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RESUMO  

Moniliophthora perniciosa é um fitopatógeno de grande importância 

econômica no Brasil, em especial na região do sul da Bahia, por causar a doença 

do cacaueiro conhecida como Vassoura de Bruxa. Esse fungo possui um ciclo de 

vida hemibiotrófico, apresentando duas fases distintas: a primeira 

biotrófica/parasítica e a segunda saprotrófica/necrotrófica.  

O banco de dados gerados pelo projeto genoma Vassoura de Bruxa vem 

sendo estudado com o intuito de desvendar as vias metabólicas utilizadas pelo 

patógeno na colonização do cacaueiro. Curiosamente, foi verificada a expressão 

de um gene similar a taumatina pelo fungo. As taumatinas de plantas são 

expressas durante a resposta hipersensitiva (HR) em interações planta-patógeno, 

sendo classificadas como PR-5 (pathogenesis related protein). Taumatinas 

possuem atividade antifúngica e são capazes de clivar β-glucanas. Uma nova 

função foi descrita para uma taumatina de trigo: a de inibição de xilanase. 

Recentemente, as taumatinas vêm sendo estudadas também em nematódeos, 

artrópodos e fungos. 

 O trabalho aqui descrito visou à clonagem do gene de M. perniciosa similar a 

taumatinas MpTLP1 e a expressão da proteína recombinante MpTLP1, bem como 

o estudo da expressão desse gene durante o desenvolvimento de M. perniciosa. 

Análises de Northern blot mostram que esse gene é induzido quando o fungo é 

incubado com extrato de cacau e ácido salicílico. Dados de Real time PCR 

mostram que esse gene é mais expresso na fase biotrófica do fungo. Esses 

resultados sugerem a participação de MpTLP1 na interação planta-patógeno.  

MpTLP1 foi expressa em E.coli e renaturada a partir de corpos de inclusão. A 

proteína renaturada não apresentou atividades antifúngica e β-glucanolítica. Esses 

resultados podem ser atribuídos a sua renaturação ineficiente, ou pelas suas 

diferenças estruturais com relação a outras TLPs com atividade antifúngica e β-

glucanolítica. Algumas características de MpTLP1 podem indicar que essa 

proteína possa ser um inibidor de xilanase ou de outras enzimas que clivam 

parede celular. 
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Abstract 

 
 

ABSTRACT 

Moniliophthora perniciosa is a phytopatogen that has economical importance 

in Brazil, particularly in the south of Bahia, because this fungus causes the disease 

in cacao known as Witches’ Broom disease. This fungus is a hemibiotrofic 

pathogen that has two distinct stages: a biotrophic (or parasitic) and a necrotrophic 

(or saprotrophic). 

The database generated by the Witches’ Broom genome project has been 

studied in order to unravel the metabolic pathways used by the pathogen during 

the colonization of cacao. Curiously, it was detected the expression of a gene 

similar to thaumatins in M. perniciosa. Plant thaumatins are expressed during 

hypersensitive responde (HR) in plant pathogen interactions, being classified as 

PR-5 (pathogenicity related protein class-5). Thaumatins have antifungal and β-

glucanolitic activities. Recently, a new wheat thaumatin-like protein was described 

as a xylanase inhibitor. Thaumatins from nematodes, arthropods and fungi have 

also been characterized. 

This work aimed the cloning of the M. perniciosa thaumatin like-gene 

MpTLP1, the expression of the recombinant protein MpTLP1, as well as at the 

characterization of its gene expression during the development of M. perniciosa. 

Northern blot analysis shows that MpTLP1 expression is induced when the fungus 

is incubated with cacao extract and salicylic acid. Real time-PCR data show that 

MpTLP1 is more expressed in the biotrophic stage of the fungus. These results 

suggest the participation of MpTLP1 in plant-pathogen interaction.  

