vol de etanol e se incubou em gelo durante 15 min. O
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precipitado de DNA foi obtido por centrifugacdo a 12.000 rpm por 10 min. Depois
da lavagem com etanol 70%, o DNA foi resuspendido em 100 (/L TE (10 mM
TrisCl pH 8,0; 1 mM EDTA pH 8,0). O DNA cromossomal foi estocado a 4°C.

Digestao do DNA cromossomal do fungo com enzimas de restrico:

Para realizar a técnica de hibridagdo de Southern blot, 10 ng de DNA
gendmico do fungo foram digeridas com enzimas de restricdo que n&do cortam o
gene MpNEPT1 (EcoRl, EcoRV, Hindlll e BamHI) e com enzimas de restricdo que
cortam a sequéncia de nucleotideos de MpNEP1 em um sitio unico (Bglll e Clal).
Os fragmentos foram separados por eletroforese em gel de agarose 0,8% e
transferidos para membrana de “nailon” (Amersham, EUA) por capilaridade
usando o procedimento de transferéncia alcalina (Sambrook, 2002).

Obtencao do gene MpNEP1 por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para a

preparacdo da sonda:

A hibridagao foi realizada utilizando como sonda o gene codificador da
MpNEP1 sem o peptideo sinal, amplificado com oligonucleotideos especificos
(MpNEP1-F e MpNEP1-R) cujas sequéncias se apresentam na Tabela1. A reacao
de amplificagao foi realizada em volume final de 20 ul utilizando 15 pM de cada
primer, 2 mM MgCL,, 0, 25 mM de cada dNTP, 1X tampao Taq Polimerase
(Amersham, EUA), 1U de Taq Polimerase (Amersham, EUA) e como molde 0,2 ug
de DNA gendmico do fungo. O tubo de microcentrifuga eppendorff (0,5 ml) com a
mistura de reacgé&o foi colocado em termociclador (Peltier Thelmal Cycler PTC-225)
programado da seguinte forma: Um passo inicial de 3 min a 95°C, seguido por 30
ciclos de 40 seg a 95°C, 40 seg 58°C e 1 min a 72°C. Finalmente a reagao foi
colocada a 72 °C por 5 min.

Purificacdo do gene MpNEP1 para preparacido da sonda:

O produto da reacdo de PCR foi submetido a um processo de purificacdo
a partir de gel de agarose. Com essa finalidade, ao produto da reagédo de PCR foi
adicionado 0,2 Vol de tampao de amostra 6x (2,5 mg mL™ bromofenol azul, 2,5 mg
mL™" xilen cianol, 30% (v/v) glicerol, 60 mM EDTA pH 8,0) e a mistura foi aplicada
em gel de agarose 0.8%. A eletroforese se realizou em TAE 1X (40 mM Tris -

Acetato pH 7,8; 1 mM EDTA), a 60 Volts por 90 minutos aproximadamente. A
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regido do gel contendo o gene MpNEP1 foi cortada e o DNA purificado usando o
kit de purificagao de fragmentos de DNA isolados de gel de agarose S.N.A.P.™
(Invitrogen, EUA).

Marcacao da sonda para hibridacio:

A marcagdo da sonda foi realizada com [a-**P] dATP (>3000Ci/mmol,
Amersham Bioscience, EUA) utilizando oligonucleotideos randémicos (pdN6). A
reacao foi realizada em 20 ul de volume final. O primeiro passo consistiu em
misturar 50 ng do gene MpNEP1 purificado, 2 ug de pdN6, 1,5 mM de dNTPs sem
dATP e 1X tampao klenown. Esses componentes da reagao foram colocados a
95°C durante 10 min. Posteriormente foram adicionados 1 pl de [a-*?P] dATP e 1U
da enzima klenown (Promega). A reagao foi incubada por 30 min a 37°C. O
excesso de nucleotideos radiativos foi descartado mediante purificacdo da sonda
com colunas Sephadex G25 (Amersham, EUA) segundo recomendacgdes do
fabricante.

Hibridacdo da membrana com a sonda MpNEP1 marcada:

A membrana foi pré-hibridada durante 6 horas a 65°C em uma solugéo
contendo 2% SSPE, 1% SDS, 0,5% Blotto, 10% dextran sulfato e 0.5 mg mL™" de
esperma de salmao e hibridada durante 16 horas nas mesmas condigdes com a
adicdo da sonda marcada. A membrana foi lavada durante 15 min a 42°C com trés
solugdes variando as concentragées de SSC (2X, 0,5X e 0,1X) e 0,1% SDS. A
ultima lavagem foi realizada durante 15 min a 65°C. A auto-radiografia foi
realizada a -70°C usando filmes Kodak X-ODAT durante 72 horas.

Eletroforese em gel de campo pulsado (Pulse Field):

Para determinar a localizacédo dos genes MpNEPs nos cromossomos de
M. perniciosa foi utilizada a técnica de Eletroforese em gel de campo pulsado
(Pulse field). Os cromossomos de M. perniciosa foram separados mediante
eletroforese em gel de campo pulsado, usando um aparelho de gel DRIl CHEF
(Bio Rad) e arbitrariamente numerados em ordem decrescente como descrito por
Rincones e col. (2003). O gel foi transferido para membrana de “nailon” Hybond

N+ utilizando o método de transferéncia alcalina (Sambrook, 2002). O gene
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MpNEP1 foi utilizado como sonda. A obtengao e preparacao da sonda, condigdes
de pré-hibridacdo e hibridagdo foram semelhantes as descritas no protocolo de
Southern blot.

Clonagem e expressao dos genes MpNEPs e NPP1

Para caracterizar tanto funcional quanto estruturalmente as proteinas
MpNEPs (MpNEP1 e MpNEP2) , os genes codificadores para estas proteina foram
clonados, expressos e as proteinas purificadas para posteriores ensaios de
inoculagdo em plantas. O gene npp1 (AF352031) de Phytophthora parasitica foi
utilizado como controle ja que codifica para uma proteina NPP1 (AAK19753) cuja
funcdo de inducao de necrose fora comprovada (Fellbrish, 2002). Os trés genes
foram clonados em sistema de expressao de E. coli usando a série dos vetores
pET.

Desenho de oligonucleotideos

Os oligonucleotideos para amplificacdo dos genes MpNEPs de M.
perniciosa foram desenhados baseado na sequéncia dos genes sem incluir a
regiao do peptideo sinal e com temperaturas de melting (Tm) superiores a 55°C. O
Prof. Julio Cascardo (UESC, llhéus, Bahia) desenhou oligonucleotideos para a
amplificagdo de um fragmento do gene de actina de M. perniciosa, e
oligonucleotideos para a amplificagdo de um fragmento do gene ribossomal de
cacau 18S. O programa Primer3 (primer3_www.cgi v 0.2) foi utilizado para analise
de autocomplementaridade dos oligonucleotideos. A Tabela 1 mostra uma lista
dos oligonucleotideos utilizados durante o desenvolvimento do trabalho.

Determinacdo da concentracio de acidos nucléicos:

A concentragdo de DNA ou RNA foi determinada por espectroscopia de
absorgao-UV. Foi medida a densidade otica (OD) a 260 nm. As concentragdes
foram calculadas usando coeficiente de extingdo molar e= 0,03 cm™ mg'1 mL para

DNA simples fita e ¢= 0,02 cm™ mg™ mL para DNA de dupla fita.
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Tabela 1. Oligonucleotideos usados para amplificagao dos genes de interesse. A regiao
sublinhada corresponde com o sitio de restrigao.

L o Sitio de
Gene Seqléncias 5°- 3 o
restricao
MoNEP{ | F: GGAATTCCATATGGCTCCACATCAGCTTCC Ndel
P R: CGGGATCCTTACTACCACATCCAAGCCC BamHI
MoNEP2 | F: CGTCTCAGGATCCATTGCCGGC BamHI
P R: CCAAGCTTTCACTACTACCACATCCAAGCC Hindlll
NPP1 F: GGAATTCCATATGGACGTGATCTCGCACGATGC Ndel
AF352031 | R: CGGGATCCTTACTAAGCGTAGTAAGCGTTGCC BamHI
Mp-actina | £. ccACAATGGAGGACGAAGTCG
TC.S18 | F- CAAGCGATCTTTTCGTAGGC
R: CGAAGATAAAATCCGAGCTTGT

Estratégia de clonagem

Os genes MpNEP1 e MpNEP2 sem o peptideo sinal foram amplificados a
partir do DNA gendmico utilizando oligonucleotideos especificos (Tabela 1). NPP1,
(também sem peptideo sinal), foi amplificada usando os oligonucleotideos NPP1-F
e NPP1-R (Tabela 1) a partir de DNA genbémico de Phytophthora parasitica. As
reagcdes de amplificagdo por PCR foram realizadas segundo o protocolo descrito
na secdo de Southern blot (obtengdo do gene MpNEP1 para preparacdo da
sonda), utilizando o mesmo programa de amplificagcao.

Para a clonagem, os produtos de PCR foram digeridos com enzimas de
restricdo cujos sitios de reconhecimento foram inseridos nas sequéncias dos
oligonucleotideos. Os vetores de expressao foram digeridos com as enzimas de
restricdo correspondentes. MpNEP1 foi clonada em Ndel-BamH| (Invitrogen, EUA)
no pET15b (Figura 3), MpNEP2 foi clonada no laboratério do Prof. Dr. Julio
Cascardo (UESC/lIhéus, Bahia) utilizando o vetor pET28a (Figura 4) nos sitios
BamHI-Hindlll (Invitrogen, EUA) e NPP1 foi clonado no pET28a usando os sitios
Ndel-BamHI (Invitrogen, EUA). Para a realizagdo das reag¢des de digestao dos
plasmideos e dos genes, assim como para as reagdes de ligacdo foram seguidas

as recomendacodes dos fabricantes.
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Uma vez realizada a reacao de ligagao se procedeu a transformacgao dos
produtos da reacdo e a posterior selecido dos plasmideos recombinantes. Foram

utilizadas varias linhagens de bactérias E. coli:

e DH10b (Invitrogen, EUA); Gendtipo: F endA1 recA1 galU galK deoR
nupG rpsL AlacX74 ®80lacZAM15 araD139 A(ara,leu)7697 mcrA

A(mrr-hsdRMS-mcrBC) A (Grant, 1990). No presente trabalho esta
linhagem foi utilizada para a sele¢do de plasmideos recombinantes

durante a clonagem.
e BL21 (DE3) pLysS (Invitrogen, EUA); Genétipo: F ompT hsdSg(rg

mg ) gal dem (DE3) pLysS (CmR). Linhagem utilizada para expressao
de proteinas recombinantes. Esta linhagem é crescida em presenca
de cloramfenicol para manter o plasmidio pLysS dentro da bactéria ja
que apresenta marcador de resisténcia para este antibidtico. O
plasmidio pLysS codifica a lisozima do fago T7 que forma um
complexo com a T7 polimerase inibindo a transcrigdo. Esta interagéo
reduz (quase elimina) o vazamento do promotor T7 (expressdo em
estado de nédo indugdo) permitindo um maior controle da expresséo
do gene recombinante (Moffatt, 1987).

e BL21 (DE3) pT-Trx: Gendtipo: F ompT hsdSg(rg mg ) gal dem (DE3)
pT-Trx (CmR). Linhagem utilizada para expressao de proteinas
recombinantes. Esta linhagem & capaz de co-produzir a tioredoxina
(Trx) de E. Coli aumentando as possibilidades de solubilidade da
proteina recombinante.

As linhagens foram crescidas a 37°C em meio Luria Bertani (LB) (1%
Triptona, 0,5% extrato de leveduras, 0,5% NaCl) com o cloranfenicol (no caso das
linhagens derivadas de BL21 DE3) e em auséncia de antibiético (no caso da
linhagem DH10b); para meio sdlido utilizou-se 1,5% agar. Posteriormente se

procedeu a preparagéo de células competentes destas linhagens.
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Preparacao de células competentes

As células competentes de todas as linhagens utilizadas foram preparadas
segundo o protocolo descrito por Miller (1995). A partir de uma colénia nova da
linhagem preparou-se um pré-inoculo em 50 ml de meio LB liquido. Incubou-se a
37°C em agitacao (250 rmp) durante 12h. A partir desse pré-inoculo se preparou
um novo inoculo em 500 mL de meio com uma absorbéncia inicial de ODggg nm 0,1.
O novo cultivo foi incubado a 37°C em agitac&o (250 rmp) até atingir ODgoo nm 0,6 -
0,8. Atingida a OD, as células foram incubadas em gelo por 20 min e
posteriormente foram centrifugadas a 4000 g por 15 min. a 4°C. O sobrenadante é
descartado e as células foram resuspendidas em igual volume (500 mL) de glicerol
10% gelado. Procedeu-se a centrifugacdo (nas condigbes anteriormente
descritas). Posteriormente se realizaram dois passos consecutivos, idénticos ao
descrito de resuspensao em 250 mL e 20 mL de glicerol 10% respectivamente.
Finalmente as células foram resuspendidas em 2 mL de glicerol 10%, aliquotadas
em aliquotas de 40 uL e congeladas em nitrogénio liquido. As células foram
estocadas a -70°C.

Transformacdo de células competentes

A transformacao das células competentes com os produtos das reacdes
de ligacao foi realizada por eletroporacao utilizando cubetas de 0,1 cm (Bio Rad).
As células competentes da linhagem DH10b foram descongeladas em gelo e
adicionou-se o DNA (5uL da reagao de ligagao). Apés 1 min de incubagdo a
temperatura ambiente, a cubeta com a mistura foi colocada no MicroPulser
(BioRad) e submetida a impulso elétrico de voltagem 1,8 kVolts. Imediatamente
adicionou-se a cubeta 1 mL de meio de cultura LB. Depois de incubar 1h a 37°C
sob leve agitagcdo, colocou-se para crescer em placas contendo LB mais o
antibidtico correspondente.

Selecao dos transformantes

A extracdao de DNA plasmidial das colbnias contendo possiveis clones
recombinantes foi realizada segundo Sambrook e col. (1989). A selecao dos
transformantes foi realizada por analise de restricdo usando as mesmas enzimas

utilizadas para a clonagem. As reagdes foram realizadas em volume final de 20 uL
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utilizando 0,5 ug de DNA ou 5 uL da mini-preparacao plasmidial misturado com 1X
tampao correspondente (Invitrogen, EUA), 2U de cada enzima de restricao
(Invitrogen, EUA). Depois de 2 h de incubagdo a 37°C, 2 uL de tampao de
aplicagao 6X foram adicionados a reacao. Os resultados foram visualizados em
gel de agarose mediante a liberagdo de um fragmento do tamanho esperado. Os
possiveis clones positivos segundo as analises de restricdo foram submetidos a
amplificacdo por PCR usando os oligonucleotideos especificos para cada gene
(Tabela 1).

Sequenciamento de DNA

Para a verificagdo das sequéncias dos trés genes clonados (MpNEP1,
MpNEP2 e NPP1) se procedeu ao sequenciamento dos genes. Com estes fins foi
utilizado o protocolo do kit DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing (Amershan
Biosciences) segundo recomendacdes do fabricante. O DNA (correspondente aos
plasmideos recombinantes (pET15b+MpNEp1; pET28a+MpNEP2; pET28a+NPP1)
produto da mini-preparacdo plasmidial foi purificado usando colunas GFX
(Amersham, EUA) segundo recomendagdes do fabricante. Para a reagdo de
sequenciamento foram utilizados de 50 - 200 ng do plasmidio e misturados com 1
ul de oligonucleotideo especifico para cada gene a uma concentragéo de 5 pM pL”
' e 8 uL da mistura de reacdo (Amersham, EUA) em 20 uL de volume total. Para
cada gene clonado foram realizadas duas reacdes de sequenciamento usando os
oligonucleotideos F e R de cada gene (Tabele 1). As rea¢des foram colocadas em
termociclador com o seguinte programa: desnaturagdo a 90°C por 20 seg.,
anelamento a 57°C por 15 seg. e extensdao a 60°C por 60 seg. Esse ciclo foi
repetido 25 vezes. Os produtos da reagao foram purificados mediante precipitacéo
com 95% etanol e 2 uL tampéao 1,5 M acetato de sédio (pH > 8,0) /50 mM EDTA
(Amersham, EUA) seguido por lavagem com 70% etanol. Depois dos precipitados
de DNA estarem secos, foram resuspendidos em tampéao de aplicacao e aplicados
no sequenciador (ABI Prism 377 sequencer). Os cromatogramas resultantes foram

analisados utilizando o programa Chromas.
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Transformacdo em linhagens de expressao de E. coli

Os plasmidios recombinantes foram transformados em linhagens de E.
coli derivadas de BL21 (DE3). Os plasmidios pET15-MpNEP1 e pET28-MpNEP2
foram transformados em células BL21 (DE3) pLysS enquanto pET28-NPP1 foi
transformada em células de BL21 (DE3) pT-Trx. Foi utilizado o protocolo de

eletroporacao descrito anteriormente.

Métodos para a obtencao das proteinas recombinantes puras:

Expressao de proteinas recombinantes

Para a expressdo de proteinas, colénias das linhagens de expresséao
contendo cada uma das construgcbes (pET15b+MpNEP1; pET28a+MpNEP2;
pET28a+NPP1) foram crescidas em 50 mL de meio LB com os respectivos
antibidticos (Tabela 2) durante 16 horas a 37°C, 250 rpm. Foi determinada a
densidade o6ptica do pré-indculo a ODggp nm. A partir dessas medicdes, aliquotas
dessas culturas foram adicionadas em 0,5 L de LB com antibiéticos ficando a uma
ODgop nm de 0,1. Estas culturas foram crescidas em erlenmeyers de 3 L e
agitacdo de 250 rpm garantindo uma correta areagdo. Quando as culturas
atingiram ODgoo Nnm de 0,8, a expressao de proteinas foi induzida nas trés culturas
mediante a adicdo de 1 mM isopropil-1-tio-B-D-galactopiranosido (IPTG). A
indugao foi realizada a 28°C sob agitacdo de 250 rpm durante trés horas. Ao
término desse tempo, as células foram coletadas por centrifugacdo (10 min a
6.000 rpm). As células foram resuspendidas em 0,01 vol do tamp&o 10 mM Tris-
HCL, pH 8,0; 500 mM NaCl, 5mM imidazol, 2% Tritbn X-100 e um coktail de
inibidores de proteases (1 mM PMSF, 1 ug mL™ leupeptina, 1 ug mL™ pepstatina)
e procedeu-se a lise das células.

Lise das células

As células contendo tanto MpNEP1 quanto MpNEP2 foram submetidas a
dois passos de congelamento-descongelamento. Este procedimento contribui na
lise das células de BL21 (DE3) pLysS por possuir o plasmidio que expressa
lisozima, capaz de degradar a parede celular. Posteriormente se adicionam 0,01

Vol do mesmo tampao sem Tritdon X-100 e se procede a sonicagao das amostras
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com 3 pulsos de 15 seg. alternados com 0 mesmo tempo de incubagdo em gelo.
As células de NPP1 foram resuspendidas no mesmo tampdo e sonicadas
diretamente. Posteriormente, o produto da lise foi incubado com 2% de sulfato de
estreptomicina durante 30 minutos a 4°C para precipitar o DNA. O material
insoluvel foi removido por centrifugagdo a 18.000 rpm durante 1h a 4°C. O
sobrenadante foi aplicado em géis de poliacrilamida desnaturantes (SDS-PAGE)
para a determinacao da presenga da proteina soluvel. Posteriormente se procedeu
a purificagao das proteinas.

Purificacdo de proteinas

Para a purificagado das proteinas se utiliza uma propriedade do vetor de
produzir a proteina recombinante como uma proteina fusionada a uma cauda de
histidinas. Esta caracteristica permite utilizar cromatografia de afinidade a metais
para a purificagcdo. Com esses fins, colunas de 1 mL do tipo Hi-Trap chelating
(Amersham, EUA) foram carregadas previamente com Ni?* seguindo as
recomendagdes do fabricante e equilibradas com o tampao (10 mM Tris-HCI pH
8,0, 500 mM NaCl, 5 mM imidazol) com fluxo de 1 mL min™'. Posteriormente os
sobrenadantes da lise foram aplicados. Lavagens sucessivas com O mesmo
tampao, mas formando um gradiente de imidazol de 30 - 200 mM até a eluicdo da
proteina. As fragbes contendo a proteina pura foram dializadas contra o tampéao
10 mM Tris-HCL, pH 8,0, 100 mM NaCl (tamp&o TNB). A pureza das proteinas foi
confirmada por SDS-PAGE. A Tabela 2 mostra um resumo dos vetores, linhagens
e marcadores de selegao usados para a clonagem dos plasmideos de expressao
recombinantes e o crescimento das bactérias transformadas. Apresenta também,
os valores da massa molecular calculada para cada proteina usando o programa

Peptide Property Calculator (http://www.basic.northwestern.edu/biotools/

proteincalc.html).

Quantificacdo de proteinas

A concentragdo das proteinas foi determinada por espectroscopia de
absorcdo de UV a OD,go nm. A concentragao das proteinas foi calculada utilizando

o coeficiente de extingdo (¢) e a massa molecular. A Tabela 2 mostra os
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coeficientes de extingdo molar calculados para as proteinas de fusdo MpNEP1,
MpNEP2 e NPP1.

Tabela 2. Vetores e linhagens utilizadas para expressar as proteinas MpNEPs e NPP1. Peso
Molecular e coeficiente de extingao molar calculados para cada proteina.

PM Proteina Coeficiente de
Marcadores de selecado de fuséo Extincéo
(kDa) (z»;=cm'1 mg'1)

Vetor de Linhagem de

Gene ~
clonagem expressao

100 pg mL™" Ampicilina

MpNEP1 | pET15b | BL21(DES)pLysS | o 8 15 [P 25 54720
30 ug mL”" Kanamicina
MpNEP2 | pET28a | BL21(DES)pLysS | oo b0 s COEREEEE 26 53440
q T
NPP1 pET 28a | BL21(DE3)pT-Trx | S0 Mg ML Kanamicina 27 46610

25 ug mL™ Cloranfenicol

SDS-PAGE

As proteinas foram analisadas usando géis descontinuos de 12,5 - 15%
(29:1 acrilamida:bisacrilamida); 0,75 M Tris-HCI pH 8,8; 0,1% SDS para separagao
das proteinas e um gel concentrador de 5% (29:1 acrilamida:bisacrilamida), 120
mM Tris-HCI pH 6,8; 0,1% SDS. O tamanho do gel foi de 10 cm x 10 cm x 0,75
mm (minigel). As amostras foram diluidas com igual volume do tampéao 2X (0,4 mg
mL™" bromofenol azul; 125 mM Tris-HCI pH 6,8; 20% (v/v) glicerol; 4% (w/v) SDS;
10% (v/v) 2-mercaptoetanol) e fervidas durante 2 min. antes da aplicacéo no gel. A
corrida foi realizada a 110 Volts usando como tampao de corrida 50 mM Tris, 0,38
M glicina, 0,1 % SDS. Depois da corrida, as proteinas foram visualizadas por
tincdo com coomassie (Laemmli, 1970). Foram aplicadas 0,2 uM de cada proteina
em estudo (MpNEP1, MpNEP2 e NPP1). O Padrdo de Peso Molecular utilizado

apresenta-se na Tabela 3.

Tabela 3. Padrao de Peso Molecular de Proteinas.

Marcador de baixo peso molecular (LMW, Amersham-Pharmacia, 17-0446-01):
94 kDa 67 kDa 43 kDa 30 kDa 20 kDa 14.4 kDa

Eletroforese em gel nativo

Para realizar estudos sobre o estado de agregacédo das proteinas foi
utilizada a eletroforese de proteina em condicdes ndo desnaturantes. A
composicao dos géis e dos tampdes utilizados € a mesma ja descrita para SDS-

PAGE (Lammli, 1970), mas sem a adicdo de SDS. Foram utilizadas as mesmas
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concentragdes de proteina que para SDS-PAGE e as amostras nao foram fervidas
antes da aplicag&o no gel. A corrida foi realizada a 80 Volts em camara fria (4°C).

Coloracdo com coomassie blue

Apos SDS-PAGE, as bandas de proteina foram visualizadas mediante a
adicdo de solugcdo de coomassie blue que contém (5 mg mL" Coomassie Blue R;
45% (v/v) etanol; 5% (v/v) acido acético) por 45 min e descorar com solu¢éo (40%
(v/v) etanol absoluto; 10% (v/v) acido acético) durante 30 min, repetindo este
ultimo passo varias vezes.

Producao de anticorpos policlonais em coelho

A proteina MpNEP2 pura foi utilizada para a producado de anticorpos
policlonais. Foram diluidos 300 ug de proteina em 350 uL de PBS (137 mM NaCl,
2,7 mM KCI, 1,4 mM NaH,POy,, 4,3 mM Na;HPO,) e homogeneizadas com 500 uL
de adjuvante completo de Freund (Sigma, Sdo Paulo). O imundégeno foi inoculado
por via subcutdnea. Uma segunda dose foi administrada uma semana depois
usando a mesma via de inoculagdo, porém a proteina foi homogeneizada com
adjuvante incompleto de Freund (Sigma, Sdo Paulo). Dez dias apds a segunda
dose, o coelho foi sangrado e o soro obtido foi analisado por Western Blot.
Western Blot

Para realizar experimentos de Western blot, as proteinas foram
submetidas a SDS-PAGE e transferidas a membrana de nitrocelulose usando o
Western Blotting MiniProtean Il (Bio-Rad). A transferéncia foi realizada durante 1h
a 400 mA em tampao de transferéncia (20 mM Tris-HCI pH 8,0; 150 mM Glicina,
20% metanol). Apos a transferéncia, a membrana foi bloqueada durante 1h a 37°C
sob agitacdo com leite desnatado 5% em TBS (125 mM NaCl, 25 mM Tris-HCI pH
8,0). Foram utilizados dois tipos de anticorpos primarios: conjugado anticorpo
monoclonal anti-His tag-peroxidase (Sigma) e anticorpo policlonal anti-MpNEP1
produzido em coelho. A membrana foi incubada durante 1h a 37°C sob agitacéo
com o anticorpo primario diluido em TBS 1:2000. Foram realizadas lavagens
sucessivas da membrana com TBS+0,05% Tween-20. No caso do conjugado anti-
His tag-peroxidase, se procedeu ao revelado colocando o substrato da peroxidase

diretamente. Para o anti-MpNEp2, a membrana foi incubada durante 1h a 37°C
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sob agitacdo com o conjugado peroxidase-anticorpo anti-coelho (Promega) diluido
em TBS 1:2500 segundo recomendagdes do fabricante. Para revelagdo foi
utilizado como substrato da peroxidase o reagente AEC (3-amino-9-etilcarbazol)
(Sigma) segundo as recomendacdes do fabricante.

Espectrometria de Massas

Para comprovar a identidade de cada uma das proteinas em estudo foi
utilizada a técnica de Espectrometria de massas aproveitando os servigos
oferecidos no laboratério de Espectrometria de massas do Laboratério Nacional de
Luz Sincrotron (LNLS) dirigido pelo Prof. Dr. Fabio Gozzo.

A técnica de espectrometria de massas permite a identificagdo de uma
proteina a través da estimativa das massas dos peptideos que a compdem. Para
isso as proteinas sdo submetidas a digestdo com tripsina. Essa digestado pode ser
com a proteina em solucédo ou a partir de amostras de gel de SDS-PAGE. Neste
trabalho, 0,5 mg de cada proteina - MpNEP1, MpNEP2 e NPP1 - foram
submetidas a SDS-PAGE. O fragmento de gel contendo a banda de proteina (para
cada caso) foi picotado em placa de vidro previamente limpa com acetona e
etanol. Posteriormente foram lavados (3X de 15 min.) com 200 pyL de 25 mM
NH4sHCO3; em 50% de ACN pH 8,0 e submetidos a agitagcédo. A ultima lavagem foi
realizada com 200 yL de agua Milli-Q. Foram adicionados 25 yL de 10mM DTT em
25 mM NH4HCO3; e os tubos colocados a 56 °C por 1 hora. Apds esse tempo se
descartou o sobrenadante e se adicionaram 25 ul de 55 mM de iodoacetamida e
se incubou a temperatura ambiente por 45 min no escuro. Posteriormente foi
descartado o sobrenadante e os fragmentos de gel foram lavados (3X) com 200
ML de ACN 50% em 25 mM NH4HCO3; e uma lavagem final com200 yL de agua
Milli-Q. Para a desidratagdo do gel foram adicionados 100 yL de ACN 100%.
Posteriormente as amostras foram secas em Speed Vac por aproximadamente 20
min.

Para a digestdo enzimatica, os fragmentos de gel desidratados e secos
foram cobertos com 15 uL de uma solucéo de tripsina (20 ng uL™") e se incubou 10
min a 4°C. Apos esse tempo, foi adicionado NH4CO; 25 mM até cobrir os

fragmentos de gel e incubados a 37°C por 16-24 horas.
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Para a extracdo dos peptideos, o sobrenadante contendo os produtos da
digestdo com tripsina (peptideos da proteina de interesse) transferiu-se para outro
tubo e adicionaram-se 50 pyL de ACN 50% TFA 5%. Os tubos foram agitados
(lentamente) durante 30 min. Esse tratamento com ACN 50% TFA 5% foi repetido
duas vezes para uma eficiente extragao. O volume se reduziu a 10 yL em Speed
Vac ficando as amostras prontas para aplicar no espectrémetro de massas.

As amostras foram submetidas a espectrometria de massas utilizando a
técnica de MS/MS e uma fonte de ionizagédo do tipo ESI (eletro-spray). Foi
utilizado um aparelho Micromass Q-Tof para realizagdo da técnica ESI/Q-TOF/MS.
Para a analise dos dados foi utilizado o programa Mascot 1.9.

Experimentos de inoculagdao de proteinas em plantas para avaliagdo da
atividade biolégica:

Plantas utilizadas:

e Nicotiana tabacum: sementes da variedade Petit Havana SR1 foram
semeadas em terra com vermiculita (3:1) e colocadas a 4°C por 72 h para a
quebra de dorméncia. Posteriormente foram colocadas em estufa com
temperatura e iluminagdo controladas. Apds trés messes as plantas foram
usadas para experimentos de inoculagao.

e Theobroma cacao: As plantulas de cacau, da variedade “Catongo” foram
cedidas pelo Prof. Dr. Antonio Figueira, CENA/USP. As plantulas foram
crescidas em casa de vegetagao. Apds 4 meses as plantas foram usadas
para experimentos de inoculagao.

Inoculacdo das proteinas recombinantes em folhas de tabaco:

As proteinas (1,0 uM de cada proteina) foram injetadas perto da veia
central da folha usando seringas de plastico de 1 mL com agulha. Como controle
negativo foi utilizado o tampao de diluicdo da enzima TNB. A atividade necrética
das proteinas foi verificada mediante observagdo macroscoépica dos sintomas.
Foram inoculadas trés folhas para cada tratamento. Os experimentos foram

repetidos trés vezes.
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Inoculacdo das proteinas recombinantes em folhas de cacau:

N&o foi possivel usar em cacau, o tratamento de inoculagédo seguido para
folhas de tabaco devido as caracteristicas da folha (fina e dura). Um método
diferente foi utilizado. As proteinas (1,0 uM) foram diluidas em volume final de 100
uL em tampao TNB e colocadas no fundo de um tubo. O peciolo da folha foi
colocado em tampao TNB e cortado. Posteriormente foi imerso na solugcéo de
proteinas tentando nao deixar secar o peciolo. Os sintomas foram verificados
visualmente por aparecimento de necrose. Foram inoculadas trés folhas para cada
tratamento. O experimento foi repetido trés vezes.

Inoculacdo da proteina MpNEP1 em meristemas de cacau:

A proteina MpNEP1 foi inoculada em meristemas de cacau de plantas de
4 meses de idade. Foi utilizada seringa com agulha para a inoculagdo de 20 uL de
uma solugcdo de MpNEP1 a 1,0 uM. Como controle foi utilizado tampao TNB.
Foram inoculados 10 meristemas. Estes experimentos foran realizados na UESC
pela aluna de doutorado Joci A. N. Macedo sobre a orientacdo do prof. Dr. Julio

Cascardo.

Medicao de producao de etileno em plantas apds a inoculacao
das proteinas recombinantes:

Folhas de tabaco e cacau de tamanhos comparaveis foram colocadas com
o peciolo imerso em 100 ul de uma solugao de proteina pura (1,0 uM) para cada
uma das trés proteinas em estudo (MpNEP1, MpNEP2 e NPP1). Depois de 30 min
de colocadas em contato folha-proteina, os frascos contendo as folhas foram
fechados hermeticamente com tampas de borracha para evitar a saida de gases.
A primeira meia hora sem fechamento permite a absorgéo da proteina pela folha.
Amostras de gases (0,5 ml) foram retiradas dos frascos utilizando seringa em
diferentes tempos apds a inoculagao (2h, 24h, 36h, 48h, 72h). Como controle
folnas de cacau e etileno foram inoculadas com agua e com tampao TNB
seguindo o procedimento descrito As amostras foram analisadas para determinar
a presenca de etileno utilizando um Cromatografo Analitico de gas (Shimadzu GC-

14B) equipado com coluna HayeSept e um detector Flame-lonization. A coluna a
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temperatura ambiente foi levada a 80°C e se utilizou o nitrogénio como gas
carregador e um fluxo de 20 ml min™'. Foi preparada uma curva padrdo (1ppm)
usando etileno puro e acetileno (White Martins). Os resultados foram analisados
estatisticamente mediante analise de varianga e significagdo entre os tratamentos

pelo test Tukey (5%) utilizando o programa Origin.

Analise da expressao génica de MpNEP1 e MpNEP2 ex planta:

Um dado importante para entender o possivel papel destas proteinas no
ciclo de vida do fungo era conhecer se 0s genes estavam sendo expressos e se
existiam diferengas nos niveis de expressédo destes genes em duas fases do ciclo
de vida do fungo (biotréfica e necrotrofica). Com esta finalidade foi realizado um
PCR semiquantitativo a partir de cDNA do fungo em duas fases do ciclo de vida
(biotréfica e necrotrofica). Os resultados foram visualizados mediante Dot blot. Os
procedimentos utilizados para estes estudos sédo detalhados a seguir.

Extracdo de RNA de M. perniciosa

O micélio do fungo M. perniciosa durante a fase biotrofica foi crescido em
meio pobre com glicerol como unica fonte de carbono, como descrito
anteriormente. Com o objetivo de realizar estudos comparativos, micélio
necrotréfico do fungo foi crescido em meio de cultura de igual composigdo. A
extracdo de RNA dos micélios biotrofico e saprotréfico de fungo M. perniciosa
foram realizados usando o método do Trizol (Ausubel e col., 1998) segundo
recomendagdes do fabricante. O RNA foi resuspendido em agua e mantido a -
80°C.

Eletroforese de RNA

A integridade do RNA foi verificada mediante eletroforese em gel de 1%

agarose com formaldeido. A vidraria utilizada foi queimada por 4 horas a 120°C e
as solugdes foram preparadas com agua 0,01% DEPC. Para a preparagao do gel
de RNA dissolveu-se a agarose em agua DPEC e se deixou esfriar até
aproximadamente 60°C antes de adicionar 2,2 M de formaldeido e 1X Tampao de
corrida (0,02 M MOPS, 8,0 mM NaAc, 1 mM EDTA pH 8,0). A amostra de RNA

(1ug) foi misturada com tampéao de desnaturagao (95% formamida, 18 mM EDTA,
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0,025% SDS, xilen cianol, e bromofenol azul) e desnaturada durante 15 min a
65°C. A corrida eletroforética for realizada a 60 Volts.
Tratamento do RNA com DNAse

Possiveis contaminacdes de DNA em amostras de RNA foram eliminadas

mediante tratamento com DNAse. 10 ug de RNA foram resuspendidos em tampé&o
1X Superscript e 10 U de DNAse (Invitrogen, EUA). A reacao foi incubada durante
15 min a 37°C. A inativagdo da enzima foi realizada incubando durante 10 min a
65°C.
Sintese de cDNA

Para a sintese da primeira fita de cDNA foi utilizado o kit SMART da

Clontech usando a transcriptase reversa Superscript Il (Invitrogen, EUA) segundo

recomendac¢des do fabricante.

Estratégia para analise da expressdo génica de MpNEPs

Amostras de 1 ng de cDNA tratados com DNAse da fase biotrofica e
necrotréfica do fungo tanto in planta quanto ex planta, foram diluidas 10 e 50
vezes. 1 uL de cada amostra (cDNA puro e diluido) foi utilizado para a reacao de
PCR. A amplificagao foi realizada em 50 uL de volume final contendo 15 pMol de
cada primer (Tabela 1), 1 U de Taq polimerase (Invitrogen, EUA) em tamp&o PCR
1X (Invitrogen, EUA). Como controle do experimento foi amplificado um fragmento
de 216 pb do gene de actina de M. perniciosa a partir de cDNA usando primers
especificos (Tabela 1). Os primers de actina estdo localizados em éxons
diferentes permitindo seu uso para monitorar possiveis contaminacbes de
amostras de cDNA com DNA genbémico. A amplificagao a partir do DNA genémico
gera um fragmento de 384 pb.

A expressao relativa dos genes de actina, MpNEP1 e MpNEP2 ex planta
foi avaliada mediante PCR semiquantitativo e visualizada mediante Dot Blot.

PCR semiquantitativo:

Para PCR semiquantitativo foram usadas diferentes diluicbes da primeira
fita de cDNA dos micélios biotréfico e necrotréfico nas condigdes descritas acima.
Aliquotas da reacdo foram analisadas a cada cinco ciclos a partir do ciclo 15 e até

o ciclo 30. As analises dos resultados foram realizadas por dois métodos:
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mediante visualizacdo em gel de agarose para descartar a possibilidade de
contaminagao com DNA gendmico e mediante hibridacdo usando a técnica de Dot
Blot.

Dot Blot.

Aliquotas retiradas de cada ciclo (5 uL) foram misturadas com 145 uL de
TE 1X (10 mM TrissHCL pH 8,0/ 1 mM EDTA) filtrado, posteriormente
desnaturadas mediante incubacdo por 10 min a 95°C. Finalmente se adicionou
igual volume (150 uL) de SSC 1X. As amostras foram transferidas para uma
membrana de “Naéilon” Hybond N+ (Amersham Biosciences, EUA) usando
manifold (Progen). A membrana foi colocada sobre papel de filtro até secar
totalmente a temperatura ambiente. Posteriormente se procedeu a fixacao
(crosslink) do DNA a membrana mediante incubagdo a 80°C por duas horas. A
membrana foi dividida em trés dependendo da localizacdo das amostras
correspondentes a cada gene (actina, MpNEP1 e MpNEP2). Como sonda foram
usados os respectivos genes amplificados por PCR, purificados previamente
utilizando o kit de purificagao de produtos de PCR GFX (Amersham Biosciences,
EUA) e marcados com [oa->?P] dATP (>3000 Ci/mmol, Amersham Bioscience,
EUA) seguindo o método de oligonucleotideos ramddmicos (hexameros) (Feinberg
and Vogelstein, 1983).

Para a obtencdo das sondas (genes MpNEP1 e MpNEP2) marcadas
assim como para a pré-hibridacao e hibridagao das membranas foram seguidos os
protocolos descritos na se¢ao de Southern blot.

Expressao génica de MpNEP1 in planta:

Com o objetivo de determinar se o0 gene MpNEP1 estava sendo expresso
in planta se fizeram experimentos de expressdo génica a partir tecidos de cacau
infectados pelo fungo M. perniciosa. Os ensaios de expresséo génica da MpNEP1
in planta foram realizados pelo grupo do Prof. Julio Cascardo (UESC-IIhéus,
Bahia). A extracdo de RNA de cacau infestado (45, 60 e 90 dias) e sadio (controle)
foi realizada mediante o protocolo descrito por Gesteira e col. (2003). 10 ug de
cada amostra de RNA foram utilizadas para a reacdo de reverso transcrigao

usando o kit PCR-select cDNA subtraction (Clontech) segundo recomendagbes do
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fabricante. Reagdes de amplificacdo por PCR foram realizadas usando o protocolo
anteriormente descrito para o gene MpNEP1. Como controle interno foi utilizado
um fragmento do gene ribossomal 18S de cacau. Esse gene foi util para
quantificar o cDNA de Theobroma cacao utilizado para a amplificagcdo do gene
MpNEP1 em tecidos de cacau infestado. Os resultados foram verificados em gel

de agarose.

Técnicas para andlise estrutural de proteinas:

Conhecendo a sequéncia primaria de uma proteina pode ser inferida uma
série de possiveis caracteristicas dessa proteina como sitios putativos de
glicosilacao, fosforilagdo, tendéncia das cisteinas presentes na molécula de
estarem formando pontes dissulfetos, predicdo da estrutura secundaria, entre
outras. No presente trabalho se avaliaram possiveis propriedades das MpNEPs
usando programas disponiveis na Internet. Os programas utilizados foram: para
determinacao de possiveis sitios de fosforilagdo NetPhos 2.0 do paquete de

programas ExPASy (http://www.expasy.org); para a determinagcdo de possiveis

sitios de glicosilagcdo NetOGlyc 3.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc);

para analisar a possibilidade das cisteinas estarem formando pontes dissulfetos foi

utilizado o programa DISULFIND (http://disulfind.dsi.unifi.it); para a predicdo de

estrutura secundaria foi utilizado o programa PSIPRED

(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred). O alinhamento multiplo de sequéncias foi

realizado utilizando o programa clustalW (http://www.ebi.ac.uk/clustalw).

Para estudar experimentalmente caracteristicas importantes das proteinas
MpNEP1, MpNEP2 e NPP1 em solugdo foram utilizadas diversas técnicas. Em
anexo 1 apresenta-se uma revisdo sobre os principios teéricos de cada um dos
métodos utilizados que pode ser muito util para o melhor entendimento da
metodologia empregada e dos resultados obtidos.

Espalhamento dindmico de luz (DLS)

As medigbes do espalhamento dinamico de luz (DLS) foram realizadas em
condicbes de temperatura controlada utilizando um instrumento de espalhamento

dindmico de luz DynaPro (Protein Solutions) no Laboratério Nacional de Luz
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Sincrotron (LNLS), Campinas, Brasil. Os dados foram analisados utilizando o
programa DYNAMICS verséo 6,0 da Protein Solutions. Cada medida consistiu de
pelo menos 500 leituras independentes de 10 seg. cada uma. Aliquotas de 100 uL
de cada proteina (0,8 mg mL™" MpNEP1, 1,0 mg mL™" MpNEP2 e 1,0 mg mL"
NPP1) em tampdo contendo 10 mM Tris-HCI pH 8,0 e 180 mM KCI foram
centrifugadas a 10 000g durante 1h a 4°C. Uma aliquota de 60 uL foi colocada em
cubeta de quartzo para realizar as medi¢cdes. Todos os dados foram coletados a
25°C.

Espectroscopia de Fluorescéncia

As medidas de fluorescéncia foram coletadas em um espectrofotdmetro
Aminco BOWMAN da serie 2. As bandas de excitacdo e emissao foram 8 e 16 nm
respectivamente, As cubetas de florescéncia (1 x 0,4 cm) foram montadas em
suporte termostatizado. Todas as medigcbes foram realizadas a 25°C. A
concentragdo de proteinas utilizada foi de 0,1 mg mL™" para as trés proteinas em
estudo. A fluorescéncia dos triptofanos foi medida com uma excitacdo a um
comprimento de onda de 295 nm e o espectro de emissao foi coletado entre 310 e
420 nm. Os dados de fluorescéncia medidos foram corrigidos segundo a
contribuicdo do tampéao e da diluigao.

As medigdes de fluorescéncia dos triptofanos foram realizadas utilizando
experimentos de apagamento de fluorescéncia com trés moléculas apagadoras:
acrilamida, CsCl e KI. Foram preparados gradientes de concentragdo crescentes
(0 mM — 400 mM) para cada uma destas moléculas. Foi medida a intensidade de
fluorescéncia para cada uma destas solugdes (linha base). Solugbes das proteinas
MpNEP1, MpNEP2 e NPP1 (500 pL de uma solucdo e proteinas 0,04 mg mL™)
foram misturadas com as solugdes do gradiente de concentragdo das moléculas
apagadoras. Intensidades de fluorescéncia foram medidas para solugdes de
proteina sem molécula apagadora e solugdes de proteina com diferentes
concentragdes das moléculas apagadoras de fluorescéncia.

Dicroismo circular (CD) e Desnaturacio térmica

As medi¢des de CD foram realizadas em um espectropolarimetro JASCO

J-810, equipado com um controlador de temperatura e um suporte da célula
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termostatizado em interfase com um banho termostatico. O espectro de UV-
distante foi registrado em cubeta de quartzo de 0,1 cm de caminho 6tico com uma
concentragéo de proteinas de 6 uM. Por outro lado, o espectro de UV-préximo foi
registrado em uma cubeta de 1 cm e utilizando uma concentragédo de proteinas de
20 pM. As proteinas estavam diluidas em 5 mM Tris-HCI pH 8,0 contendo 50 mM
NaCl. O espectro final € a media de cinco varreduras consecutivas. Os dados
foram corrigidos com a contribuicdo do tampdo. A estrutura secundaria foi
estimada mediante a analise do espectro de UV-distante usando os programas
CDNN. Experimentos de desnaturagdo térmica foram realizados mediante o
incremento da temperatura de 20°C a 95°C a 1°C por min, permitindo equilibrio da
temperatura durante cinco minutos antes de registrar os espectros cada 5°C.

Espalhamento de raios X de baixo dngulo (SAXS)

As medicdes de espalhamento de raios X a baixo angulo foram realizadas
na Linha D11A-SAXS do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS),
Campinas, Brasil. Os dados foram coletados usando um detector de area MAR
CCD 165 (MAR Research) e 10 min de exposicdo para cada medigao. O
comprimento de onda utilizado foi de 1,488 A. A distancia entre a amostra e o
detector foi de 1074,35 mm. As intensidades de espalhamento foram coletadas em
uma faixa angular de 0,0494 A" < q < 0,3079 A’, onde q é o vetor de
espalhamento (4nsenb/A), e 20 e A sdo o angulo de espalhamento e o
comprimento de onda de raios X, respectivamente. As medi¢cdes foram realizadas
a temperatura ambiente. O tratamento dos dados foi realizado usando o programa
FIT2D. A intensidade dos dados foi reduzida a 1(q) vs q usando protocolos padrbes
para a correta intensidade do raio incidente, absor¢cdo da amostra e subtracédo do
branco.

O programa GNOM foi usado para analise dos dados experimentais e
para calcular a funcdo de distribuicdo de distancias. Os modelos das proteinas a
baixa resolucdo foram determinados ab initio a partir das curvas de espalhamento
usando o programa DAMMIN em modo lento. Este programa determina a forma da
proteina a baixa resolugdo. Calcula também o volume da particula mediante o

preenchimento o modelo calculado teoricamente com esferas densamente
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empacotadas de forma que satisfaca a curva de espalhamento experimental. A
forma mais provavel para cada molécula foi obtida a partir da media de 10
modelos ab initio, usando o programa DAMAVER.
Cristalizac&o de proteinas

As proteinas MpNEP1, MpNEP2 e NPP1 em TNB foram concentradas até
aproximadamente 10 mg mL" utilizando filtros Amicom YM-30 segundo

recomendagdes do fabricante. Para os ensaios de cristalizagao foi utilizada a
técnica de difusdo de vapor mediante a metodologia da gota pendurada. Para
estudos de cristalizagdo é necessario testar grande variedade de condi¢cbes de
agente precipitante, sais e pH. Com essa finalidade utilizamos os kits de
cristalizacdo da Hamptom Research (Crystal Screen |, Crystal Screen Il, SaltRx,
PEG/lon Screem, Grid Screens) segundo recomendacgdes do fabricante. Em cada
poco da placa de cristalizagdo foram colocados 200 uL de solugédo precipitante e
na gota foram colocados 1,5 uL do agente precipitante e 1,5 da proteina, em cada
caso. Os pogos foram vedados com graxa e colocados em sala de temperatura
controlada (4°C). As gotas foram analisadas usando microscopio de polarizagéao

cada 24 h durante a primeira semana e posteriormente uma vez por semana.

Imunolocalizacao das proteinas em células de cacau:

Preparacdo de Idminas com tecidos de cacau

Para a preparacado do tecido foram utilizados cortes de cacau obtidos a
partir de material fixado em paraformaldeido 4% e em FAA 50 (formaldeido,
acido aceético glacial, etanol 50%; 5:5:90, v/v/v) (Johansen, 1940). A regiédo
utilizada foi a base do ramo, tanto da planta sadia quando da planta infectada na
fase de vassoura seca. Os ramos foram enviados por Alan Pomella da fazenda
Almirante Cacau, em lItajuipe.

O material fixado em paraformaldeido permaneceu por 2 horas sob
vacuo, e posteriormente foi lavado com agua destilada. O material fixado em
FAA ficou 24h sob vacuo, e depois foi lavado com etanol 50% e etanol 70%. A

partir dai, as regides de interesse foram isoladas e desidratadas usando um
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gradiente de concentragdes crescentes de etanol (30%, 50%, 70%, 90% e 100;
30 minutos em cada).
A inclusdo dos cortes em resina plastica (Gerrits, 1983) inclui os
seguintes passos:
1. Pré-infiltracao: resina:AE100 (1:1) por 2h;
2.. Infiltrag&o: resina pura; durante 12 horas;
3. Polimerizacéo: resina pura:polimerizador (15:1);
4. Secagem em capela e posteriormente em estufa (2-4 dias);
Uma vez polimerizadas as amostras, foram seccionadas em micrétomo
rotativo com espessura de 10 um e distendidas sobre Iaminas com agua destilada.
Posteriormente foram colocadas sobre uma placa aquecedora a 37°C.

Imunolocalizacio das proteinas MpNEPs

Sobre os cortes de cacau, infestado e sadio, fixos nas laminas, foram
colocadas 2 gotas de 5% de leite desnatado em PBS. As laminas foram incubadas
a 37°C até secarem. Posteriormente foi adicionada uma solucdo de 3,7%
Formaldeido, 50 mM K;HPO4, 0,2% Tween-80 e incubadas a temperatura
ambiente por 30 min. Passado esse tempo, as laminas foram submetidas a varias
lavagens com PBS. As laminas foram incubadas a 4°C durante 12 horas com
anticorpo anti-MpNEP2 produzido em coelho em uma diluicdo 1:5000. Depois de
lavagens sucessivas com PBS, as laminas foram incubadas a 37°C por uma hora
com conjugado anti-coelho-FITC (Invitrogen, EUA) 1:4000. Posteriormente
procedeu-se a secagem das laminas a 37°C. Uma vez secas, foi adicionado
VectaShield no escuro até cobrir os cortes. O material foi mantido a 4°C no escuro
por uma semana. A inducao de fluorescéncia foi observada sob luz fluorescente

em microscopio de fluorescéncia.