MpTLP1 was expressed in E. coli and refolded from inclusion bodies. The 

refolded protein did not have antifungal or β- glucanolytic activity. These results 

can be attributed to an inefficient refolding or to structural differences in relation to 

other TLPs that have antifungal and β- glucanolytic activity. Some MpTLP1 

features may indicate that this protein inhibits xylanases or other enzymes that 

cleave cell walls.  
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BMGY: extrato de levedura 1%, peptona 2%, fosfato de potássio pH6.0 100mM, 
YNB 1.34%, biotina 4x10-5% ,glicerol 1% 
 
BMMY: extrato de levedura 1%, peptona 2%, fosfato de potássio pH 6.0 100mM,  
YNB 1.34%, biotina 4x10-5% ,metanol 0,5% 
 
CTAB: CTAB 5%; NaCl 1,4 M; EDTA 20 mM; Tris- HCl pH 8,0 100 mM; PVP 1% 
 
Drop out: 0,5g Adenina, 0,24g L- arginina, 1,2g ácido L- aspártico, 1.2g  ácido L- 
glutâmico, 0,36g L- lisina, 0,24g L- metionina, 0,6g L- fenillananina, 4,5g L- serina, 
2,4g L- teotronina, 0,18g L-tirosina, 1,8g L-valina, H2O qsp 100 ml. 
 
LB: Triptona 10g/l, extrato de levedura 5g/l, NaCl 5g/l (15 g/l ágar para meio sólido) 
 
MD: YNB 1,34%, Biotina 4x10-5%, dextrose 2%.   
 
Meio biotrófico de manutenção: 5 g/l extrato de levedura, 1 ml/l MPR trace 
minerals, 50 ml/l glicerol, 2,5 g/l K2HPO4 
                                                                                                                   
Meio Malte: 5 g/l de extrato de levedura, 17 g/l de extrato de malte. Para meio 
sólido adicionar 2% de Agar 
 
Meio mínimo de crescimento de micélios necrotróficos de M. perniciosa: 
0,05% KCl +0,05%  MgSO4, 0,15% KH2PO4, FeSO4 e ZnSO4 (traços) + 1% Glicose 
e 0,6% NaNO3) 
 
Meio para bolacha: 1% glicose; 1% NH4H2PO4; 0,02% KCl, 0,02% MgSO4�7H2O; 
0,5% extrato de levedura, 0,005% CuSO4�5H2O; 0,001% ZnSO4�7H2O e 1,5% agar 
 
Meio SC: 6,7 g/l YNB; 30 g/l glicose, 10 ml/l solução de triptofano 100x, 10 ml/l de 
solução de histidina 100x, 10 ml/l de solução de leucina 100x, 30 ml/l de Drop out. 
Para meio sólido, adiciona 30 g/l de Agar 
 
MPR trace minerals: 500mg FeSO4, 156mg MnSO4, 167mg ZnCl2, 200mg CoCL2, 
1ml HCl 19%, H2O qsp 100 ml. 
 
MM: YNB 1,34%, Biotina 4x10-5%, metanol 0,5% 
 
Reagente A (Somogyi): 4 g/l CuSO4, 24 g/l Na2CO3 anidro, 16 g/l NaHCO3, 12 g/l 
Tartarato de Na e K, 18 g/l Na2SO4 anidro 
 
Reagente B (Nelson): 50 g/l de molibdato de amônio anidro, 42 ml/l de H2SO4 
concentrado, 60 g/l de NA2HASO4 
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Solução de bloqueio (Western blot): 5% leite em pó, TBS 1X, pH7,4 
 
Solução de depurinação (Southern blot): HCl  0,25 M  
 
Solução de desnaturação (Southern blot): NaOH 0,4 M; NaCl 0,6 M  
 
Solução de neutralização (Southern blot): NaCl 1,5 M; Tris-HCl 1 M pH 7,5 
 
Solução reveladora (Western blot): 1 tablete de 3-amino-9-ethycarbazole diluído 
em 2,5 ml de dimetilformamida, água qsp 50ml + 25µl de 30% H2O2. 
 
Solução Z: 60 mM Na2HPO4, 40 mM NaH2PO4, 10 mM KCl, 1 mM MgSO4  contendo 
5mg/ ml de X-gal  
 
SSC 20X: 175 g/l NaCl, 88 g/l citrato de sódio, pH7,0  
 
SSPE 20X:  204,4 g/l NaCl; 40 ml/l EDTA 0,5M; 27,6 g/l NaH2PO4. H2O, ajustar pH a 
7,7 
 
TAE (50x): 242 g Tris base, 57.1 ml ácido acético, 100 ml 0.5M EDTA, H2O qsp 1l, 
pH to 8.5. 
 