Tratamento de suspensdo de células de tabaco com MpNEP1
MpNEP2 e NPP1

Condicdes de crescimento de células de tabaco:

Células de tabaco BY-2 foram cedidas pelo Prof. Dr. Victor A. Vitorello do

Laboratério de Pesquisa e desenvolvimento do Centro de Energia Nuclear na
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Agricultura, Piracicaba. As células foram crescidas a 28°C, 160 rpm, no escuro em
50 mL de meio liquido contendo, 4,3 g L™ sais basais, 30 g L™ sacarose, 50 mL
tampao MES 20X (11,92 g L"), 10 mL de uma solugdo B1-inositol (0,1 g L™
tiamina, 10 g L mio-inositol), 100 uL de acido 2,4 diclorofenoxiacético (2,4-D) 10
mM e 1,4 mM KH;PO4. A repicagem das células foi realizada cada 7 dias
mediante transferéncia de 2 mL de cultura de uma semana de crescimento em 47
mL de meio fresco.

Inoculacio de elicitores

Células de tabaco apés trés dias de repicadas foram transferidas para
erlenmeyers com 10 mL de meio. Apds 1h da transferéncia foram adicionados 0,2
mg mL" de proteina (MpNEP1, MpNEP2 e NPP1, respectivamente). Como
controle negativo foi usado tampao TNB para o tratamento de células de tabaco.
Amostras de 0,5 mL foram retiradas de cada amostra apds 5 min., 15 min., 30 min.
e 60 min, respectivamente. A separacdo das células do sobrenadante da cultura
foi realizada por filtragdo. Posteriormente as células foram congeladas em
nitrogénio liquido para a lise e conservacgao.

Preparacdo de amostras

Para a preparagao das amostras, as células de tabaco proveniente dos
tratamentos nos diferentes tempos de coleta foram resuspendidas em 500 uL do
tampao 50 mM Tris-HCI pH 7,4; 1% Tween-20; 150 mM NaCl; 1 mM EGTA; 1mM
Vanadato (Na;VO,); 1mM fluoreto de sédio (NaF), 0,1 mM PMSF; 1 protinina; 1ug
mL™" leupeptina. As células de tabaco utilizadas possuem parede que podem ser
facilmente quebradas por procedimentos mecanicos como pipetar e centrifugar.
Posteriormente as células foram centrifugadas a 12.000 rpm a 4°C durante 30 min.
As proteinas da frag&o soluvel foram quantificadas. Foi utilizado o mesmo tampéao
usado para resuspender as células para igualar as concentragbes de proteinas
totais das amostras (0,2 mg mL™).

Atividade peroxidase em gel de poliacrilamida

Para determinar a possivel inducado de peroxidases da parede celular apos
tratamento de células de tabaco com as proteinas MpNEPs e NPP1, foi usada a

técnica de determinagao de atividade de peroxidase em gel de poliacrilamida
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descrita por Christensen (1998). Foi preparado um gel desnaturante de
acrilamida:bisacrilamida 9% (solugbdes descritas na se¢do SDS-PAGE) 24 h antes
de realizar o experimento e foi estocado a 4°C.

Para aplicar no gel de poliacrilamida 10 ul das amostras foram misturadas
com igual volume de tampao de aplicagdo sem conter SDS ou 2-mercaptoetanol.
As amostras também nao foram esquentadas antes da aplicagcdo. Como controle
positivo foi utilizado peroxidase de rabano (Sigma, EUA). Foi realizada uma
eletroforese a 4°C durante 1h a 120 Volts. Posteriormente o gel foi incubado em
uma solugéo de diaminobenzidina (15 mg em 30 mL de 0,1 mM tamp&o acetato de
sédio pH 4,5) e 1 mL de uma solugdo 3% peroxido de hidrogénio (H202). A
presenca de peroxidases nas diferentes amostras foi verificada pela apari¢gao de

precipitado de cor marrom.
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Analise de seqliéncias das proteinas indutoras de necrose de
Moniliophthora perniciosa

A doenca Vassoura-de-bruxa se caracteriza pela hiperplasia e hipertrofia
dos tecidos que levam a formacado de ramos com folhas anormais chamadas de
vassouras. Num estado inicial da doenga as vassouras sao verdes enquanto que
numa fase avancada sdo chamadas de vassouras secas. Nesta ultima fase os
tecidos infectados (vassouras) sofrem necrose levando a morte. Uma pergunta
surge naturalmente: o fungo M. perniciosa causador de Vassoura-de-bruxa
secreta alguma substancia capaz de matar as células da planta ou de ativar
respostas de defesa da planta capazes de produzir esse efeito?. Na tentativa de
responder esta questao, o filtrado do meio extracelular da cultura de M. perniciosa
na fase necrétrofica foi inoculado em folhas de tabaco (Figura 5). A regidao das
folhas infiltradas sofreu necrose sugerindo que o fungo M. perniciosa estaria

secretando fatores indutores de necrose.

»

Figura 5. Inoculagdo em folhas de tabaco do sobrenadante de cultura de M.
perniciosa na fase necrotrofica. Seta indica sobrenadante inoculado depois de tratamento
térmico; circulo vermelho indica necrose induzida pelo sobrenadante.

A partir dos resultados anteriores dedicamos esforcos na busca de
possiveis proteinas de M. perniciosa capazes de produzir ou induzir necrose. Para
isso contavamos com a Base de Dados de sequéncias de M. perniciosa, gerada
durante o desenvolvimento do projeto genoma Vassoura-de-bruxa. Até o presente,

0 projeto genoma gerou aproximadamente 75 milhdes de pb derivados de clones
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gendbmicos usando a metodologia de shotgun e 11,000 ESTs (Expression
sequenced tags).

Analises de sequéncias preliminares (sem contar ainda com muitos dados
de sequenciamento) revelaram a existéncia de uma ORF de 696 pb sem introns
com similaridade com genes codificadores de proteinas pertencentes a familia das
Necrosis-like proteins (Pemberton, 2004) que foi denominada MpNEP1
(EF109894).

P ok |AAK01636. 1| AF320326 1 necrosiz-inducing peptide [Phytophthora sojae]
oh | AAMAZ170, 1| AFS116dY 1 necrosis-inducing protein [Phytophthora sojae]
Length=237

Score = 162 bits (40%9), Expect i:ZE—SE, Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 887215 [(40%), Positives = 1257215 (58%), Gaps = 107215 (4%)

Query 24  LPHDOIAKF--PEIGGPLE---TOVQPALHIGHNGCHAYPAVDVDGNWAGCLEPTGAR AL T8
+ HQ+ F F L+ +i+F +HI NGCH YPAVD +GIN 3GGL PTG+ 34
Fbjct 22 INHD VY EPFTOPTPTTALOQALVEYEPQIHI 3NGCHP Y PAVD NG T 3GCLNPTGIESAG: 51

Query 79 CEDT3E-A0TYVEIATFOGKTALVT AT MPEDE IST Y CHEHDWE GAVVFLN---3DT00 134
CE + 0¥ B+ +0G 4 +¥HWYMPEDE TGHGHRHDWE| VWH+  + + +
Fbjct g2 CEG3GT T IV GRAVE T OV T A FITT ST MPEDETL TG GHRHDWEACVVIIVDD IAAISPE 141

Query 135 IDGVAASAHGENREYPNFGEANIDDTHVELQYSAEFVINSHALDLTDEGGDLPTLAITE: 194
I ++&33H + EY P + F+ ¥3+ V+ +HAL T L T+
Fbjoct 142 IVALSASAHIGYHNEYYTPPIS3TFAGHEARIDY 33TV VINHALSATSTAGETQPLIMIDO 201

Query 195 MNGADARLATHNERAHWGDANPPIADILIDAIILAGRAN ZZ9
+ AR A+ E + +GDAN P D+ + L A+
Fbjcot 202 LTDAARRAL-EDTDFGDANYPFEDANFOTELGHLY 235

P ok |AAMAS171.1|AF511649 2 necrosiz-inducing-like protein [Phytophthora sojae]
Length=236

Score = 156 bhits (395), Expect = QE 3? Method: Compositional matrix adjust.
Identities = 88/231 (38%), Pozitives 129f231 [5E%), Gaps = 117231 (4%)

Query & IVWLFIVTREMAAPHOLPHD QI AKFPE----- SGGPLETQYDPALHIGHGCHSYPA?D?D G2
+ O+ + 3 + HhQ+ F + ++F LHI NGCH YPAVD D
Sbjct & LHVAATAFLTASHAS?IDHDD?VPFADPTPTSTSDTAA?KFKPDLHITHGEHP?PA?DAD 65

Query &3 GHGGELEFTGAP S AACEDTIE-A0TYVREIATFOGETALVYANYMPFDEISTGICHEHDW 121
GN 3GGL PTG+ 34 CKE + +0 ¥ B3 + G 4++¥+HWT PED  ++G GHREHDW
Fbjct &6 GHTAGGLHNP TGS 33 AGCEGAGY GA0 IV R T NGY AT Y ST FPED SPASGFHRHDT 125

Query 122 EGRAYVWFLNS---DTOQIDGYALSAHGEWREY PNPGEANIDDTHYELOYSAEPWINGHALD 178
E WV+LH+ ++ V+ 3AH + ¥ F + +D E+ ¥ +IN H&
Sbjct  1lZ2e EHIWWHNLNNPAYTSPELLAVITRAHIGYTTYTPPIZSYLDGHIAKIDYYNVLLIN-HAFE 154

Query 179 LTDEGGDLPTLASWEGMGADARLATHERSHWGDANPPIADILIDAILAGLIT 229
+T =+ L ™+ &R &+ E + +GDAN P D+ ++ L+ AW
Sbjct 185 MTEDAGETQDLIMNDOQLTDAARTAL-ENTDFGDANVEPFEDANFETELANALNT 2354

Figura 6. Primeiros resultados obtidos do blastp de MpNEP1 contra GenBank (NR). Circulo
vermelho indica os valores de Evalue; quadrado vermelho indica seqiiéncia de 7
aminoaciods conservados em todas as NLPs.
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A Figura 6 mostra os dois primeiros resultados obtidos quando
compararmos a sequéncia de proteina de MpNEP1 contra o GenBank (NR)
usando Blastp. Pode-se observar que a sequéncia de M. perniciosa apresenta
uma alta similaridade com proteinas indutoras de necrose e etileno de P. sojae.
Os valores de E-value resultantes indicam a baixa probabilidade de que o
alinhamento obtido seja por acaso.

Com o objetivo de determinar o numero de copias de NEPs no genoma de
M. perniciosa foram realizados experimentos de Southern blot. O DNA genémico
do fungo foi digerido com enzimas de restricdo incapazes de cortar dentro da
sequéncia do gene MpNEP1 (EcoRI, EcoRV, BamHI e Hind Ill) ou com um sitio de
corte unico dentro dele (Clal, Bgl Il e Xhol). A hibridagédo foi realizada usando
como sonda o gene da MpNEP1 completo. Os resultados sdo apresentados na
Figura 7A. Pode-se observar que a hibridagcdo da MpNEP1 com DNA gendmico
digerido com enzimas que nao cortam dentro do gene gerou mais de uma banda,
sugerindo a existéncia de mais de um gene codificador de NLPs no genoma de M.
perniciosa.

A hibridacdo do DNA digerido com as enzimas EcoRl/ e Hind Ill que
também n&o cortam o gene resultou em uma unica banda de alto peso molecular.
Este fato sugere uma proximidade fisica das copias dos genes MpNEPs no
genoma. Para testar essa hipdtese, os cromossomos de M. perniciosa separados
por eletroforese de campo pulsado (Rincones, 2003) foram hibridados com uma
sonda construida com o gene MpNEP1. Se assumirmos que os possiveis genes
codificadores de NEPs de M. perniciosa (paralogos) tém grande similaridade na
sequéncia de nucleotideos, poderiam ser identificados por uma mesma sonda
(MpNEP1). A Figura 7B mostra os resultados deste experimento. Pode-se
observar o aparecimento de uma unica banda correspondente ao cromossomo 6,
segundo Rincones, et al. (2003). Esses dados sugerem que o0s genes
codificadores para NEPs no genoma de M. perniciosa estariam localizados
proximos no genoma, N0 Mesmo Cromossomo.

A progressao do projeto genoma reforgcou estes resultados encontrando

outras duas sequéncias homologas ao gene Nep. A Figura 7C apresenta um
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esquema geral das ORFs encontradas sublinhando algumas caracteristicas como
tamanho da proteina, peptideo sinal, sitio de corte do peptideo sinal, Evalue e
percentagem de similaridade quando comparadas com o dominio (CD) NPP1. A
sequéncia do gene denominado MpNEP3 esta incompleta ainda — faltando a
regido que codifica para a extremidade N-terminal da proteina incluindo o peptideo

sinal - e 0 gene se encontra localizado in tandem com o gene MpNEP1.

Al CP1 234 56 7 B.
L |
- W
® T
- =
- -
L}
152 aa, 65.1% alinham, E = 3223 232 aa, 99 1% alinham e = D¢ -45
1538 nt
< |
MpHEF3 20 21 p= 085 MpNEP1
]_
19 20 p= 087 MpNEF2

Figura 7. Caracterizagdao do numero de genes de MpNEPs e localizagdo no genoma. (A)
Resultados de hibridizagdo de Southern Blot com o gene MpNEP1: C, DNA gendémico de M.
perniciosa sem digerir; P, 1 ng do gene MpNEP1; DNA gendémico digerido com enzimas que
cortam o gene MpNEP1 (1-EcoRlI; 2-EcoRV; 3-Hind lll; 4-Bam HI); enzimas que nao cortam o
gene (5-Bgl IlI; 6-Clal; 7-Xhol) (B) Resultados da separagdao de cromossomos de M.
perniciosa por pulse field e hibridizagdo com o gene MpNEP1. Os nimeros representam os
cromossomos de M. perniciosa. (C) Esquema da disposi¢cao dos genes MpNEPs no genoma.
MpNEP3 esta incompleta e aparece in tandem com MpNEP1. Esta representado o nimero de
aminoacidos, e-value da comparagcao com o dominio NPP1. A seta representa o sitio de
corte do peptideo sinal (representado em preto) segundo SignalP3, p representa a
probabilidade dessa predigao estar correta.
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O gene denominado MpNEP2 foi identificado como um cluster
independente. Esta sequéncia foi previamente encontrada em bibliotecas de cDNA
derivadas da interagdo compativel cacau-M. perniciosa (GenBank EF114673)
construidas na Universidade Estadual de Santa Cruz - UESC, llhéus - Bahia, pelo
grupo de Genética e Biotecnologia liderado pelo Prof. Dr. Julio Cascardo.
Comparacéo do gene amplificado a partir de cDNA e do DNA gendmico do fungo
M. perniciosa mostrou que o gene nao tem introns, similar ao que acontece com
MpNEP1.

Podemos concluir que ambos os estudos — andlises de sequéncias e
Southern blot — sugerem a possibilidade de existirem pelo menos trés genes
codificadores para NLPs no genoma de M. perniciosa. Os genes foram numerados
pela ordem de descoberta (MpNEP1 - MpNEP3).

Comparacgao de seqliéncia das MpNEPs

Uma vez encontrados diversos genes codificadores para NEPs no
genoma de M. perniciosa se procedeu a realizar comparagao entre as sequéncias
de proteinas codificadas por estes genes com outras NLPs depositadas em
bancos de dados publicos com o objetivo de estudar a origem evolutiva destes
genes e caracteristicas provavelmente importantes na fungao.

Inicialmente, foram selecionadas todas as sequéncias depositadas no
GenBank que apresentavam similaridade significativa com o dominio conservado
(CDD) NPP1 (pfam 05630) e com a sequéncia MpNEP1. Estes resultadas
mostram-se na Tabela 4, em conjunto com dados sobre a existéncia ou ndo de
evidéncias experimentais de atividade de indugao de necrose de cada uma delas.

Os organismos na Tabela 4 (1 — 31) estao listados segundo a ordem em
que as sequéncias de proteinas aparecem alinhadas na Figura 8. Andlise da lista
de organismos contendo NLPs mostra que estas proteinas estdo presentes em
uma ampla gama de organismos —bactérias, fungos ascomicetos e oomicetos-
sejam eles patogénicos ou ndo. Um dado muito interessante é que ndo foram
encontradas NLPs em nenhum genoma de fungo basidiomiceto, provavelmente
pela falta de sequéncias de este tipo de fungos em bancos publicos. Este seria o

primeiro dado de presenca de NLPs em fungos basidiomicetos.
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Tabela 4. Lista de organismos utilizados para filogenia do gene NEP. Niumero de acesso (no
NCBI), Exp. Evidéncias experimentais da atividade necrética da proteina. Numeragao de 1 —
31 é a mesma ordem a ser utilizada no alinhamento de seqiiéncias da Figura 8. Entre
paréntesis nimero do gene no genoma desse organismo.

Organismo Numero Acesso Exp.
1.- Aspergillus nidulans (2) XP_660939 N
2.- Aspergilus fumigatus (2) XP_748539 N
3.- Gibberella zeae (2) XP_383570 N
4.- Gibberella zeae (3) XP_387963 N
5.- Streptomyces coelicolor NP_631398 N
6.- Neurospora crassa XP_959764 N
7.- Magnaporthe grisea (3) XP_365630 N
8.- Erwinia carotovora YP_051177 N
9.- Vibrio pommeresis CAC40975 S
10.- Aspergillus nidulans (1) XP_660815 N
11.- Aspergilus fumigatus (1) XP_748279 N
12.- Magnaporthe grisea (1) XP_362983 N
13.- Bacillus halodurans NP_241261 N
14.- Bacillus licheniformis YP_078774 N
15.- Pythium aphanidermatum AADS3944 S
16.- Pythium affinis AAQ89595 N
17.- Pythium monospermum AAQ89593 N
18.- Phythophthora megakarya (1) AAX12401 N
19.- Phythophthora megakarya (2) AAX12403 N
20.- Phytophthora sojae (1) AAK01636 S
21.- Phytophthora parasitica AAK19753 S
22.- Phytophthora infestans AAK25828 S
23.- Phytophthora sojae (2) AAM48172 S
24.- Phytophthora sojae (3) AAM48171 S
25.- Phythophthora megakarya (3) AAX12397 N
26.- Moniliophthora perniciosa (1) EF109894 S
27.- Moniliophthora perniciosa (2) EF109895 S
28.- Fusarium oxysporum AAC97382 N
29.- Verticillium dahliae AAS45247 S
30.- Magnaporthe grisea (2) XP_366313 N
31.- Gibberella zeae (1) XP_386193 N

Com o objetivo de fazer uma avaliagdo global da similaridade entre as
proteinas da familia NLPs, incluindo as proteinas de M perniciosa, realizou-se uma
comparagao de sequéncias de aminoacidos mediante CLUSTALW. A Figura 8

apresenta o alinhamento entre estas sequéncias usando o programa ClustalW.
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Figura 8: Alinhamento de seqiiéncias de aminoacidos das proteinas utilizadas para as analises filogenéticas. As seqiiéncias
aparecem na ordem da Tabela 4 (1-31) acompanhado do tamanho da proteina. As cores representam os diferentes aminoacidos
conservados entre essas proteinas.
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O alinhamento anterior mostra que apesar de que esta familia de proteina
esteja distribuida em grupos de organismos afastados filogenéticamente
(bactérias, fungos, oomicetos), elas mantém alto grau de conservagao, sugerindo
um papel importante no ciclo de vida destes organismos. A sequéncia do gene de
Gibberella zeae (1) apresenta grandes diferencas quando comparada com as

outras proteinas. Estas mudancas podem ser erros de sequenciamento.

Quando compararmos as sequéncias das proteinas MpNEP1 e MpNEP2,
excluindo a regido codificadora do peptideo sinal, verificamos a existéncia de 16
aminoacidos diferentes entre estas duas proteinas incluindo uma delegao e quatro
substituicdes conservativas. Os resultados da comparagao se observam na Figura

9. A maior parte das diferencias estdo concentradas na regido N-terminal.

____________________ YYVOUY 7YY Y TV Y Al
MpHEPL MLYSSLLIVVLFIVTREMSAPHOLPHD QI AKFPESGGPLETOYOPALHIGN SYPAVDVDG
HpHEP2:HDLQHFLSI?LLT?SGAIAET?—HDHDKIAKLPASGSPLETKFDPDLHIGH SYPAVDAQG

NWSGGLEPTGAF 34 TERAQTYVESATFOGKTALYVYATYMPEDE IS TGI GAVYFLNSDTQ
NWSGELEPTGAF 54 TEKAQTYVESATFOGKTALVYATYMPEDE IS TGI GAVVFLNSDTO

QIDGVARSAHGKWRKY PNPGGANIDDTHVELOQVIAE PVINSHALD LTDEGGD LPTLASWE GMGAD ARAAT
QIDGVALSAHGEWREY PNPFCAN IDDTHVELQYSAE PY INSHALD LTDEGGD LPTLASWE GHEAD ARAL T

Y
NERSHWGDANPPIADILIDSS LS GAWHT
NERSHWGDANPPIADSLIGSS LS GAWITT

Figura 9. Alinhamento entre as seqiiéncias MpNEP1 e MpNEP2. Em linha de pontos esta
marcado o peptideo sinal de cada proteina. Em caixas estdo marcados os residuos de
cisteinas e o heptapeptideo, conservados. As setas pretas e brancas representam
substituicdes ndo-conservativas e conservativas, respectivamente.

Gijzen (2006) a partir de analises filogenéticas, classificou as NLPs em
dois grupos Tipo | e Tipo Il em dependéncia da presenga de dois ou quatro
residuos de cisteinas conservadas, respectivamente. Ambas as MpNEPs
pertencem ao grupo | com residuos de cisteina nas posi¢des 53 e 79 em MpNEP1
e nas posigcoes 52 e 78 na MpNEP2 (Figura 9).

As relagbes de filogenia entre as proteinas NLPs foram estimadas

mediante a construcdo de uma arvore enraizada entre as NEPs Tipo | e NEPs
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Tipo Il. Para a analise foram utilizadas as sequéncias apresentadas na Tabela 4. A
Figura 10 mostra os resultados desta analise. Como era esperado MpNEPs

aparecem agrupadas com outras NEPs do Tipo I.

100 Aspergillus nidulans (1)
Aspergillus fumigatus (1)
Gibberella zeae (1)
Magnaporthe grisea (1)
Magnaporthe grisea (2)

F us arium oxysporum
Verticillium dahlisge
Moniliophthora pernicicsa (1)
100" Meniliophthora pernicicsa {2)

Pythium monospermum

28 Pythium aphanidermstum
Bacillus halodurans

Enwinia caroiovors_—|99_
Vibrio pommerensis

Streptomyces coelicoler » 100[  100"— Bacillus lichenifarmis
Gibbesefaz 55 72 Phytophthora parssitica
G'bb; "re eg: “ Phytophthora infestans
T
S es — Phytophthora megskarya (1)
B . 76 0 Phytophthors sojse (1)
i s fomigats (2 Neurosporacrassa l_ 83 84 Phytephthora sojse (2)
i ] 53 Phytophthora sojee (3!
Aspergillus nidulans (2) ———100 25 ytopl joe (3)

Phytophthora megskarya (2)
Phytophthora megsk arya (3)
83 - Phytophthora megakarya (4)

Figura 10. Arvore Filogenética de evolugdo minima das NEPs Tipo | e Tipo Il (listadas
naTabela 4) obtido mediante o método MEGA3. O ponto negro representa a raiz da arvore
entre as NEPs Tipo | (direita) e Tipo Il (ezquerda). Os valores de robustez dos ramos séo
mostrados em cada ramo.

Um ponto interessante a ser notado € que na arvore filogenética as
sequéncias de fungos representadas pertencem a fungos ascomicetos. Na
tentativa de analisar a ocorréncia de NLPs em outras espécies de basidiomicetos,
foi utilizada a ferramenta tblastn contra cinco espécies de fungos cujos genomas
estao sequenciados (Cryptococcus neoformans, Ustilago maydis, Phanerochaete
chrysosporium, Coprinus cinereus e Laccaria bicolor). Um dado muito interessante
€ que nao foi encontrado nenhum gene homoélogo as NLPs nestes organismos.
Este dado chamou nossa atencdo sobre a possibilidade das MpNEPs serem
produto de transferéncia horizontal (HGT) a partir de outros patégenos do cacau.

Com o objetivo de estudar esta hipétese (HGT das MpNEPs) foi
determinado o conteudo de GC e o uso de coddons das MpNEPs. Posteriormente
foi comparado com o conteudo de GC de outras ORFs identificadas no genoma de

M. perniciosa. Foi realizada a comparag¢ao do uso de codons das MpNEPs com o
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uso de codons dos genes de M. perniciosa e de Phytophthora infestans utilizando

o programa “SYco”. Os resultados sao apresentados na Figura 11.

MpNEP1 vs M. perniciosa

7 :

042 0.94 .98 028 1.0C 1.02 1.04 1.06
T TrTT T

MpNEP2 vs M. perniciosa

0,52 9.84 0.98 0.98 1.00 1.02 1.04 1.08
T T

Preferénica de cédons

094 0S8 095 100 102
T T
3
e

00 400

MpNEP2 vs P. infestans

£00

294 088 088 1.0¢ 1.02
T L

WAL N A ANV YW S LY
! Y WY

200 406

Posigdo na seqiiéncia

Figura 11. Andlise do uso de cédons de MpNEPs. Graficos resultantes das andlises de
comparacao do uso de codons de cada uma das proteinas comparado com o uso de cédons

de M. perniciosa e P. infestans.
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A preferéncia de codons € uma medida estatistica do uso desigual de
cdédons sindnimos entre duas sequéncias. Indica a verossimilhanga de um
determinado codon ter sido usado levando em conta o uso de cdédons do
organismo em questdo. A linha horizontal representa a preferéncia de cédons dos
genes de organismo utilizado para a comparagao. A curva por cima dessa linha
representa uma alta preferéncia de cédons e valores por baixo da curva significam
0 uso de cdédons raros (Gribskov, 1984). Estas analises revelaram que MpNEPs
tém o mesmo uso de cddons de outros genes de M. perniciosa. Entretanto, analise
do conteudo de GC mostrou que MpNEPs apresentam um conteudo de GC
significativamente superior do que a media calculada para outras ORFs de M.
perniciosa (56% versus 46% respectivamente).

Clonagem e Expressao de MpNEP1, MpNEp2 e NPP1 em E. coli. Purificagao
das proteinas

Para a caracterizagdo das proteinas em estudo tanto funcional quanto
molecularmente se precisam de quantidades relativamente grandes de proteinas
dificeis de conseguir mediante purificacdo direta dos extratos do fungo. Por esse
motivo foi escolhido um sistema de expressdo das proteinas em E. coli
possibilitando a produgao de grandes quantidades de proteinas recombinantes. A
Figura 12 apresenta um diagrama geral dos passos seguidos para cada uma das
proteinas e os resultados obtidos para a proteina MpNEP1.

A Figura 12A mostra uma eletroforese de DNA com os resultados da PCR
realizada a partir dos possiveis clones recombinantes pET15-MpCP1 usando os
oligonucleotideos especificos para esse gene. Como se pode observar trés dos
plasmideos testados produziram uma banda a altura esperada de 700 bp
aproximadamente sugerindo que o gene de interesse foi clonado com sucesso.
Resultados similares foram obtidos para plasmideos pET28-MpCP2 (realizado no
laboratorio do Prof. Dr. Julio Cascardo) e pET28-NPP1. Foi selecionado um
plasmideo recombinante para cada gene e sequenciado para confirmar a
identidade do fragmento clonado. Nos trés casos a reagdo de sequenciamento
confirmou que o gene clonado era o gene de interesse. A partir desses dados, o

palsmideo recombinante foi transformado em linhagens de expressao de E. coli e
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foi induzida a expressao das proteinas com IPTG. As proteinas recombinantes
foram produzidas em fusdo a uma cauda de Histidinas facilitando a purificacao

mediante coluna de afinidade a metais.

PCR ET Clonagem Transformacao
CDNA P Plasml'dios
M.perniciosa/ |:>> recombinantes I::>:>
DNA genémico 1 > 3 4 !
P. parasitica genes MpNep1-2,
NPP1 A
Inducao
1mM IPTG
500 pb —p <— 700pb
PM SR F3 F4 F5 PM SP NI 1 PM SP NI 1
= B | —
o> B
— Purificacio - - -
= _— =
- i Ne——1|
- -—
Coluna
- HisTag - =

Figura 12: Diagrama de passos seguidos para a obtengcdo das proteinas
recombinantes. Os resultados sao referentes a MpNEP1. (A). Amplificagdo do gene MpNEp1
a partir de plasmideos recombinantes (linhas 2-5), 1: A Hind Ill. (B). Indugéo e identificagao
por Western Blot com anticorpo anti-His tag. PM: peso molecular (14.4 kDa, 20 kDa, 30 kDa,
43 kDa, 67 kDa, 94 kDa); SP: linhagem sem plasmidio recombinante; NI: linhagem com
plasmidio recombinante nao induzida; I: linhagem com plasmidio recombinante induzido.
(C). Purificacao da MpNEP1. SR: sobrenadante da ruptura apés indugdo da proteina
MpNEP1; F3-F5: frag6es da purificagao de MpNEP1.

A Figura 12B (esquerda) mostra experimentos de indugéo da linhagem de
E. coli BL21 pLysS transformada com plasmidio recombinante de MpNEP1
(PET15-MpNEP1). Como controles foram utilizadas células de E. coli nao
transformadas com o plasmidio de interesse e induzidas com IPTG além de
células de E. coli com o plasmidio recombinante, mas sem induzir. Na linha 4
pode-se observar uma banda de proteinas superexpressa a altura esperada (25
kDa aproximadamente). A Figura 12B (direita) mostra os resultados de Western
blot da réplica do gel SDS-PAGE 12A. O gel foi transferido para membrana de
nitrocelulosa, esta foi bloqueada com leite desnatado e incubada com anticorpo

monoclonal anti-His tag (Sigma) fusionado a peroxidase. Pode-se observar que a
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proteina produzida € reconhecida pelo anticorpo sugerindo que é a proteina de
interesse. Foi produzido um soro policlonal anti-MpNEp1 para a identificacdo desta
proteina em diferentes amostras. A Figura 12C mostra os resultados de SDS-
PAGE da purificagdo da MpNEp1 usando coluna de ligagdo a metais. A proteina
comecgou a eluir na fragdo 3 com grau de pureza aceitavel para continuar os
estudos.

A Figura 13 apresenta resultados de SDS-PAGE da purificagdo da
MpNEP2 e identificacdo por Western Blot utilizando anticorpo mononal anti-His

tag, assim como resultados da purificacédo de NPP1.

P NEPZ P NEFZ P MPP1

Figura 13: Purificagao das proteinas MpNEP2 e NPP1. (A). Purificagao da MpNEP2 e
identificagao utilizando anticorpo anti-His Tag. (B). Purificagcdo da NPP1.

A figura 13A mostra uma banda de proteina pura a altura esperada
(aproximadamente 26 kDa) correspondente a MpNEp2 e a identificagcdo da
proteina fusionada a cauda de Histidinas mediante Western Blot usando anticorpo
anti-His tag. Esses experimentos foram realizados posteriormente com anticorpo
anti-MpNEp1 sendo reconhecida a mesma banda. O anticorpo produzido em
coelho contra MpNEP1 mostrou reacdo cruzada com MpNEP2, dado esperado
pelo fato das proteinas compartilharem grande similaridade na sequéncia de
aminoacidos. A Figura 13B mostra a purificagdo de NPP1 dando uma banda na
altura esperada (27 kDa aproximadamente).

As Figuras 12 e 13 mostram que conseguimos grandes quantidades das
trés proteinas recombinantes com um grau de purificagao suficiente (> 75%) para

continuarmos com a caracterizagao funcional e estrutural.
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A sequéncia de cada proteina foi confirmada por espectrometria de massas
no LNLS depois de isoladas de SDS-PAGE e digeridas com tripsina (Promega).
Os resultados obtidos se apresentam a seguir. Peptideos resultantes das analises
da proteina NPP1 (de P. parasitica) foram submetidos a busca por similaridade
contra o banco de dados do NCBI. Obtivemos similaridade com a proteina
esperada. A cobertura foi de 8% com um erro de 45ppm. A percentagem de
cobertura € muito baixa provavelmente pela contaminacdo da coluna de
cromatografia acoplada ao espectrdbmetro estar contaminada com residuos de
corridas anteriores. No entanto, os resultados permitiram identificar peptideos
presentes nesta proteina confirmando que a proteina clonada e expressa € a
NPP1. A Figura 14 mostra a sequéncia da NPP1 e em vermelho aparecem os

peptideos identificados.

1 MNVLTFLIAA AVSLAVVQAD VISHDAVVPEF AQPTATTTEQ KAGVKEFKPQI
51 HISNGCHPYP AVDANGNTSG GLKPTGSSSA GCKGSGYGSQ VYGRVATYNG
101 VYAIMYSWYF PKDSPVTGLG HRHDWEHVVV WVDDIKLDSP SIIAVSPSAH
151 SGYNIYYPPE SNTIDGYSAK VDYSSSWVVI NHALDSTTDA GETQDLIMWD
201 QLTDAARTAL ENTDFGDANV PMKDGNFLTK VGNAYYA

Figura 14. Seqiiéncia da NPP1. Em vermelho se representam os peptideos identificados por
Espectrometria de Massas.

As proteinas MpNEPs tém um grau de similaridade muito alto (86%) e 91%
de identidade na sequéncia de aminoacidos. Estes dados explicam o fato de
peptideos procedentes da digestdo de MpNEP2 tem identidade com a sequéncia
da MpNEP1 e vice-versa. A cobertura da MpNEP2 foi de 60%, com um erro de
44ppm, com peptideos de até 37 aminoacidos com erro de 30ppm (Figura 15). Os
peptideos resultantes da digestdo de MpNEP2 tiveram uma cobertura de 46% da
sequéncia de MpNEP1. Explica-se pelo fato de que as diferencas entre estas
proteinas estdao no extremo N-terminal enquanto a maioria dos peptideos obtidos

cobre a regido C-terminal que é idéntica entre ambas as proteinas MpNEPs.
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1 MQLONFLSIV LLVVSGAIAG TVMDHDKIAK LPASGSPLET KFQPQLHIGN
51 GCHSYPAVDA QGNWSGGLKP TGAPSAACKD TSKAQTYVRS ATFQGKTALV
101 YAWYMPKDEI STGIGHRHDW EGAVVFLNSD TQQIDGVAAS AHGKWRKYPN
151 PGGANIDDTH VKLQYSAEPV INSHALDLTD KGGDLPTLAS WEGMGADARA
201 AINERSHWGD ANPPIADSLI GSSLSGAWMW

Figura 15. Seqiiéncia de MpNEP2. Em vermelho se representam os peptideos identificados
por Espectrometria de massas.

Os peptideos obtidos da digestdo da MpNEP1 permitiram uma cobertura
de 21% quando comparados com a sequéncia da MpNEP1 (Figura 16). A regiao
identificada ¢é idéntica a peptideos da MpNEP2 por corresponder com a regiao C-
terminal da proteina. Estas analises ndo permitiriam concluir que corresponde com
MpNEp1, mas partindo da clonagem da sequéncia correspondente com MpNEp1

podemos confirmar que é a proteina de interesse.

1 MLYSSLLIVV LFIVTRSMSA PHQLPHDQIA KFPKSGGPLE TQYQPALHIG
51 NGCHSYPAVD VDGNWSGGLK PTGAPSAACK DTSKAQTYVR SATFQGKTAL
101 VYAWYMPKDE ISTGIGHRHD WEGAVVFLNS DTQQIDGVAA SAHGKWRKYP
151 NPGGANIDDT HVKLQYSAEP VINSHALDLT DKGGDLPTLA SWEGMGADAR
201 AAINERSHWG DANPPIADSL IDSSLSGAWM W

Figura 16. Seqiiéncia da MpNEP1. Em vermelho se representam os peptideos identificados
por Espectrometria de massas.

A técnica de espectrometria de massas permitiu identificar as trés proteinas
em estudo: MpNEP1, MpNEP2 e NPP1.

MpNEPs causam necrose

Uma vez confirmada a identidade das proteinas expressas foi conferida a
atividade biologica que teoricamente seria indugdo de necrose em tecidos de
plantas. Com esse fim, iguais concentragdes de cada proteina (MpNEP1, MpNEP2
e NPP1) foram inoculadas em folhas de tabaco usando seringa hipodérmica. A
Figura 17 mostra que MpNEPs foram capazes de produzir necrose em tabaco,
igual a NPP1 cujo efeito fora previamente descrito por Fellbrish (2002). Os
sintomas foram claramente observados 18 h apods a infiltracdo nas condigcdes
testadas, com o maximo de necrose observado as 36 horas depois de comegado
o experimento. As trés proteinas mostraram efeitos similares sem aparentes

diferencas na eficiéncia da atividade necrética. Como controle negativo, foi
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infiltrado igual volume do tampao TNB em cada folha usado para testar as

proteinas de interesse (na Figura 17, indicado por setas brancas).

Inducdo de Merose em folhas de tabaco

MpNEP1 MpNEP2Z NPP1

Figura 17: Resultados dos testes de atividade necrétréfica de MpNEPs e NPP1 em folas de
tabaco. Folhas de tabaco inoculadas com tampao TNB (seta branca) e com as proteinas
MpNEPs e NPP1. Foto 48 h apds a inoculagao.

Uma vez que o hospedeiro natural do fungo M. perniciosa € o cacau, se
passou a determinar a atividade das proteinas em estudo em folhas de cacau da

variedade “Catongo”. A Figura 18 mostra os resultados do experimento.

Inducdo de Merogse em folhas de cacau

MpNEP1  MpNEPZ NPP1 THB

pee)

Figura 18. Resultados dos testes de atividade necrétréfica de MpNEPs e NPP1 em folas de
cacau. Folhas de cacau inoculadas com cada uma das proteinas testadas usando o método
da imersao do peciolo na solugao de proteinas e TNB como controle. Fotos tomadas apés
20 dias da inoculagao.

Inicialmente tentou-se usar o mesmo protocolo usado para tabaco.

Entretanto, as folhas de cacau foram fisicamente resistentes a infiltracdo. Para
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resolver este problema, foi usada uma metodologia diferente: O peciolo recém
cortado de folhas de cacau foi submerso em 100 ul de uma solugéo de proteina (1
uM).

As trés proteinas causaram necrose em folhas de cacau mostrando um
padrao similar (Figura 18): os sintomas foram evidentes apds 15 dias de realizada
a infiltragcdo comegando pela base da folha e propagando-se para as regides
superiores com o cursar dos dias. Apos 20 dias, as folhas estavam totalmente
necrosadas a diferencia do controle (folha inoculada com tampédo TNB) que nao
necrosou durante o tempo do experimento. Os experimentos foram repetidos
varias vezes usando em cada um deles trés repeticbes de cada amostra para
cada tratamento.

A proteina MpNEP1 foi também infiltrada em meristemas de cacau que a
diferenca das folhas, conseguiu-se inocular com seringa hipodérmica (Figura 19).
Os sintomas de necrose foram verificados 4 h apds a infiltracdo e 48 h depois os
meristemas estavam totalmente necrosados. Como controle o tampao TNB foi

inoculado nas mesmas condi¢des das proteinas sem causar necrose.

MpMEP1 em meristemas de cacau

MpNEP1 THB

48 h

Figura 19. Inoculagao da MpNEP1 em meristemos de cacau (esquerda) e como controle TNB
(direita). Se indicam os tempos apés inoculagao que as fotos foram tomadas.

Os resultados anteriores permitem concluir que as trés proteinas
recombinantes produzidas estdo ativas sendo capazes de induzir necrose em
tecidos de plantas. Também confirma que as MpNEPs pertencem a familia das
NLPs.

Emissao de etileno
Para verificar se as MpNEPs eram capazes de induzir a sintese de etileno,

outra funcao atribuida as NLPs, folhas de cacau e tabaco foram colocadas em
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frascos e inoculadas usando a metodologia de submersao do peciolo. Esperaram-
se aproximadamente 30 minutos para permitir a transpiragdo e consequente
absorcdo de parte da solugdo de proteina. Posteriormente os frascos foram
selados. Duas horas depois foi possivel detectar etileno em amostras retiradas
das folhas de tabaco tratadas com MpNEP2 e NPP1. Apds 28 h, emissoes
similares de etileno foram detectadas nos trés tratamentos e se mantiveram

estaveis pelo menos por 36 h. Os resultados se apresentam na Figura 20.

Emissio de Etileno

[ Buffer W MpHEF] [ MNEF2 FJNEPI
- . 4] [
Tabaco & T
h
in
a
g8 L
0l 2 /s
Zh 28h 36h
B i
Cacau % b
4 13
e ? Ia g a a a a
an
24h 48h 72h

Tempo apés inoculagéo

Figura 20. Graficos de emissdo de etileno em folhas de tabaco e cacau induzido pela
inoculagdo das MpNEPs e NPP1. Resultados da emissdo de etileno em folhas de tabaco.
Cada barra representa a media de trés repeticoes * desvio padrdo. a, b, ¢ representam
diferengas significativas entre os tratamentos com P<0,05.

No caso das folhas de cacau, a emissao de etileno foi menos intensa que
as detectadas nas folhas de tabaco. Este fato fica evidente se analisarmos as
escalas dos graficos da Figura 20. O padrdo de emissdo também foi mais
especifico para cada proteina. A sintese de etileno induzida por MpNEP1 foi

detectavel apds 24 h da inoculacido, aumentando até as 48 h e diminuindo apds as
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72 h a niveis comparados com o controle. Os niveis de etileno em folhas
inoculadas com MpNEP2 foram detectados apds as 48 h, aumentando as 72 h. E
interessante o fato de que os niveis de etileno induzidos por NPP1 em folhas de
cacau foram muito baixos, sem mostrar diferengas significativas com o controle.
Analise de expressao génica

Uma vez constatado que as MpNEPs recombinantes apresentavam
atividade necrotica era preciso determinar se esses genes estavam sendo
expressos nas diferentes fases do ciclo de vida do fungo. Com essa finalidade
foram realizados experimentos de analise de expressdo génica ex planta (Figura
21A) e in planta (Figura 21B).

Para experimentos ex planta foi realizada a avaliagdo da expressao dos
genes MpNEPs mediante PCR semiquantitativo e Dot Blot (Figura 21A). O RNA
total de M. perniciosa, nas fases biotrofica e necrotrofica, foi extraido e
quantificado por espectrofotometria. Concentragdes iguais de RNA de cada
amostra foram tratadas com DNAse | e convertidas a cDNA utilizando
Transcriptase Reversa. As amostras de cDNA foram quantificadas por
espectrofotometria. Para garantir uma quantificagdo mais apurada das amostras
de cDNA que seriam usadas como molde nas reagdes de PCR semiquantitativo
decidiu-se utilizar a técnica de Dot Blot. Diluicbes seriadas das amostras de cDNA
foram utilizadas para amplificar o gene de actina de M. perniciosa (MpActina) .
Amostras foram coletadas em diferentes ciclos da reacdo, transferidos a uma
membrana e hibridados contra uma sonda de actina radioativa (Figura 21,
esquerda). Concentragdes de cDNA que produziram perfil similar de expresséo do
gene de actina em ambas as amostras foram consideradas equivalentes.
Assumindo que o gene de actina € um gene constitutivo, deve ser similarmente
expresso nas fases biotréfica e saprotréfica do fungo.

Amostras de cDNA foram entdo utilizadas para a amplificacdo dos genes
MpNEP1 e MpNEP2 usando oligonucleotideos especificos. Igualmente, aliquotas
de diferentes ciclos de amplificagcdo foram transferidas para uma membrana e

hibridadas com sondas construidas a partir dos genes correspondentes.
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A, Actina o MpNEP1 MpNEF2
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Figura 21. Andlise de expressao génica. (A) Dot Blot mostrando expressao ex planta das
MpNEPs nas fases biotréficas (Bio) e necrotroficas (Sap) de M. perniciosa. Padronizagao da
concentragcdao de cDNA (diluidos 10 e 50 vezes) usando o gene de actina (esquerda);
Resultados de expressao dos genes de MpNEPs usando as concentragdes de cDNA que
tinham igual sinal de amplificagdo (direito). B. Expressdo do gene MpNEP1 a partir de
biblioteca de interagdo fungo-cacau. TcS18 representa o gene ribossomal 18S de T. cacao
usado como controle interno do cacau e o gene de actina de M. Perniciosa como controle do
fungo.

Os resultados mostraram que MpNEP1 é similarmente expressa em
ambos os micélios, biotrofico e saprotrofico, enquanto MpNEP2 é mais expressa
na fase biotréfica.

A sequéncia do gene MpNEP2, como foi explicado anteriormente, foi
detectada em uma biblioteca de cDNA (GenBank EF114673) construida utilizando
amostras de RNA total de tecidos de cacau infestado. Os tecidos da planta

utilizados foram vassouras verdes na qual o fungo encontra-se na fase biotréfica.
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Esse fato mostra que a proteina MpNEP2 esta sendo expressa durante esta fase
de crescimento do fungo in planta.

Para verificagdo da expressao in planta da MpNEP1, foi coletado o RNA
total de ramos de cacau tanto infestado com M.perniciosa quanto sadios.
Realizou-se a amplificagdo dos genes MpNEP1 e MpActina por PCR a partir do
cDNA sintetizado. Como controle interno da quantidade de RNA do cacau foram
usados primers que amplificam um fragmento do gene que codifica para a
proteina ribossomal 18S. A figura 21B mostra que ambos MpNEP1 e MpActina
foram expressos em tecidos de cacau infestados.

Os nossos resultados indicam que as MpNEPs apresentam diferentes perfis
de expressdo nas duas fases do ciclo de vida testadas e que ambos séao

expressos in planta.

Estudo de caracteristicas estruturais das MpNEPs e NPP1

Com o objetivo de conhecer propriedades das proteinas em estudo que
poderiam estar influenciando na fungdo, assim como entender o fato das MpNE1 e
MpNEP2 serem muito similares na sequéncia de aminoacidos e apresentarem
perfis de expressao diferencial sugerindo possiveis diferentes fungdes passamos a
realizar estudos de caracterizagao estrutural.

A partir das analises de sequéncia pode ser inferida uma série de
caracteristicas da estrutura, localizacdo e enovelamento das proteinas. A
continuacdo se descrevem os resultados obtidos tanto mediante analises de
sequéncia quanto por métodos experimentais.

Analise de modificagbes pos-traducionais baseados em anadlise de
sequéncia

Identificacdo e processamento do peptideo sinal

Para a identificacdo da sequéncia codificadora do peptideo sinal foi

utilizado o programa SignalP3. Os resultados se apresentam a seguir (Figura 22).
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Figura 22. Identificagdo da regido do peptideo sinal. A linha vermelha representa o possivel
sitio de processamento para produzir a proteina madura.

Analise dos graficos indica que a regiao do peptideo sinal compreende até
o residuo 19. O processamento acontece entre os residuos 19 e 20 nas trés

proteinas para dar origem a proteina nativa.
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Identificacdo de sitios de fosforilacao

Para a analise dos possiveis sitios de fosforilagao foi utilizado o programa

NetPhos 2.0 (ExPASYy). Os resultados apresentam-se a continuacgéo (Figura 23):
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Figura 23. Analise dos possiveis sitios de fosforilagio em cada uma das proteinas

estudo.
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Segundo estes resultados, MpNEP1 apresenta possiveis sitios de
fosforilagcdo em quatro residuos de serina (19, 35, 83 e 219), em dois residuos de
treonina (87 e 160) e em dois de tirosina (88 e 149). MpNEP2 pode ser fosforilada
em trés residuos de serina (34, 36 e 82), dois de treonina (86 e 159) e dois de
tirosina (87 e 148). Entretanto NPP1 apresenta um numero maior de residuos com
alta probabilidade de fosforilagdo: sete residuos de serina (114, 139, 146, 148,
151, 168 e 186), trés residuos de treonina (37, 97 e 163) e dois de tirosina (102 e
173). A confirmacdo experimental desses dados seria muito interessante ja que
sinais de fosforilagdo — desfosforilagdo sdo comuns na regulagao da atividade de
muitas proteinas.

Identificacdo de sitios de O-glicosilacdo

Para a identificagdo de possiveis sitios de O-glicosilacdo foi utilizada a

ferramenta NetOGlyc 3.1 (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc). Nao foi

detectado nenhum sitio de potencial glicosilagdo em nenhuma das trés proteinas.

Identificacdo de possiveis pontes dissulfeto

Com o objetivo de determinar a possibilidade dos residuos de cisteinas
presentes nas proteinas estarem formando pontes dissulfeto intracatenarios foi
utilizada a ferramenta DISULFIND (http://disulfind.dsi.unifi.it). Os resultados
apresentam-se na Figura 24.

BDstate igual a 1 representa a maxima probabilidade desse residuo estar
formando uma ponte dissulfeto. DB conf representa o grau de confiabilidade dos
dados relacionados com a predigao do estado de ligagao dos dissulfetos onde 0 é
baixa e 9 € alta. As trés proteinas em estudo apresentam dois residuos de cisteina
na sequéncia nucleotidica. Segundo esses resultados as cisteinas nos trés casos
(MpNEP1, MpNEP2 e NPP1) podem estar formando pontes dissulfeto. Estes
resultados sao predicdes que devem ser confirmadas experimentalmente sendo
um ponto muito importante ja uma possivel ponte dissulfeto poderia estar

envolvida na estabilidade da estrutura terciaria da proteina.
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Figura 24. Analise da possibilidade dos residuos de cisteinas presentes nas proteinas
estarem formando pontes dissulfeto. A linha de pontos representa a possivel ponte
dissulfeto.
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Analise de estrutura das MpNEPs e NPP1
Comparacao da estrutura primaria das proteinas MpNEP1, MpNEP2 e NPP1 in

silico.