TBS (Western blot):10mM Tris-HCl pH 7,5; 150 mM NaCl 
 
Tampão de hibridação (Northern blot): 50% de formamida; 0,12M de Na2HPO4 
(pH 7,2); 7% SDS; 0,25 M NaCl; 1 mM EDTA; 10% PEG (8000 kDa) de DNA de 
esperma de salmão (10mg/ml) 
 
Tampão de hibridação (Southern blot): 2X SSPE; 1X SDS; 0,5% Blotto, 10% 
Dextran Sulfato, 200µl de esperma de salmão (100 μg/μL) 
 
Tampão de lise: 0,1M NaPI + 1% triton X100 
 
Tampão de transferência para Western blot: 3 g/l Tris base, 14.5 g/l glicina, 200 
ml/l metanol. 
 
Tampão para MpTLP1: solução em que ela se apresenta em forma solúvel, 
utilizada em todos os testes: 50 mM Tris pH 8,0; 19 mM CaCl2; 10 mM MgCl2 
 
YPD: 10 g/l extrato de levedura; 20 g/l peptona, 20 g/l dextrose (20 g/l ágar para 
meio sólido) 
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Introdução 

INTRODUÇÃO 
 

1.1 – O cacaueiro 

O cacaueiro (Theobroma cacao L) é uma árvore perene de pequeno porte (4 

a 8m de altura), pertencente à família Malvaceae, originária da região da bacia do 

Rio Amazonas e Orinoco (Purdy e Schmidt,1996) que também está presente na 

região dos Andes e em países da América do Sul e Central. Essa planta possui 

um caule liso e folhas grandes produzindo muitas flores pequenas que surgem em 

seu caule e ramos. Após serem polinizadas, as flores dão origem a um fruto 

grande e alongado, que carrega em seu interior cerca de 30 sementes envoltas 

por uma mucilagem doce (figura 1). As amêndoas são a principal matéria prima 

para a produção do chocolate e outros produtos, como a manteiga de cacau e o 

licor de cacau. Da polpa produzem-se sucos, cosméticos, bebidas finas, geléias e 

extrai-se a pectina.  

O cacaueiro é uma planta diplóide que contém 20 cromossomos. Existem 

duas variedades de cacaueiro originais: a Crioullo, que está presente a oeste dos 

Andes e México, e Forasteiro, presente no Brasil, leste da cordilheira dos Andes e 

Guianas. Um híbrido dessas duas espécies originou a variedade conhecida como 

Trinitário (Motamayor et al., 2002). Por ser uma cultura que necessita de solo fértil, 

umidade e de sombra oriunda de árvores mais altas, as lavouras de cacau são 

plantadas em meio a florestas nativas. As características de cultivo do cacaueiro 

fizeram com que ele se adaptasse bem na região sul da Bahia, transformando 

essa região na principal produtora brasileira, respondendo a 75% da produção 

nacional (Purdy e Schmidt,1996; Evans e Prior, 1987). Porém, essa cultura não 

está imune a doenças que prejudicam a sua produção. Dentre as principais 

doenças do cacaueiro destacam-se: (a) “podridão parda”, causada por oomicetos 

do gênero Phytophtora sp, (b) Monilíase, causada pelo fungo basidiomiceto 

Moniliophtora roreri, doença  que ainda não atinge o Brasil, mas sim alguns países 

próximos, como Peru, Colômbia, leva à perda de 25% da produção total nesses 

países, (c) “mal do facão”, causado pelo fungo ascomiceto Ceratocystis 

cacaofunesta e (d) “vassoura de bruxa”, causado pelo fungo basidiomiceto 

Moniliophthora perniciosa, considerada a principal doença do cacaueiro. 
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Figura 1: O cacaueiro e seu principal produto. A- árvores de cacau com frutos, B- destaque para 
as flores no cacaueiro, C- frutos de cacau, D- fruto de cacau cortado longitudinalmete, 5- Sementes 
(amêndoas) do cacau. 

1.2- Moniliophthora perniciosa e a Vassoura de bruxa 

Moniliophthora perniciosa (Stahel) Sing. é um fungo endêmico originário da 

região amazônica responsável pela principal doença do cacau, conhecida como 

vassoura de bruxa (Witche´s broom disease, WBD). Este fungo foi descrito por 

Stahel em 1915 como Marasmius perniciosus. Em 1942, o fungo foi reclassificado 

sendo transferido para o gênero Crinipellis, e renomeado para Crinipellis 

perniciosa (Stahel) Sing. O fungo pertence à família Tricholomataceae, ordem 

Agaricales, divisão Basidiomicota, e apresenta diferentes biótipos: o biótipo C, que 