Utilizando o programa clustalw (http://www.ebi.ac.uk/clustalw) foi realizada

a comparagao entre as sequéncias de aminoacidos das trés proteinas MpNEP1,
MpNEP2 e NPP1, a diferenca da Figura 9 que mostrou a comparagédo de
sequéncias de aminoacidos entre MpNEPs. Os resultados se apresentam na

Figura 25.
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Figura 25. Comparagdo da seqiiéncia de aminoacidos de MpNEP1, MpNEP2 e NPP1 usando
o programa ClustalW. As cores representam propriedades quimicas dos diferentes
aminoacidos, muitos deles conservados entre as trés proteinas.

Segundo esse alinhamento as proteinas MpNEP1 e MpNEP2 compartilham
86% de similaridade na seqUéncia de aminoacidos. NPP1 apresenta 38% de
similaridade com MpNEP1 e 39% com MpNEP2.

Predicao de estrutura secundaria

A predicdo de estrutura secundaria foi realizada utilizando o programa
PSIPRED. A Figura 26 apresenta os resultados de predicdo de estrutura
secundaria para cada uma das proteinas.

A figura mostra que as trés proteinas apresentam aproximadamente o
mesmo conteudo de alfa hélice. Nos trés casos a distribuicdo de a-hélices (nos
extremos N e C-terminal) e folhas B no (na parte interna da sequéncia) é a
mesma. Estes resultados sdo esperados fundamentalmente entre MpNEP1 e
MpNEP2 devido a similaridade de sequéncias. Nos trés casos também a

quantidade de a-hélices € menor que a quantidade de folhas f.
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Figura 26. Predicdo de estrutura secundaria de MpNEP1. MpNEP2 e NPP1 sem peptideo
sinal usando o programa PSIPRED.

Calculo da composicao de estrutura secundaria por Dicroismo Circular (CD)

Com o objetivo de determinar a composigdo de estrutura secundaria

experimentalmente utilizou-se a técnica espectroscopica de Dicroismo Circular. A

Figura 27 mostra os espectros de CD no UV-distante e UV-préximo para as trés

proteinas.

A Figura 27 mostra que os espectros de CD das proteinas MpNEP1 e

MpNEp2 no UV distante (esquerdo) sdao semelhantes sugerindo que elas

apresentam um conteudo de estrutura secundaria similar, ja observado nas

predi¢cdes tedricas.

No caso de NPP1 o espectro de UV distante sugere

diferencas na estrutura secundaria quando comparada com as duas proteinas de

M. perniciosa. Estas observagdes serao detalhadas a seguir.
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Figura 27. Espectros de CD obtidos para as trés proteinas na regido do UV-distante
(esquerdo) e UV-proximo (direita).
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A partir dos espectros mostrados na Figura 27 foi calculada a composicao
de estrutura secundaria para cada uma das proteinas. Os resultados obtidos sao
resumidos nas Tabelas 5, 6 e 7 para MpNEP1, MpNEP2 e NPP1.

Tabela 5. Conteudo de estrutura secundaria de MpNEP1 por CD.

MpNEP1 190-260 nn 195-260 nmn 200-260 nm 205-260 nm 210-260 nm
o hélice 8.9% 9.7 % 9.0 % 6.2 % 0.5 %
Folha 3 antiparalela 45.6 %o 35909% 3499 36.1 %0 37.1%
Folha p paralela 4.2 % 5.5 %0 5.6 % 5.4 %0 5.4 %o

B -Turm 17.9 % 18.9 % 19.5 %% 195 % 193 %
Random Coil 28.6 %0 33.2% 36.0 %o 352°% 353 %
Total 105.2% 103.3 % 105.0 %6 102.4 %0

Tabela 6. Conteudo de estrutura secundaria de MpNEP2 por CD.

MpNEP2 190-260 nm 195-260 nm 200-260 mn 205-260 mn 210-260 nm
o hélice 10.1 %o 10.8 %% 10426 8.5% 9.0 %
Folha p antiparalela 38.9 %o 30.8%0 29.9% 30.5 % 31.6%
Folha p paralela 4.2 % 5.3% 5.4 % 5.4 % 5.5%

B -Turn 19.9 % 20.3 % 20.9 % 20.6 % 193 %
Random Coil 30.5 % 343 % 36.2% 353% 35.2%
Total 103.7 %o 100.3 %o 100.6 %

Tabela 7. Conteudo de estrutura secundaria de NPP1 por CD.

NPP1| 195-260 nm 200-260 nm 205-260 nm 210-260 nim
ot hélice 8.8% 7.9 % 4.9 % 5.2%
Folha p antiparalela 38.7 %o 379 % 395 % 40.8 20
Folha B paralela 5.4 %0 5.6 %0 5.3 %0 549

B -Tum 188 %o 19.6 %6 19.6 2o 19.4 2%
Random Coil 36.2 % 351 %o 354 %0
Total 107.2 2%

As tabelas mostram similaridade no conteudo de estrutura secundaria.
Podemos observar que nos trés casos as proteinas apresentam entre 45 - 50%
de folhas B e entre 8 - 10% de a-hélice. Estes resultados corroboram com as

analises in silico.
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Analises dos espectros de CD em comprimentos de onda do UV-distante
permitem estimar o conteudo de estrutura secundaria. A analise da Figura 27
mostra que os espectros de CD em comprimentos de onda do UV-distante (170-
260 nm). No caso de MpNEP1 a curva apresenta um pico positivo
aproximadamente entre 190 - 195 nm e dois picos negativos, um
aproximadamente a 210 nm e outro a 218 nm. MpNEP2 apresenta um pico
positivo também entre 190 — 195 nm e dois negativos a 207 e 220 nm,
aproximadamente. Ambos o0s espectros sdo similares sugerindo que estas
proteinas apresentam estrutura secundaria parecida. Estes dados experimentais
corroboram as analises in silico. Os valores de elipticidade de MpNEP1 sao
discretamente menores que no espectro de MpNEP2.

Analisando o espectro de NPP1 podemos observar a existéncia de
diferencas mais evidentes, com respeito aos espectros de MpNEP1 e MpNEP2. O
espectro de NPP1 apresenta um pico positivo entre 190 - 195 nm com valores de
elipticidade menores que para as outras duas proteinas e apresenta um unico pico
aproximadamente a 210 nm. Tendo em consideracdo que o espectro
caracteristico de uma proteina resulta da somatéria das contribuicbes dos
espectros individuais das a-hélice e folha B presentes, as pequenas diferencas
observadas nos espectros de CD entre as trés proteinas podem revelar pequenas
variagdbes na composicado de estrutura secundaria ou no tamanho desses
componentes.

Analises do espectro de CD no UV-préximo podem ser relacionadas com
a estrutura terciaria das proteinas ja que os aminoacidos aromaticos e as pontes
dissulfetos sdo os maximos responsaveis pela absor¢cdo nestes comprimentos de
onda. MpNEP1 tem oito triptofanos (Trp), seis tirosinas (Tyr) e trés fenilalaninas
(Phe); MpNEP2 apresenta 8 Trp, 5 Tyr e 3 Phe enquanto NPP1 apresenta 5 Trp,
14 Tyr e 6 Phe. Na faixa de comprimento de onda estudada, a fenilalanina nao
contribui ao espectro de ab,sor¢cdo e pode-se desconsidera-la. O maximo de
absorgao da tirosina esta entre 270-290 nm e a cadeia lateral do triptofano tem o

maximo de absorcdo entre 280-300 nm.
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Os espectros das MpNEPs sdao muito parecidos apresentando um
maximo na regido de 260-270 nm aparentemente relacionado com o sinal da
tirosina e apresentam um minimo na faixa de 280-290 nm relacionados com o
sinal dos triptofanos. Em ambos os espectros os valores de elipticidade sao
negativos. As pequenas diferencas entre ambos os espectros pode revelar
diferencas na estrutura terciaria das proteinas. Na analise do espectro de NPP1
pode-se observar que os valores de elipticidade sao positivos indicando uma
maior intensidade do sinal, provavelmente pelo grande numero de aminoacidos
aromaticos fundamentalmente tirosinas. Observa-se um pico grande na faixa de
260-270 nm correspondente ao sinal da tirosina e um pico menor entre 280-290
nm correspondendo com a faixa de absorc¢éo do triptofano.

O espectro de NPP1 mostra diferencas comparado com os espectros das
MpNEPs. Essas diferengas podem estar relacionadas com a diferenga no numero
de aminoacidos aromaticos ou pela interacdo entre eles ou por diferencas no
ambiente dos aminoacidos aromaticos.

Formacao de oligbmeros

Foi realizada a analise eletroforética das proteinas MpNEP1, MpNEP2 e
NPP1 sob condicdes ndo desnaturantes. Os resultados destes experimentos
mostraram que MpNEP2 produz uma unica banda enquanto as outras duas
proteinas produziram trés bandas (Figura 28A). Experimento similar foi realizado
em condi¢cdes desnaturantes onde as trés proteinas apresentaram uma unica
banda com peso molecular correspondente ao monémero (Figura 28B). Estes
resultados sugerem que MpNEP1 e NPP1 existem como oligbmeros em solugéo
enquanto MpNEP2 apresenta um tamanho menor.

Com o objetivo de analisar o estado de oligomerizagdo das trés proteinas
foram realizados experimentos utilizando a técnica de Espalhamento Dinamico de
Luz (DLS, Dynamic Light Scattering). Mediante esta técnica pode-se obter o Raio
de Giro (Rg) das moléculas e uma estimagédo do peso molecular em solugao. O
raio de giro obtido para MpNEP2 foi de 2,4 nm, que é compativel com o peso

molecular do mondémero (26 kDa). MpNEP1 e NPP1 apresentaram raios de giro
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semelhantes de 3,7 nm, correspondendo com um peso molecular de 74 kDa
(Tabela adjunta a Figura 28A).

M NEP1 NPP1 NEP2 M NEP1 NEP2 NPP1

30.0

20.1

Figura 28. Analise do possivel estado de agregacdao das MpNEPs e NPP1 usando
eletroforese em gel nativo (A) em comparagao com SDS-PAGE (B). A tabela adjunta a Figura
A mostra os resultados de predigdo do raio de giro (Rg) e a estimativa do peso molecular
(PM) de cada uma das proteina por DLS. M mostra o padrao de peso molecular para gel
desnaturante.

Conhecendo que as formas monoméricas de MpNEP1 e NPP1 tém cada
uma um peso molecular calculado teoricamente de 26 kDa, os resultados sugerem
que estas duas proteinas estao presentes em forma de trimeros. A técnica de DLS
calcula o peso molecular a partir da determinagdo do raio de giro da molécula
assumindo que a proteina € uma esfera. Este tipo de inferéncia pode estar
associada a erros na interpretacdo dos resultados em caso da proteina analisada
apresentar uma forma diferente de uma esfera. A caracteristica da técnica nos
permite concluir entdo que aparentemente a proteina MpNEP2 aparece como

mondémero e que MpNEP1 e NPP1 como oligbmeros nas condi¢gdes testadas.

Fluorescéncia

Foram medidos dados de fluorescéncia direta para cada proteina e o
maximo de absorcdo em cada caso. Estes experimentos sugerem se os
aminoacidos aromaticos — fundamentalmente o Triptofano - estdo mais ou menos
expostos na proteina permitindo inferir alguns comportamentos das proteinas. A

Figura 29 apresenta os resultados obtidos.
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Figura 29. Grafico de intensidade de florescéncia direta das proteinas MpNEP1, MpNEP2 e
NPP1. A seta indica o comprimento maximo de emissao de cada proteina.

Os graficos mostram os maximos de fluorescéncia para cada uma das
proteinas em estudo. O maximo de MpNEP1 é 339 nm. Considerando que o
maximo de absorcdo de triptofanos livres € de 350 nm, as medi¢des de
fluorescéncia de MpNEP1 sugerem que é apresenta duas populagdes de
aminoacidos aromaticos, uma parte onde os aminoacidos estdo enterrados na
proteina e outra parte onde estdao expostos. O maximo de absor¢ao de MpNEP2 é
de 347 nm que é tipico de triptofanos expostos ja que esta muito proximo do

maximo de absor¢ao dos triptofanos livres. O grafico que mostra os resultados
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com NPP1 apresenta um maximo de absor¢do a 330 nm que é tipico do
comportamento de aminoacidos pouco expostos na proteina ou enterrados.

Estas diferengas poderiam ser relacionadas com o estado de agregagéao
das proteinas. Considerando que das trés proteinas, a MpNEP1 que
aparentemente estd em forma de mondmero, apresenta os triptofanos muito
expostos enquanto MpNEP1 e NPP1 apresentam triptofanos menos exposto,
poderia se sugerir que os triptofanos teriam algum papel na formagdo do
oligbmero. Estes resultados sugerem que podem existir diferencas no
enovelamento destas proteinas.

Foi medida a intensidade de fluorescéncia das proteinas MpNEP1,
MpNEP2 e NPP1 em presenga de trés moléculas diferentes usadas como
apagadores de fluorescéncia. Foi utilizada a acrilamida que € uma molécula neutra
e pode ter uma relativa penetracéo na proteina, cloreto de césio (CsCl) que tem
carga negativa e nao penetra na proteina e iodeto de potassio (KI) que tem carga
positiva. Devido a diferenga de tamanho e carga destas moléculas, o apagamento
da fluorescéncia intrinseca de proteinas pode ser usado para diferenciar a
localizagdo de residuos de ftriptofano e também estudar mudangas
conformacionais das proteinas. Neste caso especificamente a acessibilidade do
triptofano, porque foi realizada a excitagcao seletiva a 295 nm.

A diminui¢ao da intensidade, produto da presenga do apagador, descreve-
se mediante o diagrama de Stern-Volmer (Fo/F vs Q); sendo Fo a intensidade de
fluorescéncia sem apagador, F a intensidade de fluorescéncia em presenga da
molécula apagadora e Q a concentragdo do apagador.

A Figura 30 apresenta os diagramas de Stern-Volmer da MpNEP1,
MpNEP2 e NPP1 com cada uma das moléculas apagadoras utilizadas. Pode-se
observar na Figura 30 que de forma geral nos diagramas de MpNEP1, MpNEP2 e
NPP1 o valor de Fo/F aumenta com o incremento da concentragdo da molécula
apagadora indicando que a intensidade de emissdo em presencga do apagador vai
diminuindo. Em baixas concentragdes de apagador comegam um aumento da
fracdo Fo/F sugerindo que existe uma populagdo de triptofanos facilmente

acessiveis pelo apagador. O fato de que com concentragdes altas do apagador
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(200-450 mM em dependéncia do apagador) existe uma redugao de F sugere que

existe uma outra populacdo de triptofanos enterrados na proteina, de dificil

acesso. Nao se evidenciaram diferencas na emissado de fluorescéncia com a

molécula apagadora em relagdo com as propriedades quimicas destas moléculas.
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Figura 30. Apagamento de fluorescéncia. Graficos obtidos no programa ORIGIN dos dados
de fluorescéncia de cada uma das proteinas em estudo, usando diferentes moléculas

apagadoras.
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Espalhamento de raios X a baixo 4nqulo (Small angle X-ray Scattering, SAXS)

Com o objetivo de obter informagdes sobre a forma das moléculas assim
como determinar o tamanho mediante uma metodologia mais confiavel foi utilizada
a técnica de espalhamento de luz a baixo angulo (SAXS). Inicialmente foram
realizadas medicdes com concentracdes baixas de cada proteina (< 2 mg ml™).
Como consequéncia da baixa intensidade dos padrdes de difracdo obtidos, as
proteinas foram concentradas 10X. Os dados experimentais foram processados
mediante o programa GNOM que permite a reducdo e manipulagcdo dos dados
fornecendo alguns parametros hidrodindmicos como o radio de giro (Rg). Os
resultados obtidos se apresentam na figura 31.

Os graficos (A) para cada proteina (intensidade vs vetor de espalhamento
q) representam as curvas de otimizagdo tedrica da fungdo de espalhamento.
Baseado nos dados de intensidade calcula-se uma curva tedrica da fungao de
espalhamento (curva vermelha) enquanto os pontos negros representam os dados
experimentais. A curva correspondente a MpNEP2 (1,3 mg mL'1) apresentou uma
maior dispersdo dos dados experimentais respeito do tedrico. Mediante esta curva
pode ser calculado o radio de giro da molécula para valores de q pequenos
(q<1/R) ja que nessa regido da curva I(q) é proporcional com exp(-Rg® g%/3).
Observando os graficos pode-se notar que os valores de intensidade de
espalhamento sdo pequenos podendo introduzir erros nos calculos do Rg. A partir
deste grafico pode-se calcular a resolugéo (R) utilizando a formula R = 2rx/gmax.
Os dados indicam que a resolugcdo dos dados nos trés casos esta
aproximadamente entre 20 - 22 A.

Os graficos (B) mostram a fungéo de distribuicdo de distancias P(r) obtida
a partir da inversa da Transformada de Fourier do perfil de intensidade I(q) vs r
(grafico A). P(r) tem um maximo a distancia mais provavel na proteina e € zero na
maxima dimensao da particula (Dmax). Podemos observar que os valores de
Dmax para MpNEP1, NPP1 e MpNEP2 concentradas sdo muito maiores (115 -
130 A) do que no caso de Dmax da MpNEP?2 diluida (~ 70 A).
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Figura 31. Resultados obtidos mediante o programa GNOM a partir dos dados de SAXS das
proteinas MpNEP1, MpNEP2 (diferentes concentragdes) e NPP1. (A) Otimizagao tedrica da
funcao de espalhamento; g- vetor de espalhamento; (B) Grafico da fungao de distribui¢ao de
distincias. P(r)-distribuicido de distidncia. O valor onde a curva r do eixo X é zero
corresponde com o valor de Dmax ou dimensao da molécula; (C) Diagrama de Kratky.
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Estes dados sugerem que a MpNEP2 tem um tamanho menor do que as
outras proteinas testadas ou esta menos estendida, mas que uma vez que
aumenta a concentracdo o tamanho aumenta provavelmente pela formacédo de
agregados.

No caso de MpNEP2 diluida também se observa que a curva de P(r)
apresenta um maximo aproximadamente a 30 A, posteriormente a curva faz um
ombro a 58 A e atinge zero nos 70 A. No caso das outras proteinas incluindo a
MpNEP2 concentrada ndo se observa ombro na curva.

O gréfico C corresponde com o diagrama de Kratky. Proteinas enoveladas
geralmente exibem um pico no diagrama de Kratky e posteriormente decai com o
aumento de q. Analisando os graficos resultantes pode-se sugerir que as trés
proteinas estdo enoveladas nas condi¢cdes ensaiadas.

A Tabela 8 mostra os resultados dos Rg e o peso molecular calculados
por SAXS em comparagdo com os resultados obtidos utilizando a técnica de

Espalhamento Dindmico de Luz DLS.

Tabela 8: Comparagao do Raio de giro (Rg) de cada proteina analisado por DLS e SAXS.

Concentragcao de | Rg por DLS (nm) | Rg por SAXS Estado de
Proteinas (SAXS) | (1 mg mL™) (A) agregacao
MpNEP1
0,8 mg mL™ 3,7 39,11 £1,45 Dimero
8,0 mg mL™’ 38,64 + 0,38 Dimero
MpNEP2
1,3 mg mL™ 2,4 25,06 £ 0,21 Monémero
14 mg mL™ 34,03+0,2 Dimero
NPP1
1 mg mL” 3,7 N&o realizado Dimero
10 mg mL”’ 41,86+ 0,1 Dimero

Segundo os resultados apresentados na Tabela 8, o Rg da MpNEP1
calculado por SAXS é semelhante ao obtido por DLS (~ 39 A e 37 A,
respectivamente). Mediante SAXS foi calculado o Rg da proteina concentrada

(~38 A) e ndo houve mudangas significativas quando foi comparado com o Rg da
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proteina menos concentrada. No caso de MpNEP2 o Rg calculado por SAXS foi
semelhante ao calculado por DLS correspondendo com um mondémero (~25 A),
mas o Rg da proteina concentrada coincide com o tamanho de um dimero (~34 A).
Estes dados sugerem que a MpNEP2 aparentemente agrega em fungdo da
concentragdo. No caso de NPP1 s6 foi medido o Rg da proteina concentrada
mediante SAXS (~ 41A) coincidindo com o Rg calculado para a NPP1 diluida por
DLS (~37 A). Esses valores de Rg da NPP1 correspondem com um dimero.
Mediante a utilizagdo do programa DAMMIN foram gerados modelos de
baixa resolugdo para cada uma das proteinas a partir dos dados gerados por
GNOM. Foram calculados 10 modelos para cada amostra e foi calculado o

modelo médio para cada uma delas. Os resultados sdo apresentados a seguir:

MpNEP1 (8 mg ml-1)
A

Figura 32. Modelo da estrutura a baixa resolugio (~ 20 A) da MpNEP1 utilizando o programa
DAMMIN (A); mesmo modelo com uma rotagao de 90° (B). Sobreposicdo no modelo de dois
mondmeros da proteina fosfoglicose isomerase (B). 30 A é uma referéncia de tamanho da
figura.
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MpNEP2 (14 mg mi-1)

MpNEP2 (1,3 mg ml-1)

Figura 33. Modelo da estrutura a baixa resolugdo (~ 20 A) obtido para MpNEP2 mediante
utilizagao do programa DAMMIN e com giro de 90°. (A) Modelo da MpNEP2 concentrada; (B)
Modelo da MpNEP2 a baixa concentrag¢do; (C) Sobreposicao no modelo de dois e um
mondmeros (respectivamente) da proteina fosfoglicose isomerase tanto no modelo da
MpNEP2 concentrada (esquerda) quanto diluida (direita). 30 A é uma referéncia de tamanho
da figura.
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NPP1 (10 mg mL-1)

Figura 34. Modelo da estrutura a baixa resolugido (~ 20 A) obtida para NPP1 mediante
utilizacdo do programa DAMMIN e o mesmo modelo com uma rotagdo de 90° (A).
Sobreposi¢do no modelo de dois monémeros da proteina fosfoglicose isomerase (B). 30 A é
uma referéncia de tamanho da figura.

Segundo os modelos gerados, MpNEP1 (Figura 32A), MpNEP2
concentrada (Figura 33A) e NPP1 (Figura 34A) apresentam formas semelhantes,
alongadas e simétricas horizontalmente sugerindo a formagédo de homodimeros.
No caso de MpNEP2 menos concentrada (Figura 33B) o modelo proposto
aparentemente € um mondmero. A Figura 32B, 33C e 34B mostram a
sobreposicdo de um mondémero da molécula de fosfoglicose isomerase de
Pyrococcus furiosus (PDB: 1X82) que tem um peso molecular aproximado com o
das proteinas em estudo (190 aminoacidos). Com a sobreposicdo de uma
molécula monomérica de peso molecular semelhante com as proteinas em estudo
observou-se que os modelos de maior peso molecular (MpNEP1, MpNEP2
concentrada e NPP1) suportam a sobreposi¢cao de duas moléculas de fosfoglicose
isomerase sugerindo que as proteinas podem estar formando dimeros. No caso
da MpNEP2 diluida o modelo proposto suportou a sobreposicdo de uma molécula
de fosfoglicose isomerase sugerindo que pode estar em forma de dimero a partir
dos dados de SAXS.
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Efeitos da temperatura no enovelamento da proteina medida pela atividade
necrotica. Relagdo com a estrutura.

Estudos previamente publicados revelaram que a atividade necrética das
NLPs é susceptivel a altas temperaturas (Fellbrish, 2002; Gijzen, 2006). As
proteinas NEPs de M. perniciosa foram submetidas a tratamento térmico com o
objetivo de determinar se apresentavam sensibilidade térmica. MpNEP1, MpNEP2
e NPP1 foram incubadas a 100°C durante 30 minutos, posteriormente incubadas a
temperatura ambiente por dois minutos e inoculadas em folhas de tabaco. A
proteina MpNEP2 manteve a atividade biolégica apds o tratamento causando uma
necrose similar a proteina nao tratada (Figura 35). As proteinas MpNEP1 e NPP1
precipitaram durante o tratamento térmico e nao foram capazes de induzir necrose

das folhas de tabaco (Figura 35).

l FF‘_

MpNEP1 MpNEP2 NPP1

Figura 35. Inoculagdao em folhas de tabaco de MpNEP1, MpNEP2 e NPP1 antes (N) e depois
(B) do tratamento térmico. A seta branca representa o sitio de inoculagdo do tampao TNB.

Com o objetivo de analisar os efeitos da temperatura no processo de
desnaturagao das proteinas e a aparente resisténcia da MpNEP2 foram realizados
experimentos utilizando Dicroismo Circular (CD). Foi monitorado o sinal de
dicroismo das trés proteinas no UV-distante a diferentes temperaturas (20°C -
95°C). A Figura 36 mostra os espectros de dicroismo obtidos para cada uma das
proteinas a duas das temperaturas testadas na faixa do UV-distante.

Mudangas no sinal de CD tanto no UV-distante quanto no UV-préximo
podem ser utilizados para monitorar a perda de estrutura durante a desnaturacao
(Pelton, 2000). No espectro correspondente a MpNEP1 pode-se observar que a

20°C a curva é muito parecida a apresentada na Figura 27 para esta mesma
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proteina com um pico positivo proximo de 190 - 195 nm e dois picos negativos na
faixa entre 205 - 220 nm correspondendo com o espectro da proteina nativa em
solucdo. Se observarmos a curva obtida a 80°C pode-se observar que houve
perda do sinal de CD. Este comportamento foi acompanhado pelo aparecimento

na cubeta de turbidez relacionada com a precipitacdo da proteina.

MpNEP1 MpNEP2

CD mgrau
>

190 220 260 190 220 260 190 220 260
Comprimento de onda (nm)

Figura 36. Estudos termodinamicos das proteinas. Espectros de CD de cada uma das
proteinas em estudo na regidao do UV_distante a duas temperaturas diferentes.

No espectro correspondente a MpNEP2, a curva de 20°C coincide com o
espectro mostrado na Figura 27, obtido da proteina nativa em solugdo. A 95°C o
espectro tem variagdes produzindo um pico negativo a 200nm tipico de proteinas
nao enoveladas, mas nao ha perda do sinal. Esses resultados revelam que existe
provavelmente a desnaturacdo da proteina ou mudancas na estabilidade das
diferentes estruturas secundarias, mas que nao levam a precipitacdo. No caso de
NPP1 observou-se um comportamento similar a MpNEP1 tanto na perda do sinal
de CD quanto na aparicao de precipitados.

Estes dados sustentam os resultados de atividade necrética de MpNEP2 e
a perda de atividade de MpNEP1 e NPP1 apdés o tratamento térmico. Os
resultados sugerem que MpNEP2 é capaz de renaturar em condigdes fisiologicas
ja que o espectro mostra que sob tratamento térmico, MpNEP2 desnatura, mas
uma vez inoculada é capaz de ter atividade.

Os resultados demonstram diferencgas fisicas importantes entre MpNEP1 e
MpNEP2. Pode-se concluir que aparentemente MpNEP1 e NPP1 estdo presentes
em forma de dimeros independentemente da concentragao. Entretanto MpNEP2 é

capaz de formar agregados em dependéncia da concentragao.

96



Resultados

Cristalografia de proteinas

Foram ensaiadas varias condi¢cbdes de cristalizacdo mediante a utilizagao
dos kits Hamptom, varias concentragcbes de proteina, varias proporgcdes de
proteina: precipitante nas gotas de cristalizagdo. Nao conseguimos obter cristais
de nenhuma das trés proteinas em estudo. As proteinas formam agregados
amorfos em presenca de muitas das solugdes precipitantes testadas. Duas gotas
de cristalizagdo formaram cristais. Estas gotas foram testadas mediante a adigéao
de azul de metileno, corante de peso molecular grande incapaz de penetrar em
cristais de sais, mas pode ter um relativo acesso a cristais protéicos. Os
resultados mostraram que os cristais formados eram de sais. Placas de

cristalizacao estdo montadas e sdo monitoradas periodicamente.

Imunolocalizacao das MpNEPs em tecidos de cacau infectados
Para determinar a localizagao celular das MpNEPs durante a infec¢ao foi

utilizada a técnica de imunofluorescéncia. Para os ensaios foram utilizados cortes
de cacau sadio e infectado na fase de vassoura verde. Para a deteccado das
proteinas foi utilizado um anticorpo anti-MpNEP2 produzido em coelho. Como
anticorpo secundario foi usado um conjugado anti-coelho-FITC que €& um
fluoréforo que emite luz verde no comprimento de onda de 525 nm. Os resultados
obtidos se apresentam na Figura 37.

A Figura 37 apresenta cortes seriados da mesma regido da planta de
cacau infestada com M. perniciosa, vistos em aumentos diferentes (20X , 80X e
100X). A Figura 37 (A) mostra um corte de cacau infectado na fase de vassoura
verde corado com azul de toluidina. Pode-se detectar a presenga do fungo na fase
biotréfica e necrétréfica. Na regido de maior concentragdo das hifas pode-se
observar que as células da planta foram totalmente destruidas (Figura 37). A
Figura 37(B) mostra um corte consecutivo do anterior corado também com azul de
toluidina com um aumento maior (80X). Pode-se observar que as células envoltas
das hifas estao totalmente destruidas. A Figura 37 (C) representa a mesma regiao
submetida a imunofluorescéncia. Pode-se observar um sinal verde fluorescente na
parte externa de células mortas. O aumento foi de 100X para conseguir observar a

fluorescéncia. Segundo os resultados, aparentemente as MpNEPs estdo
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presentes no apoplasto dos tecidos de cacau infectado, acumulando-se na parte

externa da parede das células mortas.

100X

Figura 37. Estudos de imunolocalizagcao das MpNEPs em tecidos infectados da base do
ramo de cacau. (A) Corte de vassoura verde corado com azul de toluidina, aumento de 20X
(Scatolin, projeto de Pés-doutoramento). (B) Corte consecutivo ao corte A corado com azul
de toluidina e visto com aumento de 80X. (C) Corte consecutivo ao B apés incubagdo com
anticorpo policlonal anti-MpNEP2 e conjugado anti-coelho-FITC, visto com aumento de
100X. As setas mostras a regiao que mostrou fluorescéncia nos diferentes cortes.

Atividade peroxidase em gel

As NLPs sao consideradas elicitoras das repostas de defesa das plantas.
Uma caracteristica conhecida deste tipo de respostas € a indugao de peroxidases
logo apos inicio da infecgdo. Com o objetivo de determinar se as MpNEPs

induziam a expressao de peroxidases, a MpNEP2 e o tampao TNB foram
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inoculados em cultura de células de tabaco da linhagem Y2. Foram coletadas por
filtracdo amostras de células 5, 15, 30 e 60 minutos apds o tratamento com cada
proteina. As amostras ndo desnaturadas foram aplicadas num gel SDS-PAGE 9%
que foi posteriormente tratado com DAB. Os resultados sdo apresentados na
Figura 38.

TNB MpNEP2
/—% ~ —~ N

15 30 60 5 15 30 60 HRP

“~+_ ‘C_t_a

Figura 38. Atividade peroxidase em gel de células tratadas com MpNEP2. (TNB) Atividade
peroxidase em células tratadas com tampao aos 15, 30 e 60 min depois de comecgado o
experimento. (MpNEP2) Atividade peroxidase em células tratadas com MpNEP2 aos 5, 15, 30
e 60 min depois de comegado o experimento. (HRP) peroxidase de rabano utilizada como
controle positivo.

Pode-se observar que todas as amostras apresentam aproximadamente a
mesma intensidade de bandas. MpNEP2 aparentemente mostrou um aumento do
sinal, mas foi conferido que este aumento se deve a maior concentragdo de
proteinas na amostra. Segundo estes resultados, a MpNEP2 nao produz indugéo
da expressdo de peroxidases em células de tabaco durante a primeira hora de
tratamento. Medi¢cdes de pH também nao mostraram diferencas entre os

tratamentos e o controle (pH 5,0-6,0).
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Discussao

Durante as analises do projeto genoma Vassoura-de-bruxa foram
identificados pela primeira vez genes codificadores de proteinas representativas
da familia NLP-Like Proteins (NLPs) em um basidiomiceto. Estes estudos foram
acompanhados pela aparicdo de necrose em folhas de tabaco inoculadas com
filtrados de culturas do fungo M. perniciosa na fase necrotréfica (resultados nao
mostrados). Com o objetivo de determinar se a atividade necrética estava sendo
causada por proteinas, o filtrado de cultura de M. perniciosa foi inoculado em
folhas de tabaco apds ser submetido a tratamento térmico. Os resultados
mostraram perda da atividade sugerindo que proteinas secretadas pelo fungo
estariam produzindo a atividade de necrose.

Considerando a descoberta dos genes no genoma e a atividade necrotica
do sobrenadante de cultura do fungo, concentramos os esforgos em caracterizar
os genes codificadores de MpNEPs e os seus produtos génicos. A Figura 6 mostra
resultados de blastp da MpNEP1 contra o GenBank. O e-value indica que o gene
identificado pertence a familia NLP. Os genes MpNEPs estdo presentes em
multiplas cépias, pelo menos trés, ndo possuem introns e parecem estar
fisicamente proximos no genoma. MpNEP1 e MpNEP3 estdo localizadas “in
tandem” (Figura 7). A existéncia de familias multigénicas de NLPs tem sido
descrita em numerosos organismos entre eles Phytophthora spp (Bae, et al.,
2005; Gijzen and Nurnberger, 2006) e fungos ascomicetos (Staats, 2006). Em
Phytophthora spp os genes NLPs mostram caracteristicas gerais do genoma
destes organismos: genes clusterizados com pequena distancia entre as ORFs,
sem introns (Bae, et al., 2005). Pode-se observar que os genes MpNEPs também
compartilham estas caracteristicas (Figura 7).

A Figura 8 mostra a comparagao de sequéncias das NLPs selecionadas
para a analise filogenética (Tabela 4). Se analisarmos essa figura podemos
observar que as NLPs estdo presentes em uma grande variedade de organismos
desde bactérias de vida livre até oomicetos (Staats, 2006). Entretanto, as NLPs
mostram grande conservagao de sequéncias de aminoacidos. As cores da Figura

8 representam diferentes propriedades quimicas dos aminoacidos indicando que a
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regido N-terminal (peptideo sinal) e C-terminal concentram as maiores
divergéncias; enquanto que o resto da proteina, em geral, é conservada. Um dos
paralogos de Magnaporthe griseae apresenta caracteristicas diferentes das outras
NLPs utilizadas para a comparagao, incluindo outros paralogos desse organismo.
A presenca de NEPs diferentes num mesmo organismo pode explicar-se pela
teoria evolutiva chamada “ modelo de radiagcdo adaptativa” (Staats, 2006). Este
modelo postula que sob certa pressao seletiva podem evoluir novas fungdes para
um gene apds sua amplificagdo com algum nivel de pré-adaptagéo para esta nova
copia do gene (Francino, 2005). Posteriormente, a competicdo entre cépias do
gene para esta nova fungcdo (mutacbes deletérias e adaptativas) poderia
influenciar nos paralogos. Esta teoria também poderia explicar a origem de
pseudogenes ja que aqueles paralogos com uma fungdo menos vantajosa para o
organismo poderia sofrer mutagdes até perder a funcionalidade.

A Figura 9 mostra que as proteinas MpNEP1 e MpNEP2 tém grande
similaridade de sequéncias concentrando as diferengas na regido N-terminal
fundamentalmente na sequéncia que codifica para o peptideo sinal. Considerando
que essa regido € removida na proteina madura podemos concluir que essas
discrepancias na sequéncia nao devem influenciar na atividade.

A comparacéo filogenética das MpNEPs com outras sequéncias de NLPs
publicadas agrupou MpNEP1 e MpNEP2 muito préximas, mas as colocou num
ramo junto a sequéncias de um diverso grupo de organismos como oomicetos e
bactérias (Figura 10). Nao se formou um grupo monofilético de sequéncias de
fungos. A unica separagao evidente foi entre as sequéncias que apresentam 2 ou
4 cisteinas, definidos por Gijzem (2006) como sequéncias Tipol e Tipoll,
respectivamente. A arvore apresenta uma dicotomia clara entre estes dois grupos
de sequéncias. As MpNEPs pertencem ao Tipo | junto com todas as sequéncias
de oomicetos.

A peculiar distribuicdo filogenética das sequéncias da familia NLP ja foi
descrita por varios autores. Existem varias hipoteses tentando explicar a complexa
evolucdo deste gene. Uma primeira possivel explicacdo pode ser que tenha

acontecido Transferéncia Horizontal de Genes (THG) (Pemberton and Salmond,

101



Discusséo

2004; Gijzen and Nurnberger, 2006). Uma caracteristica comum entre os diversos
organismos que apresentam o gene que codifica para NLPs é o fato de que,
exceto V. pommerensis, esses organismos sao capazes de degradar a parede das
células da planta (Pemberton and Salmond, 2004). Significa que em casos de co-
infeccao, onde dois organismos estao presentes dentro dos tecidos do hospedeiro,
DNA livre pode estar em contato com células intactas, sugerindo a possibilidade
de que as células possam englobar o material genético favorecendo a ocorréncia
de Transferéncia Horizontal de Genes.

Durante o desenvolvimento do presente trabalho foram analisadas
algumas caracteristicas da sequéncia que sao uteis para encontrar possiveis
indicadores de THG. Um fato que chamou a atengéo desde o inicio do projeto foi
que esta familia de proteinas nunca tinha sido descrita em fungos basidiomicetos,
0 qual poderia ser por a escassez de sequéncias de este tipo de fungos em
bancos de dados publicos. Embora hoje, existam ainda poucos genomas de
basidiomicetos sequenciados, esse numero aumentou permitindo realizar algumas
analises.

Foram analisados os genomas de cinco fungos basidiomicetos cujos
genomas estado total (Cryptococcus neoformans) ou parcialmente sequenciados
(Coprinus cinerea, Phanerochaete chrysosporium, Ustilago maydis e Laccaria
bicolor). Nao foi possivel detectar genes homodlogos a NEP, indicando
descontinuidade na evolugdo destas sequéncias. Ferramentas utilizadas para
avaliar possivel THG sédo a comparacédo do uso de cdédons do gene em relagao
com o uso de cdédons dos outros genes do organismo (Gribskov, 1984) e a
comparagao do conteudo de GC do gene em relagdo ao do genoma. Analise do
uso de codons das MpNEPs mostrou que este € similar ao dos outros genes de M.
perniciosa e diferente do uso de codons dos genes de P. infestans (Figura 11).

O conteudo de GC dos genes das MpNEPs foi maior quando comparado
com o conteudo de GC médio dos genes de M. perniciosa (56% versus 46%)
sugerindo que estas sequéncias foram recentemente introduzidas na espécie e
ndo estdo totalmente adaptadas. Por outro lado, as NEPs de Phytophthora spp

tém um conteudo de GC de 56%, interessantemente o mesmo de M. perniciosa. O
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uso de coédons das NLPs de Phytophthora spp coincide com o dos outros genes
do genoma desse organismo. Estas caracteristicas sugerem que a sequéncia
codificante das NLPs tem uma origem muito antiga em esta espécie. Estes dados
sugerem que a presengca de MpNEPs em M. perniciosa pode ter sido por
transferéncia horizontal de Genes.

Esta possibilidade é muito atrativa em caso de patégenos de cacau. E
comum que frutos de cacau sejam infectados simultaneamente por Phytophthora
palmivora, agente causal da podriddao parda (Flament, Kebe et al., 2001), e M.
perniciosa. Ambos patégenos produzem sintomas similares na planta levando a
um aumento da necrose do tecido. A necrose produzida por estes organismos
pode ser diferenciada unicamente pela origem: a necrose causada por M.
perniciosa comega desde dentro do fruto enquanto a necrose produzida por P.
palmivora comega de fora para dentro. Finalmente, o fruto esta totalmente
necroético e cada microorganismo pode ser isolado independentemente. Esta co-
infeccdo junto a degradagao geral dos tecidos infestados abre a possibilidade de
que DNA livre e células intactas poderiam entrar em contato permitindo um
processo de transformagao natural e provavelmente a THG.

Arnold (2003) reportou que organismos endofiticos de cacau parecem
limitar os efeitos daninhos de patdégenos. Significa que patdégenos e endofiticos co-
habitam as plantas de cacau. Considerando que M. perniciosa e cacau evoluiram
na mesma regido geografica e que existem varios bidtipos de M. perniciosa,
alguns deles n&o patogénicos de cacau, se poderia sugerir que M. perniciosa pode
ter adquirido genes de patogenicidade em cacau de outros microorganismos,
sendo Phytophthora spp candidatos sugestivos.

Uma explicagdo alternativa poderia ser que NLPs sejam genes muito
antigos, cuja sequéncia duplicou-se e evoluiu em dois Tipos (I e Il) antes da
divisdo das células eucaribticas e procaridticas. Segundo Pemberton et al. (2004)
a funcdo das NLPs esta determinada aparentemente por poucos residuos de
aminoacidos em posigdes conservadas sendo estes responsaveis pela
manutencdo da estrutura. Sendo assim, o resto da seqiéncia poderia estar

submetida a uma rapida evolugdo. Por outro lado, Fellbrish (2002) mostrou que
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mutagcdes em uns poucos residuos de aminoacidos podem causar a perda da
funcdo. Estes resultados associados a analise evolutiva sugerem que organismos
que nao utilizam esta proteina como protozoarios, plantas e animais, podem ter
sofrido uma rapida erosdo na sequéncia codificante para esta proteina. O evento
descrito pode ainda ter acontecido em organismos que se beneficiam das fungdes
de NLPs sofrendo perda da atividade de um dos Tipos de NLPs e cuja fungéo é
assumida pelo tipo restante. Este fato poderia explicar a expansao deste gene no
genoma de muitas espécies, particularmente Phytophthora spp onde algumas
espécies podem chegar a ter 40 cépias de NEP no genoma (Tyler, et al., 2006). A
aparicao de pelo menos trés copias no genoma de M. perniciosa também sugere a
importancia desta proteina para a espécie. O efeito da dosagem génica pode ser
vantajoso no caso de genes pouco expressos (Hooper, 2003); caracteristica
aparentemente dos genes NPLs ja que ndo tém sido detectados por Northern blot
in planta, se nao por técnicas mais sensiveis como RT-PCR (Bae, et al., 2005;
Gijzen and Nurnberger, 2006).

A recorréncia das duplicagdes e a rapida evolugao das copias dos genes
de NLPs sugerem que sequéncias individuais deste gene poderiam codificar para
proteinas com propriedades adicionais. Durante o desenvolvimento deste trabalho
foram analisadas as caracteristicas de MpNEP1 e MpNEP2 na tentativa de
verificar esta possibilidade. Mostrou-se a capacidade das MpNEPs de causar
necrose dos tecidos em plantas de tabaco (Figura 17) e cacau (Figuras 18 e 19),
assim como a inducdo de etileno em tecidos vegetais (Figura 20). Um fato
interessante € que a pesar de que ambas as proteinas, quando aplicadas em igual
concentracdo, induzem necrose em tempos comparaveis apdés a inoculagao
(ambas causam necrose apés 18h em tabaco e 15 dias em cacau), a inducéo da
emissao de etileno mostrou padrdes diferentes.

Esta bem documentado que o desafio de plantas com patogenos, em
muitos casos aumenta a producdo de etileno (Mauch, 1984; Broekaert, 2006).
Em tabaco, MpNEP2 induziu emissao de etileno muito rapidamente, comparavel
com os efeitos causados por NPP1. Entretanto, essa situacao foi invertida em

casso das folhas de cacau onde a indugao de etileno foi muito baixa e em alguns
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dos experimentos nao detectaveis. Outra diferenca detectada foi que o
aparecimento dos sintomas de necrose observados em cacau foram evidentes
unicamente varios dias apds a parada da emissao de etileno. Estes resultados
sugerem que MpNEPs provavelmente induzem a emiss&o de etileno e que este
horménio poderia preparar os tecidos para a posterior necrose. Jenning (2001)
mostrou que NEP1 induz acumulagdo de transcritos de 1-Aminociclopropano-1-
carboxilato oxidase (ACC oxidase) e ACC sintase (enzimas envolvidas na sintese
de etileno) em células de tabaco. Diferentes patégenos produzem autonomamente
etileno, seja in vitro ou in planta como Botrytis cinerea (Cristescu, 2002) e a
bactéria P. syringae (Nagahama K, 1991). Nao se conhece a significacao da
possivel producao de etileno pelo patdégeno. No genoma do fungo M. perniciosa
identificou-se o gene que codifica para a ACC sintase sugerindo que poderia estar
produzindo etileno. Entretanto, outros estudos estdo sendo desenvolvidos no
nosso laboratério na tentativa de avaliar a producédo de fitohorménios (entre eles
etileno) por M. perniciosa. O etileno tem sido relacionado a processos como
hipertrofia (Orchard, et al., 1994), degradacao de clorofilas (Trebitsh, et al., 1993),
epinastia de folhas, peciolo e tronco (Woodrow, et al., 1989), sintomas presentes
durante a interagcdo M. perniciosa-cacaueiro e que foram relacionados com o
aumento na emissao de etileno (Scarpari, et al., 2005). A diferenga nos perfis de
emissdo de etileno de MpNEP1 e MpNEP2 sugerem que estas duas proteinas
apesar da grande similaridade de sequéncias podem ter diferengas na forma de
acao.

Neste trabalho foram realizadas analises in silico utilizando programas de
predicdo de modificacbes postraducionais e outras caracteristicas estruturais.
Segundo os resultados podemos concluir que as proteinas em estudo sao
proteinas secretadas apresentando um peptideo sinal (Figura 22) possuindo
varios sitios de potencial fosforilagdo (Figura 23). Staats (2006) identificou
possiveis sitios de fosforilagdo em duas NEPs de Botrytis spp. A fosforilagdo de
proteinas € um importante mecanismo regulatério que pode estar envolvido na

transducao de sinais (Ganguly, 1999).
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A predicao de possiveis fontes dissulfeto é apresentada na Figura 24. Os
resultados mostraram que as duas cisteinas presentes nas proteinas em estudo
podem estar formando uma ponte dissulfeto interna. Essa possibilidade foi
levantada também por Staats (2006) para NEPs de Botrytis spp. Fellbrish (2002)
mostrou que os residuos de cisteina s&o essenciais para a atividade biologica da
proteina. As analises filogenéticas também apontam para a importancia dos
residuos de cisteina ja que tanto os residuos quanto a distancia entre eles s&o
conservados entre organismos distantes filogenéticamente.

Foram utilizadas varias ferramentas para o estudo da estrutura secundaria
das MpNEPs e da NPP1. Primeiramente foi realizada comparagcdo de sequéncia
entre as trés proteinas em estudo. A Figura 25 mostra que estas proteinas
compartiiham alto grau de similaridade de sequéncias. Posteriormente foi
realizada a predigdo de estrutura secundaria das proteinas sem o peptideo sinal.
Os resultados (Figura 26) mostram que as estruturas secundarias sdao muito
parecidas. As regides de o-hélice sdo menos abundantes e estdo nas
extremidades N e C-terminal das proteinas enquanto que as estruturas de folha-8
estdo em maior numero e distribuidas no meio das proteinas. Esta distribuicao
também foi descrita por Staats (2006) para proteinas NEPs de Botrytis spp e por
Qutob (2002). Estas semelhangas nos componentes estruturais entre NEPs de
diversos organismos sugerem uma fungdo comum para estas proteinas (Bae,
2006). Os dados do conteudo de estrutura secundaria foram confirmados por
estudos de dicroismo circular (Tabelas 5, 6 e 7; Figura 27). Estudos da
fluorescéncia direta das proteinas (Figura 29) e com apagadores de fluorescéncia
(Figura 30) mostraram que as trés proteinas em estudo parecem apresentar um
grau de enovelamento similar embora NPP1 tenha algumas diferencas na
acessibilidade dos triptofanos quando comparado com MpNEPs.

Resultados dos experimentos de eletroforese em gel nativo (Figura 28),
SAXS (Figura 31) e estudos termodinédmicos por CD (Figura 36) revelaram
diferencas nas propriedades fisicas das proteinas MpNEPs que poderiam sugerir
diferencas no modo de ag¢do. Resultados de DLS sugerem que MpNEP1 e NPP1

estariam formando trimeros enquanto que MpNEP2 formaria mondmeros.
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Utilizando a técnica de SAXS determinou-se que MpNEP2 é predominantemente
um mondmero em solugcdo enquanto MpNEP1 esta presente como um dimero,
similar a NPP1. As Figuras 32, 33 e 34 mostram a forma de cada uma das trés
proteinas inferida a partir dos dados de SAXS. Estas figuras explicam o porqué da
discrepancia entre os resultados obtidos por DLS e SAXS. Para o calculo do raio
de giro da molécula por DLS considera-se que a proteina é uma esfera. Segundo
os modelos gerados por SAXS, a forma das proteinas se afasta do conceito de
esfera, tendo uma forma mais expandida, e portanto os dados de DLS n&o sao
precisos.

As proteinas MpNEP1 e NPP1 precipitam com o aumento da
temperatura resultando na perda da atividade necrotica, enquanto MpNEP2
permanece em solucado recobrando a atividade ainda depois de uma provavel
desnaturagao transiente causada no prolongado periodo de fervura (Figura 35 e
Figura 36). Bailey (1995) detectou a resisténcia de NEP1 ao calor, mas € a
primeira vez que tais variagdes sdo descritas em NLPs de um mesmo organismo
sugerindo que MpNEPs poderiam ter especificidades que eventualmente levariam
estas proteinas a terem atividades complementares na célula.

Em correspondéncia com esta hipotese, foi detectado que MpNEP2 é
expressa fundamentalmente no micélio biotréfico (Figura 21A), o qual esta
presente em pouca densidade na planta em etapas iniciais da doencga Vassoura-
de-bruxa. Durante esta fase €& provavel que o fungo esteja submetido a grande
estresse oxidativo pela planta (Low and Merida, 1996; McDowell and Dangl, 2000).
Se esta hipotese estiver correta, € possivel que a expressdo de uma isoforma
ativa em forma de monbmero seja mais resistente a estresse, permitindo a
proteina realizar a fungdo em baixas concentragdes. A fase saprofitica esta
acompanhada por um incremento na biomassa do micélio. Considerando que a
MpNEP1 é expressa de forma constitutiva nas fases biotréfica e necrotrodfica,
pode-se inferir que a concentragcado de esta proteina aumenta na fase saprofitica
em congruéncia com o aumento da densidade de hifas. Esta condi¢cdo seria
favoravel para a oligomerizagao da proteina MpNEP1. O fato de que MpNEP2

que é a isoforma resistente ao calor € menos expressa na fase necrotrofica explica
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0 porqué a inoculagao de filtrados de fungo (na fase necrotréfica) sob tratamento
térmico n&o causa necrose.