infecta principalmente Theobroma sp e Herrania sp; o biótipo S, que infecta 

plantas da família Solanaceae; o biótipo B, que infecta Bixaceae; e o biótipo L ou 

liana saprotrófico, que coloniza uma variedade de substratos. Em 2005, o biótipo 

C sofreu uma reclassificação devido a estudos morfológicos e moleculares, 

passando a ser incluído no gênero Moniliophthora, sendo renomeado como 

Moniliophthora perniciosa (Aime e Phillips-Mora, 2005). Desde o início do século 

passado, o fungo tornou-se a principal limitação à produção de cacau na América 
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do Sul, parte da América Central e do Caribe. No final da década de 1980 

detectou-se a presença do fungo no Sul da Bahia, aonde encontrou condições 

favoráveis para seu desenvolvimento através da infecção do cacaueiro. M. 

perniciosa foi responsável pela perda de 70% da produtividade na cacauicultura 

brasileira, fazendo com que o Brasil passasse de exportador para importador de 

amêndoas de cacau. Atualmente, o Brasil é o quinto produtor mundial, já tendo 

ocupado a segunda posição.  

M. perniciosa possui um ciclo de vida hemibiotrófico (figura 2). Em um 

estágio o fungo é biotrófico (ou parasítico), com hifas monocarióticas, sem 

grampos de conexão, que se desenvolvem lentamente no apoplasto vegetal. O 

outro estágio é saprotrófico ou (necrotrófico), apresentando hifas dicarióticas com 

grampos de conexão, tendo desenvolvimento acelerado em tecidos necrosados ou 

mortos (Hedger et al., 1987).  

Seu ciclo infectivo se inicia quando esporos do fungo dispersos pela água 

ou ar encontram tecidos meristemáticos, almofadas florais ou frutos em 

desenvolvimento (Evans e Bastos,1979). Ao atingirem a superfície da cutícula ou 

base de tricomas, os basidiósporos germinam, emitindo tubos germinativos que 

invadem os tecidos através dos estômatos ou de lesões na cutícula (Silva e 

Matsuoka, 1999). Os micélios biotróficos crescem intercelularmente no fluido 

apoplástico, um meio considerado pobre em nutrientes (Pirovani et al., 2005). Esta 

colonização desencadeia alterações fenotípicas no hospedeiro que são os 

sintomas característicos da doença: clorose, crescimento hiperplásico e 

hipertrófico dos tecidos meristemáticos e perda da dominância apical que resulta 

em superbrotações e desenvolvimento anormal da planta. Esses ramos anômalos 

derivados dessa infecção são conhecidos como “vassouras verdes”. Tal aspecto 

está provavelmente associado a um desequilíbrio hormonal causado pelo 

patógeno na planta, mais especificamente a uma alteração da relação 

citocinina/auxina após a infecção. Quando a infecção se dá através dos pontos de 

inserção das flores ou inflorescências, ocorre a formação de frutos 

partenocárpicos que apresentam aspecto deformado (coloração negra e 

petrificação).  
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Figura 2: Esquema representativo do ciclo de vida do fungo Moniliophthora perniciosa: Os 
basidiomas produzem basidiósporos, que são transportados até os tecidos meristemáticos do 
cacaueiro e ali germinam. Na primeira fase da doença, o micélio biotrófico (monocariótico) infecta 
os tecidos vivos do hospedeiro. Após 6 a 9 semanas o fungo passa para a fase necrotrófica, com 
formação do micélio dicariótico (com grampos de conexão). O fungo permanece no tecido 
necrosado do hospedeiro, onde ocorre a formação dos basidiomas. Detalhe para diferenças 
morfológicas entre micélio necrotrófico novo e velho em crescimento in vitro. O micélio novo tem 
crescimento com aspecto cotonoso, enquanto em placas de micélio velho podemos observar a 
formação de anéis de crescimento, além de uma posterior secreção de um pigmento escuro.   

Após o início da necrose dos ramos infectados (denominados de vassouras 

secas), em torno de dois meses após a infecção, ocorre a mudança de fase de 

vida do fungo (de biotrófico para necrotrófico), quando se dá a dicariotização dos 

micélios. Por ser um fungo homotálico, essa transição ocorre sem a necessidade 

do cruzamento entre indivíduos. Depois da completa colonização nos tecidos 

mortos, o micélio necrotrófico dá origem aos basidiocarpos, que após períodos de 

seca e chuva, produzem basidiósporos, que ao serem levados pela água ou vento, 

reiniciam o ciclo de vida do fungo. A liberação dos basidiósporos acontece durante 

a noite, provavelmente pela sensibilidade dos esporos à luz ultravioleta. Somente 
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na fase necrotrófica do fungo, e em condições de alta umidade, os basidiósporos 

podem ser produzidos. Já que a proliferação do fungo depende de períodos 

alternados de seca e umidade, esse fungo se estabeleceu muito bem no estado 

da Bahia, que possui condições climáticas favoráveis para o desenvolvimento de 

basidiósporos durante o ano todo. 

Quando cultivado in vitro, o micélio necrotrófico de M. perniciosa apresenta 

duas fases distintas. A primeira, que chamamos de micélio novo, caracteriza-se 

pelo crescimento de hifas claras com aspecto homogêneo, sem formação de anéis 

de crescimento. A segunda fase chamada de micélio senescente, ou velho, tem 

como características o crescimento mais lento quando comparado ao estado 

anterior, apresentando a formação de anéis de crescimento, além da secreção de 

um pigmento escuro ao meio de cultura.     

 

1.3- Impacto socioeconômico da doença e o projeto Genoma Vassoura 
de Bruxa: 

Nos últimos anos, a produção mundial de cacau vem aumentando, e esse 

aumento representou um crescimento da produção em 38,86% entre 1993/94 e 

2003/04. O país que mais contribuiu para esse crescimento foi a Costa do Marfim 

que responde por 56% da produção de cacau africana e 46% da produção 

mundial. Entretanto, o perfil da produção brasileira não acompanha esse 

crescimento (figura 3). 
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Figura 3 : Principais países produtores de cacau.(CEPLAC) 

 

Como mencionado anteriormente, a vassoura de bruxa trouxe grandes 

problemas para os países produtores de cacau da América do Sul e das ilhas do 

Caribe (Evans, 1980; Purdy e Schmidt, 1996). A doença é originária da região 

amazônica e foi detectada no sul da Bahia em 1989 (Pereira et al., 1990). A partir 

de então, o Brasil teve sua produção anual de cacau drasticamente reduzida e sua 

participação no mercado mundial caiu drasticamente em poucos anos. Em 

1993/94 sua produção estava em 300 mil toneladas e a sua participação na 

produção mundial estava em 12,07% (figura 4). A produção atingiu seu menor 

índice em 1999/2000 com 123,5 mil toneladas participando com 4,01% da 

produção mundial.  
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Figura 4. Participação da produção brasileira de cacau na produção mundial (CEPLAC) 

Diante desta queda produtiva o Brasil passou de exportador a importador 

de cacau, o que refletiu também nos custos aumentados da produção nacional de 

chocolate. Além disso, com a produção comprometida, milhares de empregos 

diretos e indiretos deixaram de existir, causando sérios danos sociais na região sul 

da Bahia, afetando cerca de três milhões de pessoas. Muitos fazendeiros 

transformaram suas roças de cacau em pastos, o que contribuiu para a 

devastação da mata de cobertura dos cacaueiros.  

Os problemas sócio-econômicos e ecológicos causados pela vassoura de 

bruxa levaram à busca de estratégias de combate e controle da doença, 

destacando-se a utilização de técnicas de manejo, como a poda fitossanitária 

(Lima et al., 1991), o uso de fungicidas (Bastos, 1989), o controle biológico 

(Bastos, 1992) e o desenvolvimento de variedades de cacau resistentes (Pires, 

1995). Porém, nenhuma técnica conhecida até então se mostrou eficaz ao 

combate da doença.  

Os grandes produtores de cacau mundial vêm incentivando o 

desenvolvimento de métodos de manejo economicamente viáveis e 

ecologicamente corretos, como a adoção de recursos eficientes no controle de 
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pragas e doenças e a identificação de variedades resistentes. Dentre as 

organizações envolvidas estão: American Cocoa Research Institute, International 

Office of Cocoa and Chocolate - EUA, Centro Agronómico Tropical de 

lnvestigación y Ensenanza (CATIE) - Costa Rica, Centre de Coopération 

Internationale en Recherche Agronomique (CIRAD) - França, Institut Scientifique 

de Recherche Agronomique (INRA) - França e Comissão Executiva do Plano da 

Lavoura Cacaueira (CEPLAC) - Brasil. Além disso, as grandes indústrias 

produtoras de chocolate possuem grupos de pesquisa que buscam uma melhor 

compreensão sobre a fisiologia do cacaueiro e soluções para o melhoramento da 

qualidade das sementes. Dentre estas indústrias destacamos as multinacionais 

Mars & Mars (EUA), Kraft Foods (EUA), Nestlé (Suíça), Hershey´s (EUA) e a 

indústria nacional Garoto (Brasil), que foi recentemente adquirida pela Nestlé. 