Experimentos ex planta podem fornecer algumas evidéncias do
mecanismo de acdo do fungo durante a infeccdo, mas essas condigbes nao
conseguem reproduzir exatamente o que acontece na planta durante a interagao
com o fungo. Portanto para conseguir relacionar os perfis de expressdo dos
genes com a progressao da doenga é necessario determinar a expressao destes
genes in planta. MpNEP2 foi isolada de uma biblioteca de cDNA produzida a partir
de RNA total de tecidos de cacau infestados com M. perniciosa na fase biotrofica,
mostrando que a proteina esta sendo expressa durante essa fase. Por outro lado,
MpNEP1 foi detectada por RT-PCR em tecidos de cacau também infectados com
M. perniciosa na fase biotrofica (Figura 21B). Estes dados sugerem que ambas as
proteinas estdo sendo expressas na fase biotréfica do fungo confirmando os
dados de expressao obtidos ex planta.

Como foi explicado na introdugdo, NLPs sdo geralmente consideradas
elicitores, capazes de induzir o processo de morte celular (Gijzen and Nurnberger,
2006). Entretanto, apesar de que as NLPs devem ter um mecanismo de agao
comum, foram observadas significativas diferencas no tempo de necrose em
relacdo a idade e estado nutricional da folha (Bailey, 1995). De fato, é interessante
que MpNEPs sao expressas no micélio biotréfico que permanece nos tecidos do
cacau durante semanas antes de aparecerem os sintomas de necrose (Purdy and
Schmidt, 1996). Essas observagdes sugerem que a proteina deve ser acumulada
ou atingir uma concentragdo determinada para realizar a fungdo nos tecidos de
cacau.

MpNEP2 também mostrou grande estabilidade ja que aliquotas de
proteina causaram necrose em folhas de tabaco um ano apds a purificacdo
(resultados ndo mostrados). Estes dados junto a resisténcia a altas temperaturas
sugerem que estas proteinas podem se manter ativas em ambientes
desfavoraveis por muito tempo.

Uma das caracteristicas iniciais da interacéo elicitor-célula da planta € o

aumento das espécies reativas de oxigénio (EROS) entre elas o perdxido de
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hidrogénio (Hammond-Kosack, 1996). A planta tem duas vias para a geragao de
EROs, uma é mediante a enzima germina ou oxalato axidase e outra mediante a
ativacdo de peroxidases da parede celular. Baseado nesses conhecimentos
decidimos estudar se as MpNEPs induziam a ativacdo de peroxidases em uma
suspensao de ceélulas de tabaco. A Figura 38 mostra os resultados. Nas condi¢cdes
testadas, as MpNEPs e NPP1 ndo parecem induzir a expressao de peroxidases
da parede celular ja que apresentam a mesma intensidade do sinal que o controle.
As deferéncias de MpNEP2 parecem relacionados com aumento da concentracao
de proteinas na amostra.

Estudos preliminares de imunolocalizacdo das MpNEPs também
mostraram que estas proteinas estdo presentes nos tecidos infestados, no
apoplasto. Por outra parte, elas parecem ser acumuladas na parte externa da
parede celular da planta sendo observadas fundamentalmente nas paredes das
células mortas (Figura 37). Estes estudos sugerem que as MpNEPs poderiam
desempenhar algum papel neste processo. Keates (2003) observou que em
plantas que respondem rapidamente a NEP1 ocorrem mudangas estruturais da
célula muito antes do aparecimento da necrose. Entre essas alteragdes estruturais
se encontra a diminuicdo da espessura da cuticula sugerindo a possibilidade de
que esta proteina age diretamente sobre esta estrutura.

Outra hipétese proposta para o mecanismo de agao das NLPs é que
essas proteinas poderiam degradar componentes da parede celular e que a
necrose seria uma consequéncia deste processo. Esta comprovado que NEP1
altera rapidamente a membrana das células sugerindo que poderia estar
interagindo com compostos lipoliticos (Jennings, et al., 2001); uma caracteristica
de toxinas e elicitores. Estd demonstrado que a degradacdo da parede celular
pode liberar moléculas de sinalizagao tais como oligogalacturonidos que atuam
como elicitores das respostas de defesa das plantas (Ridley, et al., 2001; Boudart,
et al., 2003). Atualmente estamos trabalhando com essa hipétese.

Resumindo, durante o desenvolvimento deste trabalho se identificou pela
primeira vez que NLPs estdo presentes em um basidiomiceto, Moniliophthora

perniciosa, e que estas proteinas paralogas podem ter propriedades fisicas e
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perfis de expressdo diferentes. E provavel que MpNEPs tenham um papel
importante no desenvolvimento da Vassoura-de-bruxa visto que s&o expressos in

planta e que as proteinas foram detectadas em tecidos de cacau infestados.
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Conclusoes

Foram identificados pela primeira vez genes codificadores de proteinas
da familia NLP em fungos basidiomicetos, especificamente no genoma de
Moniliophthora perniciosa. Este fungo apresenta pelo menos trés genes
localizados no mesmo cromossomo.

Os genes codificadores de NLPs de Moniliophthora perniciosa e NPP1 de
Phytophthora parasitica foram clonados, expressos usando sistemas de
expressdo em E. coli. Os respectivos produtos génicos foram purificados
mediante coluna de afinidade a metais por possuirem fusdao a cauda de
histidinas.

. As proteinas MpNEPs e NPP1 induziram a aparigdo de necrose e
emissao de etileno em folhas de tabaco e cacau. Nao foram detectadas
diferencas na cinética de inducdo de necrose, mas as proteinas
apresentaram diferentes perfis de indugcéo de emissao de etileno.

. As proteinas indutoras de necrose e etileno de M. perniciosa mostraram
diferentes padrbes de expressao nas diferentes fases do ciclo de vida do
fungo. Em estudos ex planta, MpNEP1 foi expressa constitutivamente
enquanto MpNEP2 esta mais expressa na fase biotrofica do fungo. Estas
diferengas sugerem que as proteinas poderiam estar desempenhando
papeéis complementares na célula.

. MpNEP1 e MpNEP2 apresentam diferentes propriedades fisicas.
MpNEP1 precipita e perde a atividade necrética apds tratamento térmico
enquanto MpNEP2 desnatura com calor, mas induz necrose apds o
tratamento sugerindo que é capaz de renaturar em condigdes fisioldgicas.
Estas divergéncias estdo acompanhadas por aparentes diferengas nos
estados de agregacgao destas proteinas. MpNEP1 aparece em forma de
dimero independente da concentragdo de proteina enquanto MpNEP2
parece estar em forma de monémero em baixas concentracdes e € capaz

de agregar com o aumento da concentragdo.
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6. MpNEPs foram localizadas na superficie externa de células mortas de
cacau na fase de vassoura seca sugerindo que poderiam ter alguma
funcdo no processo de degradacdo da parede celular. O modo de agéo
das MpNEPs e NPP1 n&o mostrou envolvimento com a indugdo de
peroxidases da parede celular até uma hora apds o tratamento. Ambos
resultados sugerem que estas proteinas poderiam ter um papel de toxina

ou de fator de viruléncia mais do que de um elicitor.
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Perspectivas

. Continuar na tentativa de obter a estrutura ao nivel atdmico das proteinas
MpNEPs mediante cristalografia de raios X. Estes estudos auxiliariam na
busca por uma fungao para estas proteinas.

. Silenciamento génico na tentativa de determinar a funcdo destas
proteinas e a importancia na interagdo M. perniciosa-cacaueiro.

. Estudar o possivel papel enzimatico das MpNEPs dirigido
fundamentalmente a interacdo com componentes da parede celular das

plantas.
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ANEXO 1

Revisao sobre técnicas de caracterizagcao estrutural utilizadas no

presente trabalho.

As radiagbes eletromagnéticas sdo utilizadas para o estudo da estrutura
de muitos materiais. O espectro de radiacdo utilizado se estende desde as
radiacdes de alta energia até as ondas longas (de baixa energia).

A cristalografia de raios X precisa de cristais de proteinas que difratem a
uma resolugao suficientemente alta. Em caso de proteinas que ndo tenham
estrutura de proteinas homdlogas resolvidas, precisa-se também de derivados
isomorfos de atomos pesados. Esta técnica permite uma resolugdo a nivel
atbmico, mas € essencialmente uma “imagem” estatica da proteina contribuindo
limitadamente a compreender os aspetos dindmicos da estrutura da proteina que
podem ser cruciais para a fungdo. O estudo de proteinas por NMR precisa de
grandes concentragdes de proteinas (10-40 mg/ml para uma proteina de 20 kDa)
e muitas proteinas n&do sdo suficientemente soluveis nestas condigbes com
tendéncia a agregacgéo. A determinacéo da estrutura usando este método se limita
a proteinas de massa molecular menor do que 30 kDa. A técnica de MNR pode
dar informagao estrutural e sobre a dinAmica da proteina em solugao.

A técnica de Dicroismo circular (CD) tem a vantagem de ser rapida
quando comparada com cristalografia ou NMR. Precisa de poucas quantidades de
amostra e € uma técnica nao-destrutiva permitindo recobrar e utilizar a amostra de
proteina para multiplas analises. Esta técnica da informagao sobre o conteudo de
estrutura secundaria (a-hélice e folha ) da proteina em estudo.

A técnica de Espalhamento de raio X a baixo angulo (SAXS) constitui uma
importante ferramenta nos estudos estruturais de proteinas. Devido as restrigdes
das técnicas de alta resolugdo como sdo a cristalografia de raios X (precisa de
cristais de qualidade) e NMR (proteinas de baixo peso molecular), SAXS é muito
utilizada porque tem a vantagem de caracterizar proteinas em solugdo. Esta

técnica permite estudar processos dinamicos que contribuem a explicar o
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comportamento de moléculas biolégicas em condigdes muito proximas das

encontradas in situ.

Espalhamento dinamico de Luz (DLS: Dynamic Light Scattering)

DLS, também conhecido como Espectroscopia de correlacdo de fotons é
um dos métodos mais populares usados para determinar o tamanho de particulas.
Segundo a teoria de espalhamento de luz semi-classica (Wiley, 1975) quando a
luz incide na matéria, o campo elétrico da luz induz polarizagdo oscilante dos
elétrons na molécula convertendo-a em uma fonte de luz secundaria com o
subsequente espalhamento de luz. A freqliéncia, a distribuicdo angular, a
polarizagdo, e a intensidade de espalhamento de luz estdo determinados pelo
tamanho, forma e interacbes com a molécula ou material espalhador. Gragas a
essa propriedade é possivel com ajuda da eletrodindmica, ter informagao sobre a
estrutura e a dindmica da molécula espalhadora a través das caracteristicas da luz
de espalhamento do sistema (Wiley, 1975).

Quando uma luz monocromatica polarizada (como o laser) passa a traves
de um solvente que contém biomoléculas ou nanoparticulas (particulas menores
que o cumprimento de onda da luz incidente), a quantidade de luz espalhada em
uma direcao particular esta determinada por as interferéncias (construtivas ou
destrutivas) de todas as particulas que estdo distribuidas aleatoriamente na
amostra em um momento de tempo particular. Um detector muito sensivel pode
registrar os sinais de variagdes de tempo causados pelo espalhamento de luz em
comparagdo com um sinal constante emitido quando nao existem moléculas
presentes. As proteinas em suspensao estdo em movimento Browniano que esta
relacionado com o raio hidrodindmico da molécula e pode ser expresso por a
equacéo de Stokes-Einstein (Wiley, 1975).

DLS representa um caminho para calcular o raio hidrodinamico de uma
molécula. Mede-se uma fungao de correlacéo e os parametros sdo ajustados aos
dados. O resultado é apresentado como uma curva Gaussiana, expressando a
distribuicdo de probabilidade, cuja amplitude esta relacionada com a polidispersao

que é uma medida da heterogeneidade no raio hidrodindmico. Varias medidas
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devem ser realizadas para a obtencdo de resultados estatisticamente validos.
Calcula-se a media das diferentes medidas, rejeitando aquelas muito diferentes,
se for necessario. Se a polidispersdo € menor de 25% desse valor para o raio
hidrodindmico, a amostra é considerada monodispersa e o centro da curva
corresponde com o raio hidrodinamico. Isso torna possivel o calculo do peso
molecular aparente em caso de proteinas globulares. Uma aproximac&o usada na
técnica € que as moléculas sdo particulas esféricas, por tanto o valor do raio
hidrodinamico resultante pode ser sobreestimado se a forma da proteina se desvia
muito de uma esfera (Wiley, 1975).

As vantagens desta técnica de espalhamento de luz n&o invasiva, além de
fornecer informacgdes estruturais, sdo o curto tempo necessario para a obtencao
dos dados, a modesta quantidade de proteina utilizada (de 1 a 10 mg/mL) e os
pequenos volumes de amostra requeridos (60 mL), além da relativa simplicidade
de manipulagdo. Podem se obter informacgdes estruturais sobre particulas de 1-
1000 nm de tamanho (Murphy, 1992). Esta técnica, em principio, é capaz de
distinguir se uma proteina € um mondmero ou um dimero, sendo extremamente
sensivel a pequenas quantidades de agregados (Papish, 2002).

Devido a velocidade na obtengdo de dados, o DLS permite o estudo de
mudancgas conformacionais de proteinas ou complexos de proteinas em solucéo.
Esta técnica tem diversas aplicagdes como: caracterizacdo de proteinas incluindo
agregacao, conformacao, estabilidade estrutural, desnaturagdo e estabilidade
térmica; complexos macromoleculares; polimeros bioldgicos e sintéticos. No DLS,
um feixe de luz monocromatico de 827,6 nm incide sobre a amostra e a flutuacao
da intensidade de luz espalhada (escala de tempo em microsegundos) é
detectada por um fotodiodo a 90° (Murphy, 1992).

Dicroismo circular (CD)

CD é um tipo de absorcao espectroscopica que pode dar informacéao
sobre a estrutura de muitos tipos de macromoléculas bioldgicas. A luz polarizada &

obtida ao passar a través de um polarizador que transmite luz num unico plano de
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polarizacado. A luz circularmente polarizada ocorre em duas formas que nao se

superpdéem, onde uma das formas é a imagem especular da outra (Figura 1).

Proporgdes iguais de luz
circularmente polarizada a

dirgita e a ca‘qucrda\

olarizacao a direite
Polarizagdo a direita
preferencialmete

Amostra ;
absorvida

Figura 1. Representagao da luz circularmente polarizada.

Na pratica, a radiagédo é dividida nos dois componentes da luz circularmente
polarizada mediante a passagem a través de um modulador (geralmente quartzo)
submetido a campo elétrico alternado (50 KHz). O modulador pode transmitir cada
um destes componentes (esquerdo e direito). Se depois da passagem a través da
amostra, os componentes ndo sao absorvidos (ou sdo absorvidos na mesma
proporgao) a combinagdo dos componentes pode regenerar a radiagdo polarizada
original. Se um dos componentes é absorvido pela amostra em maior grau do que
o outro, a radiagao resultante (combinagdo dos componentes) seria entédo
polarizada elipticamente. Os resultados de CD podem ser mostrados em fungao
das diferencias em absorbancia dos componentes (4A= A — Ap) ou como
elipticidade em graus () sendo @ = tan ' (b/a), onde b e a sdo os eixos maiores e
menores da elipse formada, respectivamente. Existe uma relagdo numérica
simples entre AA e 8 (0em graus) que € ¢ = 32.98 AA.

Um espectro de CD se obtém quando o dicroismo € medido como uma
funcdo do cumprimento de onda. O sinal de CD sera positivo ou negativo
dependendo da absorgao preferencial da luz polarizada a direita ou a esquerda.

Uma molécula é “CD ativa” se é estruturalmente assimétrica e exibe
absorbancia. A assimetria resulta de moléculas quirais que sao denominadas
cromoforos.  Proteinas e peptideos tém grupos que apresentam bandas de

absorgcao caracteristicas em areas do espectro das regides visivel e ultravioleta.
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Um incremento na absorgao relativa da luz polarizada a esquerda resulta em um
sinal de CD positivo enquanto que o sinal negativo de CD é devido a que a luz
circularmente polarizada a direita foi mais absorvida. Os cromoforos mais
numerosos e caracteristicos que proteinas e peptideos possuem na faixa do UV-
distante (170 a 260 nm) sao as ligacdes peptidicas (Kelly, 2005). Os espectros de
CD produzidos por esses cromoéforos sdo caracteristicos para os diversos tipos de
estrutura secundaria. As faixas de absor¢cdo dos residuos aromaticos no UV-
distante sdo pequenas quando comparadas as das ligagdes peptidicas. Contudo,
no UV-préximo (250 a 300 nm), o espectro de CD passa a ser dominado pela
contribuicdo das cadeias laterais aromaticas, juntamente com as pontes dissulfeto
e grupamentos prostéticos. Assim, enquanto o UV-distante detecta estrutura
secundaria, o UV-préximo é sensivel a estrutura terciaria, o que constitui a base
para a analise da conformagao de proteinas através de dicroismo circular (Kelly,
2005). Esta técnica serve como um fingerprints da estrutura nativa para
comparacao de estrutura terciaria de proteinas relacionadas como isoformas,
mutantes e selvagem, etc. Pode-se concluir que mudangas no sinal de CD
refletem mudancas na estrutura das proteinas.

Os tipos mais comuns de estrutura secundaria adotadas por proteinas e
peptideos tém espectros de CD caracteristicos no UV-distante (Figura 2). O
espectro mais forte € caracteristico de o hélice apresentando duas bandas
negativas de magnitude comparaveis entre 222 e 208 nm e uma banda positiva
forte perto de 190 nm. Grande quantidade de peptideos e polipeptideos
apresentam este tipo de espectro. Os peptideos que adotam uma conformagao
de folha f mostram um espectro de CD mais simples e menos intenso com uma
banda negativa perto de 217 nm, uma banda positiva ao redor de 195 nm e outra
banda negativa perto de 180 nm. Esses dados s&o muito mais variaveis entre os
espectros de CD publicados para estruturas § modelos que para estruturas de o
hélice (Kelly, 2005). A distribuicdo das bandas e a proporcao entre elas pode

variar em dependéncia das cadeias laterais e de fatores ambientais.
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Figura 2. Espectro de CD caracteristico de cada tipo de estrutura secundaria.

Podemos concluir que o sinal de CD de uma proteina depende da
estrutura secundaria. A Figura 3 apresenta o espectro de CD de diferentes

proteinas com variado conteudo de estrutura secundaria.
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Figura 3. Espectro de CD de diversas proteinas mostrando variagées no contetudo de
estrutura secundaria.
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Em termos praticos, a fonte de luz circularmente polarizada da maioria dos
instrumentos de CD é um arco de xendn que permite obter cumprimentos de onda
entre 178- 1000 nm. E necessario passar nitrogénio no instrumento para remover
0 oxigénio e evitar a formagao de ozénio minimizando assim prejuizos ao sistema
otico e permitindo realizar medigdes a cumprimentos de onda menores de 200nm.
Em atmosferas de nitrogénio, o menor cumprimento de onda que pode ser medido
€ a 180 nm. Para realizar medi¢cdes a cumprimentos de ondas menores devem ser
usadas técnicas de UV em vacuo ou utilizar radiagéo sincrotron (Kelly, 2005).

CD é reportado em unidades de absorbancia ou elipticidade (6). A
elipticidade molar [ é o CD corrigido pela concentragdo. As unidades de
elipticidade molar sdo (deg x cm?dmol). A conversdo da extingdo molar
(absorbancia corrigida pela concentragdo) em elipticidade molar utiliza-se [ =
3298 Ac.

A propriedade das estruturas secundarias mais comuns das proteinas
apresentarem espectros de CD caracteristico é utilizada em muitos algoritmos
para determinar a estrutura secundaria de proteinas. O algoritmo baseado em
Analytical Biochemestry (1) utiliza 16 modelos de estrutura de proteinas. A forma
do espectro é comparada com cada um deles e sao extraidas cinco contribuicdes
estruturais (a-hélice, folha-p paralela, folha B antiparalela; algas (B-turns) e
estrutura aleatéria). Os dados devem comegar a serem coletados a 260 nm e em
intervalos de 2 nm. Se os dados sao medidos em elipticidade molar, o conteudo

de a-hélice pode ser estimado como: % a-hélice = (-[8]222nm + 3000)/39000.

Estudos termodinamicos

Consiste no monitoramento da desnaturagao térmica por espectroscopia e
€ muito utilizada para estudos de estabilidade de proteinas (Benjwal, 2006).
Constitui uma das aplicagbes mais utilizadas do dicroismo circular. A analise do
equilibrio termodinamico é geralmente obstaculizada pelo carater irreversivel da
desnaturagado que resulta usualmente em agregacao das proteinas desnaturadas
termicamente. Esta aplicagdo do dicroismo circular baseia-se no fato de que esta

técnica ndo se limita a medir as diferencas de absorcéo entre a luz circularmente
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polarizada a esquerda e a direita se ndo também mede a absorgdo regular ou
turbidez. Estas medigbes se realizam mediante as medigdes da Voltagem dinodo
que é uma alta voltagem aplicada ao fotomultiplicador do detector de UV para
compensar a redugao da intensidade da luz resultante da absor¢cdo e/ou do
espalhamento. A formacdo de agregados pode causar um incremento no
espalhamento e na voltagem dinodo. Benjwal (2006) mostrou que o
monitoramento de mudancas na turbidez induzidas por altas temperaturas pode
dar informacéo valiosa sobre a perda de enovelamento das proteinas como é o
caso da formacédo de agregados; se o processo de agregagao acontece durante
ou depois da perda de enovelamento; facilita estabelecer uma correlagéao entre as
mudangas conformacionais da proteina e a agregagéo.

Os dados de CD séo coletados como uma funcdo da temperatura
resultando em uma curva de desnaturagao bidimensional CD versus temperatura.
As curvas sao ajustadas por modelos de desnaturagdo conhecidos para dar

informacgé&o sobre a estrutura e estabilidade da proteina.

Fluorescéncia

A fluorescéncia € um dos métodos espectroscopicos mais utilizados na
bioquimica e na biofisica molecular atualmente. As medidas de fluorescéncia nao
dao detalhes estruturais, mas sdo muito sensiveis na detecgcdo de mudancgas nas
propriedades estruturais e dindmicas de biomoléculas (Chattopadhyay, 2004).

A luminescéncia molecular é a emissédo de radiagao eletromagnética (na
regidao do ultravioleta préximo-visivel) proveniente de moléculas que foram
excitadas, retornando ao seu estado fundamental. Esse fenémeno € denominado
de fotoluminescéncia, quando a absorg&o de fotons de luz (hvey) € 0 responsavel
pela excitacdo da molécula pela elevagao de elétrons de valéncia de um orbital
menos energético (Sp) para um orbital de maior energia (S1’). A luminescéncia
molecular € formalmente dividida em fluorescéncia e fosforescéncia, dependendo
da natureza do estado excitado envolvido no processo. Se o estado excitado
envolvido é singleto, onde o spin do elétron no orbital excitado mantém sua

orientacdo original, ocorre a fluorescéncia (Figura 4). Por outro lado, na
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fosforescéncia, a orientacdo do elétron que foi promovido ao estado excitado é
invertida constituindo um processo menos comum.

Apo6s a absorcdo de radiacdo de comprimento de onda caracteristico, a
populagdo de moléculas & promovida para um estado excitado singleto, Si’
(Figura 4). A desexcitagao pode acontecer mediante dois processos: Processos
radiativos, onde a energia € perdida devido a emissédo de radiagdo; e processos
nao radiativos, em que a energia € dissipada sob a forma de calor. Uma molécula
no estado excitado pode perder energia por emissdo de radiagéo, através de um
processo de luminescéncia. Neste processo, ha emissao de fétons na regidao do
ultravioleta, visivel ou infravermelho, a partir dos estados eletronicos excitados
mais baixos.

Segundo a regra de Kasha, a molécula se desativa por relaxamento
através dos niveis vibracionais de estados eletrbnicos de mesma multiplicidade
até atingir o primeiro nivel vibracional do estado excitado singleto de menor
energia (S1). A partir de S1, se a multiplicidade da populagcdo molecular nao
mudar, ela pode seguir dois caminhos para retornar ao estado fundamental.
Primeiro, se a diferenga de energia entre Sy e Sy (estado fundamental) ndo for
muito grande (2) e existir a possibilidade de sobreposig¢ao de niveis vibracionais, a
molécula pode ser levada ao mais baixo nivel vibracional de S4 por relaxamento
vibracional sem emisséo de radiacéo eletromagnética. Se, no entanto, a diferenca
energética entre Sq e Sy for relativamente grande, a desativagao para o estado
fundamental se da com emissdo de radiacdo na forma de fluorescéncia. Este
processo pode ser observado no diagrama de Jablonski (Figura 4).

A espectroscopia de fluorescéncia € a técnica que detecta o espectro de
radiacdo emitido para um atomo ou molécula, quando relaxa do estado excitado
para o estado fundamental. Dois importantes parametros sao obtidos do espectro
de fluorescéncia: o comprimento de onda de maxima emissao (Amax), € a

intensidade.
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h""[n[ 1 hvey (3)

S, Y

Figura 4. Esquema de Jablonski. So estado energético basal; S1 estado excitado.