Apesar dos grandes esforços no combate à vassoura de bruxa, havia pouca 

informação sobre os mecanismos dessa doença, até que no ano de 2000 foi 

lançado o Projeto Genoma Vassoura de Bruxa (www.lge.ibi.unicamp.br/vassoura), 

sob coordenação do Prof. Dr. Gonçalo Amarante Guimarães Pereira. A partir da 

aprovação desse projeto, o biótipo infectivo do cacaueiro (biótipo C, hoje 

Moniliophthora perniciosa) foi seqüenciado. O projeto vem fornecendo dados 

importantes sobre o tamanho do genoma (Rincones et al., 2003), sobre a 

diversidade genética do fungo (Rincones et al., 2006), sobre os mecanismos de 

ação do fungo durante a doença (Garcia et al., 2007; Ceita et al., 2007) e da 

bioquímica do cacaueiro durante a infecção (Scarpari et al., 2005). Estudos 

bioquímicos demonstraram que a vassoura verde apresenta uma grande 

quantidade de glicerol, o qual pode estar associado aos estágios iniciais do 

desenvolvimento da doença, já que esta fonte de carbono é praticamente ausente 

na vassoura seca (Scarpari et al., 2005). Meinhardt et al. (2006) desenvolveram 

um método de cultivo do fungo em seu estágio biotrófico, o que permitiu ao 

laboratório analisar a expressão de diversos genes durante essa etapa de 

desenvolvimento do fungo. Além disso, estudos demonstraram a produção de 

oxalato de cálcio (Rio et al., 2008) e de proteínas indutoras de necrose (García et 

al., 2007; Zaparoli et al., 2008) pelo fungo. Recentemente, dois artigos forneceram 
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dados importantes sobre as diferenças de expressão gênica entre os micélios 

biotróficos e necrotróficos de M. perniciosa (Rincones et al., 2008) e sobre a 

constituição do genoma deste patógeno (Mondego et al., 2008). A partir do uso 

dessas ferramentas e do conhecimento acumulado na execução do referido 

projeto, poderemos então criar estratégias de combate efetivas seja através de 

síntese de drogas inibitórias de proteínas patogênicas ou então pela manipulação 

genéti

., 2008), devemos 

continuar nossas buscas para um controle eficiente da doença.  

ca do patógeno e da planta. 

Recentemente, o agrônomo Edvaldo Sampaio desenvolveu um conjunto de 

técnicas de manejo que reduziram consideravelmente a incidência da vassoura-

de-bruxa e aumentaram a produção de cacau nos locais em que o método foi 

implementado. Dentre as técnicas desenvolvidas incluem-se o método 

denominado por Edvaldo de roletamento (corte da casca do caule), a adubação 

com uréia e a poda antecipada do cacaueiro (realizada nos meses de outubro a 

dezembro). Este procedimento leva à dessincronização do ciclo de vida do fungo 

em relação ao ciclo da planta, ou seja, na época de maior esporulação do fungo 

não há flores para infecção, pois estas já se desenvolveram em frutos. Outra 

importante técnica é a poda fitossanitária antecipada que impede a exposição dos 

tecidos meristemáticos (ramos em crescimento) ao período de intensa 

esporulação do fungo no campo. Convencionalmente, a poda é realizada na Bahia 

no período de janeiro a março, o que levava à produção de ramos em crescimento 

(tecido meristemático) justamente na principal época de produção de esporos de 

M. perniciosa (2º semestre). A adubação com uréia, além de fortalecer a planta, 

provavelmente induz a mudança precipitada do fungo para a fase saprotrófica 

impedindo que o patógeno complete seu ciclo de vida adequadamente e 

prejudicando assim o desenvolvimento da doença. Essas técnicas estão trazendo 

um efeito positivo na produção de cacau. Entretanto, como foi verificado que o 

fungo possui uma alta plasticidade transcricional (Rincones et al
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 de 

nutrien

as R e avr seria indireta (Dangl e 

Jones, 2001; Marathe e Dinesh-Kumar, 2003). 

.4- Mecanismos de interação planta-patógeno e M. perniciosa 

A interação planta-patógeno T. cacao- M. perniciosa vem sendo estudada 

para o esclarecimento da ação de proteínas efetoras de patogenicidade do fungo, 

assim como para a caracterização dos mecanismos de defesa da planta. Ceita e 

colaboradores (2007) relataram um aumento excessivo na produção de H2O2 em 

plantas de cacau suscetíveis inoculadas com esporos de M. perniciosa, produção 

esta que pode ser causada pela ativação de uma proteína da família das germinas 

(Oxalato Oxidase). Os autores também sugerem que este aumento de H2O2 

excedeu a concentração necessária para a indução da resposta de 

hipersensibilidade da planta caracterizada pela ocorrência de uma morte celular 

localizada, o que pode ter cooperado para o aumento da disponibilidade

tes no meio, induzindo a passagem do fungo para a fase necrotrófica.  

Rincones et al. (2008) descrevem a expressão diferencial de genes 

relacionados à patogenicidade durante o desenvolvimento de M. perniciosa, 

verificando uma maior expressão de proteinases e lipases no estágio biotrófico do 

fungo. Mondego et al. (2008) verificaram a presença de genes que codifcam 

proteínas secretadas ricas em cisteínas no genoma de M. perniciosa. 

Curiosamente, proteínas com essas características vêm sendo descritas como 

proteínas do tipo avr (avirulência) (Van den Ackerveken et al., 1993). Proteínas 

Avr podem sinalizar para a defesa da planta, caso interajam com proteínas 

produzidas por genes de resistência (R) do hospedeiro (Pinheiro et al., 1999). 

Essa interação é caracterizada como incompatível, indicando que a planta é capaz 

de resistir ao ataque do fungo. Por outro lado, se o patógeno não apresentar o 

gene avr, ou se a planta não possuir o gene R, ocorre uma interação compatível 

que significa que a planta está susceptível ao ataque do patógeno (Knogge, 1996; 

Nimchuck et al., 2003). Esse mecanismo conhecido como interação gene-a-gene, 

vem sendo suplantado pela “teoria do guarda”. Nesse caso, as proteínas 

sintetizadas por genes avr interagem com “proteínas-guarda”, que a partir dessa 

interação são reconhecidas pelas proteínas R, que então induzem a resposta de 

defesa. Assim sendo, a interação entre proteín
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Durante uma interação incompatível, ocorre morte celular programada nas 

células do hospedeiro que é desencadeada pela resposta hipersensitiva (HR). 

Essa resposta gera lesões necróticas próximas ao sítio de infecção que impedem 

que o patógeno se prolifere. A ativação da resposta da planta para o combate ao 

patógeno depende da eficiência do hospedeiro em reconhecer a presença do 

organismo invasor através de mecanismos de percepção de transdução de sinais, 

que envolvem alterações transitórias no fluxo de íons através da membrana 

plasmática, acúmulo de espécies reativas de oxigênio e de óxido nítrico (NO). A 

partir dessa cadeia de transdução de sinal ocorrem mudanças no estado de 

fosforilação de várias proteínas e que tem como conseqüência a ativação de 

fatores de transcrição no núcleo da célula vegetal, com subseqüente expressão de 

genes de defesa da planta. Após a infecção pelos patógenos, ocorre a sinalização 

de defesa sistêmica conhecida como SAR (Systemic acquired resistance) que 

confere uma resistência de longa duração e em alguns casos de amplo espectro, 

sendo efetiva contra doenças causadas por vírus, bactérias e fungos (Ryals et al., 

1996). SAR é uma das vias de defesa da planta que pode ter sua origem 

sinalizada pela HR, que cria várias rotas de defesa da planta, pois induz a uma 

rede de sinalizações celulares e à ativação de uma cascata de sinalização 

dependente de SA. O aumento do ácido salicílico pode ser notado de 4 a 6 horas 

após o inóculo de patógeno na planta, sendo detectado no floema após 8 horas de 

inoculação (Agrios, 1997).  