Os aminoacidos aromaticos triptofano, tirosina e fenilalanina s&o capazes
de contribuir a fluorescéncia intrinseca das proteinas. Quando os trés residuos
estdo presentes em uma proteina (denominadas proteina de classe B), a emissao
pura do triptofano pode ser obtida por fotoexcitagdo seletiva a 295 nm
(Chattopadhyay, 2004). Embora os residuos de tirosina e fenilalanina sao
fluordforos naturais das proteinas, o triptofano € o aminoacido mais utilizado para
os estudos de fluorescéncia de proteinas. Em proteinas que contém os trés
aminoacidos, a observacdo da fluorescéncia da tirosina e fenilalanina é
geralmente complicada devido as interferéncias do triptofano. Por tanto, o termo
“florescéncia natural das proteinas” esta associado geralmente a fluorescéncia do
triptofano. Os residuos de triptofano servem como sondas intrinsecas e
especificas para estudar a dindmica e estrutura das proteinas . Estes residuos
geralmente estdo em 1% nas proteinas. A fluorescéncia pura do triptofano pode
ser medida por excitagdo a 295 nm porque a tirosina ndao absorve em este
comprimento de onda (Chattopadhyay, 2004).

O residuo de triptofano tem uma cadeia lateral inddlica grande composta
de dois anéis aromaticos. De fato, a cadeia lateral do triptofano é a de maior
volume quando comparada com a cadeia lateral de todos os outros aminoacidos,
com um volume de 228A% Em termos moleculares o triptofano é o Unico
aminoacido capaz de estabelecer ambos os tipos de interagcdes polares e

hidrofobicas. Esse comportamento € devido a que possui um grupo polar —NH
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capaz de formar ligagdes de hidrogénio, mas apresenta também a maior area de
superficie nao-polar disponivel entre todos os aminoacidos. A fluorescéncia do
triptofano é altamente sensivel a polaridade do ambiente, e mudancas no espectro
de emissao a comprimentos de ondas mais baixos podem ser relacionados com
aumento da hidrofobicidade. Mudangas no espectro de emissdao do triptofano
podem ser em resposta a transigdes conformacionais das proteinas, associacao
de subunidades, presenca de ligantes ou desnaturagdo, sendo que todos estes
processos afetam o ambiente que esta em volta do anel inddlico.

O apagamento de fluorescéncia € operacionalmente definido como a
reducdo da intensidade de fluorescéncia medida quando um fluoréforo interage
com outra molécula ou grupo chamada apagador (Moller, 2002). Depois da
absorcdo de um féton e antes da emissao de radiagcdo, a molécula fluorescente
permanece em estado excitado por um curto periodo de tempo (Moller, 2002). Se
acontecer uma interacdo no estado excitado entre o fluoréforo e o apagador, o
fluoroforo excitado pode ser desativado antes que aconteca a emissao de luz. A
magnitude do apagamento depende das concentragées da molécula apagadora
nas proximidades do fluoréforo (Chattopadhyay, 2004). O fato de que o
apagamento de fluorescéncia depende da proximidade (acessibilidade) do
fluoréforo a molécula apagadora tem sido muito utilizado para estudar a topologia
(na superficie ou enterrados) dos residuos de triptofano em proteinas e peptideos
soluveis. Moléculas de iodo, oxigénio e acrilamida podem ser usadas como
apagadores da fluorescéncia do triptofano. Devido a diferencia de tamanho e
carga de estas moléculas, o apagamento da fluorescéncia intrinseca de proteinas
pode ser usado para diferenciar a localizacdo de residuos de triptofano e também
estudar mudancgas conformacionais das proteinas (Moller, 2002).

A intensidade de emissdo de residuos de triptofano localizados na
superficie da proteina deve diminuir fortemente em presengca de um apagador
carregado e soluvel em agua como o iodo. Por outro lado, a emisséo de residuos
de triptofano enterrados na proteina sera menos afetada. A determinacdo de Amax

de emissdo e o apagamento por iodo de triptofano tanto em solugédo quanto
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formando parte de uma proteina permitem estudar a acessibilidade diferencial dos
residuos de triptofano.

O apagamento é determinado mediante a relagdo entre a fluorescéncia
da amostra contendo o apagador (definido como F) e a fluorescéncia da mesma
amostra sem a molécula apagador (Fp). O padrao de variagao entre F/ Fp como
uma funcado da profundidade do apagador é utilizada para calcular a profundidade
do fluoroforo.

A deteccdo de fluorescéncia é realizada em um espectrofluorimetro que
permite selecionar o comprimento de onda de excitacdo da amostra, e varrer o

espectro de emissdo a 90° em relacao ao feixe de excitagao.

Espalhamento de raios X a baixo angulo (SAXS)

Muitos trabalhos de caracterizagdo estrutural de macromoléculas sao
realizados mediante difracdo de raios X de amostras formando cristais. Entretanto,
muitas proteinas ndo podem ser cristalizadas. Técnicas baseadas na analise do
espalhamento de radiagao de amostras soluveis em solugao sao ferramentas uteis
para estudar a estrutura e forma de estas macromoléculas.

Na técnica de SAXS a radiacdo X € espalhada por uma amostra e o
padrao de espalhamento resultante é analisado fornecendo informacgdes
estruturais dos componentes da amostra. O espalhamento de luz a baixo angulo é
uma técnica poderosa na determinagcédo de tamanho, forma e estrutura interna de
particulas poliméricas na faixa de tamanho entre poucos nm e aproximadamente
200 nm (Guinier, 1939); (Glatter, 1982). SAXS é fundamentalmente aplicado em
sistemas de estruturas orientadas randomicamente de dimensdes coloidais tais
como latex, agregag¢des supramoleculares como as micelas, proteinas, polimeros
naturais ou sintéticos dispersos em solugéo ou precipitados em materiais amorfos.

Espalhamento de raios X a baixo angulo de macromoléculas biologicas
fornece informacgéo sobre a forma geral da molécula mediante a interpretacao de
parametros como o radio de giro, peso molecular e volume. A maior vantagem
desta técnica esta na capacidade de fornecer informagdes estruturais sobre

sistemas parciais ou completamente desordenados. O SAXS permite estudar a
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estrutura de particulas nativas em ambientes proximos ao fisiolégico e analisar
mudancas estruturais em resposta a variagées nas condi¢cdes externas.

A técnica de espalhamento de raios X cumpre 0s mesmos principios
fisicos que o espalhamento estatico de luz. O campo elétrico da onda incidente
induz oscilagdes dipolo no atomo. As cargas aceleradas geram ondas secundarias
que se somam a longa distancia a amplitude de espalhamento total. Todas as
ondas secundarias tém a mesma frequéncia, mas diferentes fases causadas pela
diferencia de trajetdria.

A Figura 5 mostra uma representagao esquematica sobre o principio de
espalhamento. O raios-X produzido pela fonte T, indice na amostra e pequena
fracao desse feixe é espalhado em outras diregbes (angulo 6 representa a diregéo)
e o detector D mede a intensidade de espalhamento (quadrado da amplitude de

espalhamento) e é dependente do angulo de espalhamento.

Figura 5. Principio de espalhamento. (T) origem do feixe de raios X; (S) centro espalhador;
(D) detector.

A Figura 6 mostra o calculo da diferencia de fases entre duas ondas
secundarias espalhadas pelos centros O e P da molécula. Esta figura ilustra como
a diferencia de fases 6 entre as ondas de espalhamento nos pontos O e P na
particula pode ser calculada. A diferencia de fases entre as duas ondas
espalhadas pelos dois pontos espalhadores poderia ser g - r. onde A € o

comprimento de onda.

ol

g =q| =7"‘_~,mw:3}
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8 g=5-5,
g

g = |r;'| =2- |a| sin(f/2) = i-s]nfh’f’l}

L

Figura 6. Calculo das diferentes fases & entre as ondas desde a fonte até os pontos
O e P na particula. No esquema S e S, sao vetores unitarios nas dire¢gées de espalhamento e
do feixe incidente, respectivamente, e P é separado de O pelo vetor r, 0 representa o dngulo
de espalhamento e q o vetor de espalhament

Em experimentos de SAXS, os raios X espalhados a partir de uma solugao
de uma macromolécula pura sdo de alta energia e nao espalham muito, por tanto
o espalhamento acontece a baixo angulo. Os dados de espalhamento de raios X
sao coletados em 15 graus. O espalhamento cumpre com a Lei de Bragg (sen 6 =
A/ 2d, onde 6 € o angulo de espalhamento e da distancia entre os planos
espalhadores. Enquanto menor é o angulo, maior € a distancia entre os pontos

espalhadores. Isso explica a menor resolucao da técnica de SAXS.

A partir da anadlise da intensidade do espalhamento nos diferentes angulos
de espalhamento pode ser obtida informagdo sobre a estrutura da amostra. A
intensidade espalhada () € registrada como uma fungdo do éangulo de
espalhamento (Glatter, 1982). A baixos angulos (resolu¢do de 2 a 3 nm), os raios-
X sao insensiveis a estrutura interna e o espalhamento é essencialmente dado

pela forma da particula. A intengdo da analise ab initio obtida através dos dados
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de SAXS é recuperar a estrutura tridimensional através do padrdao de
espalhamento unidimensional.

A amplitude de espalhamento dependente do angulo e esta relacionada
com a distribuicdo da densidade eletrénica p(r) do espalhador por uma
transformada de Fourier. p(r) € o numero de elétrons por unidade de volume na
posigao r. O elemento volume dV em r contem p( r )dV elétrons. A amplitude de

espalhamento de todo o volume irradiado V esta determinado por:

Alg)= 4, - [;){J: e " dF
L
Onde A representa a amplitude de espalhamento de um elétron.

Quando as particulas estdo no vacuo, a amplitude de luz espalhada é

proporcional a densidade eletrbnica das particulas. Porém, quando as particulas
analisadas estdo dispersas em uma matriz, a diferenga entre a densidade
eletrbnica da particula e da matriz € que influencia na amplitude de luz espalhada.
Essa diferengca € chamada de contraste de densidade eletrébnica e € um dos
principais parametros da amostra quando a técnica de SAXS é utilizada.
Para os calculos anteriores assume-se que a amostra € anisotropica quando na
realidade as particulas sédo estatisticamente isotrépicas sem que exista ordem
quer dizer, sem que exista uma correlacdo entre as particulas a grandes
distancias. Outra aproximagdo é que se considera que as particulas estdo
embebidas em uma matriz homogénea com uma densidade p(r) quando na
realidade nao sdo homogéneas. A densidade eletrdnica pode ser descrita como a
diferencia da densidade eletrénica Ap = p - po, que pode ter valores negativos ou
positivos. As proteinas podem estar muito diluidas ou ndo na solugao, possuindo
assim certa correlagédo espacial que influencia a intensidade espalhada.

A férmula geral que descreve o padrdao de espalhamento de qualquer

sistema é:

in y
l,(q)=4x | /(r Jkr (gr }I'_EJ'"."

0 qr
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Onde y(r) € chamado fungao de correlagao ou fungao caracteristica.

Quando q = 0, todas as ondas secundarias estdo em fase, entdo pose se
esperar que lg(0) seja igual ao quadrado do numero total de elétrons no volume
espalhado Vp. Entretanto, esta quantidade ndo estd disponivel
experimentalmente. Sy, pode ser estimada mediante a aproximacao de Guinier.

A lei de Guinier é a relagao mais util em analise de SAXS porque permite
obter a Rg? e 1o(0) a partir dos dados de espalhamento na regido de menor angulo

de espalhamento:

7 el

”f
Io(q) = 1,(0)expl |

A funcado de espalhamento de uma cadeia polipeptidica em diferentes
regides de g pode ser relacionada esquematicamente a resolugao espacial: para
regides baixas de q (q < 1/ Rg), o espalhamento do polimero se estuda como um
objeto na totalidade e podem ser calculados parametro estruturais como tamanho
e peso molecular. A intensidade de espalhamento obedece a lei de Guinier. A
Figura 7 apresenta as fungbes de espalhamento correspondente com as
diferentes regides validas de q:

O experimento para obtencdo dos dados consiste em direcionar um feixe
de radiacdo para a amostra e medir a variagcdo de intensidade espalhada em
funcdo do angulo de espalhamento. Essa radiagdo deve possuir comprimento de
onda bem definido na faixa de raios-X, entre 0,5 e 2 A, ter uma boa colimacéo e
alta intensidade. Esta técnica fornece informacdes estruturais de flutuacdes ou
heterogeneidades da densidade eletrbnica com dimensdes caracteristicas da
ordem de 10 a 1000 A. O espalhamento de raios-X a baixos angulos somente é
observado, quando as amostras analisadas apresentam heterogeneidade em sua
densidade eletrénica (Glatter, 1982).
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Figura 7: Funcdo de espalhamento nas diferentes regides de q.

Variagbes na forma, tamanho e estrutura das particulas do sistema
analisado, sao refletidas na funcdo de espalhamento I(q) (a intensidade de onda
espalhada em funcdo do espaco reciproco) e na funcdo de distribuicdo de
distancias p(r).

Qualquer efeito de concentragdo pode levar a erros indesejaveis nas
determinacado dos parametros das particulas em analise. O problema pode ser
solucionado através de medidas de fungcbes de espalhamento I(q) para amostras
em diferentes concentragdes, normalmente de 1-2 mg/mL até 50 mg/mL. O efeito
da concentracdo pode entdo ser representado num grafico das curvas de
espalhamento divididas pela concentragao utilizada em cada determinagcdo. Em
alguns casos pode ser impossivel fazer experimentos variando-se a concentragao
das amostras, ja que a estrutura de algumas particulas pode ser dependente de
sua concentracdo. A visualizacdo e manipulacdo de estruturas atomicas e
modelos de baixa resolugao, a partir de modelos de alta resolugao, é obtida
através de programas como, por exemplo, o CRYSOL e o GNOM entre outros.

Quando n&o se tém modelos de alta resolugdo para comparacdo, parte-se para

139



Anexo 1: Revisdo sobre técnicas estructurais utilizadas no trabalho

uma analise mais cuidadosa, utilizando-se a fungao p(r) para inferir a curva
experimental dada pelos programas CREDO, DAMAVER, DAMIM, entre outros.

Durante os experimentos de SAXS, um raio X de alta intensidade,
monocromatico e colimado é espalhado por um capilar de 1 mm que contem uma
solucdo de proteinas. O detector esta no final de uma camara de vacuo. Se os
raios X passarem a través do ar, poderiam ser espalhados por as moléculas de
gas criando erro nos dados coletados. Para evitar este fenbmeno sdo usadas duas
camaras, uma camara grande (2 m de comprimento) para medir angulos de
espalhamento até 1 grau; e uma camara pequena (30 cm) para medir angulos de
espalhamento de 15 graus. Um para-raio de chumbo é colocado enfrente do feixe
para evitar que raios de alta intensidade cheguem ao detector. A intensidade dos
raios X € medida antes e depois da passagem por a amostra. As imagens s&o
armazenadas num computador.

A analise das imagens envolve varios passos. Primeiramente, deve ser
determinado o centro do feixe. Uma vez determinado, o para-raio deve ser retirado
da imagem. O centro do feixe € uma fonte importante de informagéo ja que a
quantidade de raio X espalhado depende do angulo do raio X. Esse angulo esta
determinado pelo comprimento do tubo e pela distancia afastada do centro do
feixe. Se os dados sao analisados sem tirar os efeitos do para-raio, a sombra do
para-raio pode diminuir artificialmente a média de intensidade nos anéis que estao
parcialmente cobertos pelo para-raio. Posteriormente o sinal produzido por o
tampao da proteina (background) deve ser subtraido da imagem. O tampao (que
contém a solugdo de proteina) apresenta moléculas que equilibram as proteinas
mantendo-as na forma estavel.

Entretanto, as moléculas do tampao também espalham raios X. Essa é a
razao pela qual se deve subtrair a contribuicdo do espalhamento do tamp&o do
espalhamento da amostra. Calcula-se a média dos dados da imagem circular da
amostra resultando em um grafico de intensidade versus distancia do centro do
feixe. A distancia do centro do feixe é convertida em q, uma dimensio no espaco
reciproco. Um grafico de g® versus log natural da intensidade pode ser usado

para determinar a forma da molécula.
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Depois destes tratamentos dos dados, pode-se calcular a média dos
valores de espalhamento. A média é calculada em circulos equidistantes do centro
do feixe. Cada circulo esta a diferente angulo de espalhamento. Isso reduz o
objeto tridimensional a uma dimensao. A molécula esta em movimento na solugao
espalhando em qualquer orientagcdo. Este fato sugere que os dados podem ser
utilizados para determinar o raio de giro e o espago que a molécula ocupa. Esses
calculos podem ser feitos mediante a conversao da distancia do centro do feixe a
g, onde q é uma medida da resolugdo do espalhamento medida em A™'. Um
grafico de g? versus log natural da intensidade determina a regido de Guinier. A
inclinagcao da regidao de Guinier esta relacionada com o raio de giro mediante a
seguinte relacdo chamada Lei de Guinier:

| (h)=1(0) - e —-R?q?/ 3. A regido de Guinier esta limitada a q < 1/R.

Entretanto, antes de determinar o raio de giro, a intensidade deve ser
checada. A intensidade do raio durante uma imagem é comparada com a
intensidade de outra e escalada criando um fator de correcdo. A média das
intensidades € multiplicada por esse fator de correcdo. A partir dai todos os
espalhamentos de uma mesma amostra podem ser corrigidos. Posteriormente

pode ser calculado o raio de giro.

Cristalografia de proteinas

A cristalizagao de moléculas em solugdo € um fenédmeno reversivel cuja
cinética especifica e parametros termodinamicos dependerdo das propriedades
fisico-quimicas do solvente e do soluto envolvidos. Sob condi¢des de
supersaturacao o sistema é dirigido para um estado de equilibrio em que o soluto
€ dividido entre uma fase soluvel e uma fase sélida. As moléculas individuais
perdem a liberdade de translagdo e de rotacdo, diminuindo assim a entropia do
sistema. Simultaneamente, essas moléculas formam novas interagcdes quimicas
estaveis reduzindo assim a energia livre do sistema e fornecendo a forga motriz
para o processo de ordenagao das moléculas.

A estratégia usada para induzir a cristalizacdo de macromoléculas é levar

o sistema vagarosamente a um estado de solubilidade minima alcangando um
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limitado grau de supersaturagédo. Ao mesmo tempo, os componentes variaveis do
sistema devem ser gradualmente ajustados para propiciar condigdes nas quais a
interagbes de macromoléculas com as vizinhas seja o evento mais favoravel.
Como em todo sistema termodinamico, durante a cristalizacdo, o equilibrio é
atingido mediante a minimizagcdo da energia livre. Em um processo de
cristalizacdo, a minima energia livre € atingida quando as moléculas séao
organizadas num motivo simétrico e periodicamente repetitivo no estado sélido:
um cristal.

Para a formacdo de um cristal, o numero de interagcbes de carga (atracéo),
estéricas, de hidrofobicidade e interagdes hidrofilicas, sdo maximizados enquanto
as interagdes repulsivas sdo minimizadas. Para macromoléculas bioldgicas, que
existem predominantemente em meio aquoso, um minimo de energia livre é
alcangado quando elas estdo totalmente solvatadas. Em solugdes extremamente
concentradas, onde nao existe agua suficiente para manter a hidratagdo, as
moléculas podem-se agregar em precipitados amorfos ou podem cristalizar.

O processo de cristalizagdo pode ser dividido em duas fases, uma
primeira fase de nucleagdo e uma segunda fase de crescimento. Durante a
nucleacao, as moléculas de proteina devem ultrapassar uma barreira de energia
para formar um agregado periodicamente ordenado de tamanho critico que possa
sobreviver no sentido termodinamico. A fase de crescimento € atingida quando o
estado solido se torna mais atrativo termodinamicamente para as moléculas
individuais que estdo soluveis. Para promover qualquer um dos estados, uma
condicdo de supersaturacdo deve ser criada na solugdo mae ou meio de
cristalizagdo. A supersaturacido € um estado de nao equilibrio caracterizado por
uma tendéncia para formar uma fase sélida. Durante esta fase, aumenta a
proporcao de material neste estado até ser restaurado o equilibrio, isto €, até a
saturacao (ou equilibrio de concentragao).

A formacgao de um cristal depende de propriedades quimicas da proteina
bem como de suas interagcdes num dado solvente. Assim uma caracterizacao

fisico-quimica das condi¢des de cristalizagdo de uma proteina requer uma extensa
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lista dos constituintes quimicos da solugédo e o conhecimento de como eles
mudam com a temperatura e o pH da solucéo.

Existem varios parametros durante o processo de cristalizacado que afetam
a solubilidade das proteinas como sé&o a temperatura, a carga liquida da proteina,
a forga ibnica da solugao, a natureza do agente precipitante, a constante dielétrica,
etc.

Um fator determinante no processo de cristalizacdo € a concentracédo da
proteina, a escala mais comum €& entre 5 — 30 mg/ml. Quanto maior for a
concentragao de proteinas, maior porcentagem de supersaturacéo possibilitando a
nucleacado e a formagao de cristais. Esta condicdo de supersaturacdo pode levar
também a formacéo de agregados amorfos.

Existem varios métodos de cristalizagdo, entre eles cristalizacdo em
Batch, dialise, difusdo liquido- liquido, cristalizagdo induzida por temperatura,
cristalizagao induzida por pH e difusao de Vapor.

O método de cristalizagdo por difusdo de vapor consiste em colocar
concentragbes de um agente cristalizante no reservatorio duas vezes maior que
na gota contendo a proteina. Em estas condigdes, a proteina comecgara o
processo de cristalizacdo em um estado insaturado. O sistema é fechado, de
forma tal que equilibrio € atingido por a difusdo de espécimes volateis (agua ou
solventes organicos) até a pressdo de vapor da gota se igualar com a do
reservatorio. Se o equilibrio é alcangado por a saida de agua da gota para o
reservatorio, o volume da gota diminui e consequentemente, a concentragcdo de
todos os constituintes da gota aumenta. Estas condigbes podem facilitar o
processo de supersaturagao.

O método de difusao de vapor requer de pouca quantidade de proteina e
€ ideal para a varredura de diferentes condigdes.

Uma vez cristalizada a proteina procede-se a difracdo de raios X. O
padrao de raios X fornece informacéo sobre a intensidade das ondas espalhadas
a partir dos diferentes planos do cristal. A amplitude da onda em proporcional ao
quadrado da intensidade medida no detector. Para calcular a densidade eletrénica

na posicao (xyz) da célula unitaria do cristal precisa-se determinar a contribuicdo
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de todos os planos hkl, que pode ser expresso como: densidade eletrbnica em
(xyz) = a somatdria das contribuicbes no ponto (xyz) de todas as ondas
espalhadas a partir dos planos (hkl) cujas amplitudes dependem do numero de

elétrons no plano, além da correta relagao de fases:

oxyz) = 1/V Y | Fuul explicy) exp(—2mihx + ky + 1z)

onde V é o volume da célula unitaria e ang € a fase associada com a amplitude do
fator de estrutura. Experimentalmente podemos medir as amplitudes, mas as
fases sao perdidas no experimento (Figura 35). Esse constitui o problema das

fases.

Padrao de difragao Mapa de densidade
eletronica

Cristal Problema das i A
fases

Feixe raio X Ikl v

Figura 8. Esquema do processo de resolugao de estruturas por cristalografia de raios X.

Existem varios métodos para resolver o problema das fases: Substituicao
Molecular que ¢é utilizado quando existe uma a estrutura resolvida de uma proteina
homologa; Substituicdo Isomorfica Multipla (MIR) e Dispersdo Anémala de
Multiplos Comprimentos de Onda (MAD). Estes dois ultimos precisam da incluséo
no cristal de atomos pesados. Os métodos de MIR e MAD utilizam diferentes
propriedades dos atomos pesados.

MIR baseia-se no aumento da intensidade das reflexdes difratadas pelo
atomo pesado. Coletam-se dados de difracdo a partir do cristal nativo e do cristal

derivado (contendo o atomo pesado). A partir desses dados pode ser calculada a
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posicao dos atomos pesados na célula unitaria mediante a funcado de Patterson e
calcular o fator de estrutura. Com essas informacgdes pode ser calculado o fator de
estrutura da proteina nativa e posteriormente o mapa de densidade eletronica.

MAD utiliza a capacidade dos atomos pesados de absorver raios X de
comprimentos de ondas especificos. Os atomos pesados apresentam
espalhamento anémalo quando o comprimento de onda esta perto da borda de
absorcdo. Primeiramente é obtido o padrdo de difracdo do cristal nativo que
posteriormente € submetido a diferentes métodos para a inclusdo de atomos
pesados. Uma vez obtido o cristal derivado sao obtidos padrées de difracdo a
diferentes comprimentos de onda incluindo comprimentos de onda proximos a
borda de absorg¢do. O sinal anémalo € utilizado para calcular as fases do cristal
derivado e com isso podem ser calculadas as fases do cristal nativo. Com a
estimativa das fases pode ser calculado o mapa de densidade eletronica.

Uma vez calculado o mapa de densidade eletrénica pode ser construido o

modelo e posteriormente passar ao processo de refinamento desse modelo.
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