Algumas proteínas Avr são efetoras de patogenicidade podendo suprimir a 

ação de proteínas de defesa vegetal. A fim de que o patógeno obtenha sucesso 

na colonização do hospedeiro, ele precisa quebrar a barreira física para a 

colonização, e produzir proteínas e fitotoxinas que inativam ou bloqueiam a defesa 

da planta. Alguns exemplos são AVR2 e AVR4 de Cladosporium fulvum e AvrBs3 

de Xanthomonas sp  e coronatina de Pseudomonas syringae. AVR4 é produzido 

pelo patógeno C.fulvum no momento que ocorre sua interação com a planta. Essa 

molécula se liga à quitina da parede celular do fungo protegendo-a contra ação de 

quitinases produzidas pelo hospedeiro, garantindo assim sua integridade celular e 

aumentado sua virulência contra o hospedeiro (van Esse et al., 2007). Esse 
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mesmo organismo produz AVR2, que inibe PLCPs (papaína-like cisteína 

proteases), especificamente PIP1 e RCR3, que participam do sistema de defesa 

do tomateiro regulado por ácido salicílico (SA) (Shabab et al., 2008). Ainda em 

interações de tomateiro, Pseudomonas syringae produz uma fitotoxina chamada 

coronatina (COR), que é um análogo estrutural e funcional de jasmonato, 

suprimindo a defesa mediada por ácido salicílico (Uppalapati et al., 2007). E ainda, 

AvrBs3, uma família de genes efetores de Xanthomonas spp, que são capazes de 

suprimir HR e a expressão de proteínas de defesa (Fujikawa et al., 2006).   

As cascatas de sinalização via HR e SAR ativam a expressão de várias 

proteínas PRs (pathogenicity related proteins) que agem no combate contra os 

patógenos. As PRs são classificadas em 17 famílias, as quais podemos destacar a 

PR-1 (função desconhecida), PR-2 (β-glucanases), PR-3 (quitinases classe l) e 

PR5 (Taumatina) (Stinzi et al., 1993). Surpreendentemente, análise das 

seqüências de ESTs de M. perniciosa demonstraram que o fungo expressa um 

gene que codifica uma proteína similar a proteínas da família PR-5, as proteínas 

do tipo taumatina.  

 

   1.5 – Proteínas do tipo taumatina 

A taumatina é uma proteína monomérica de aproximadamente 22 kDa que 

contém oito pontes dissulfeto (Grenier et al., 1999). Essa proteína foi isolada de 

Thaumatococcus danielli, uma planta nativa da África. Atualmente, a taumatina é 

utilizada como adoçante industrializado e realçador de sabores, em alimentos e 

medicamentos no Japão, Inglaterra, Estados Unidos (Masuda et al., 2004; 

Hagiwara et al., 2005). No Brasil é utilizada na indústria animal como 

palatabilizante, para estimular o consumo do alimento (ração), principalmente para 

suínos. No dia 25 de fevereiro de 2008, foi publicado no Diário Oficial da União, a 

autorização da Anvisa para o uso de mais três edulcorantes em alimentos no 

Brasil, entre eles, a taumatina. A empresa NutraMax já possui um produto 

apresentado ao mercado brasileiro,  o edulcorante natural de taumatina DietMax, e 

em sua propaganda garante que se trata de um produto 100% natural (FiSA – 

Food ingredients South America, 2008). 
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As proteínas vegetais similares à taumatina (TLPs) pertencem à classe de 

proteínas de defesa de plantas denominadas PR-5. Entretanto, em sua maioria as 

TLPs não apresentam sabor adocicado (Benko-Iseppon et al., 2003). Segundo 

Kaneko e Kitabatake (2001), a característica doce apresentada pela taumatina tem 

uma forte relação com seus resíduos de lisina. Neste trabalho, foram efetuadas 

modificações gradativas em resíduos de lisina por fosfopirodoxilação. Essas 

proteínas modificadas foram submetidas a análises sensoriais, sendo verificada a 

perda do sabor doce. Após o reestabelecimento dos resíduos de lisina pela 

desfosforilação das fosfopirodoxilações, o sabor doce foi restabelecido. Foi 

sugerido também que a estrutura secundária da taumatina não está relacionada 

com o sabor doce, já que alterações em grupos carboxílicos da proteína não 

diminuíram seu sabor doce. 

 As TLPs podem ser induzidas por vários fatores de estresse, como infecção 

por fungos (Pritsch et al., 2000), ferimentos (Ruperti et al., 2002) e estresse por 

seca (Jung et al., 2005). Recentemente, Colditz et al. (2002) relataram em seus 

trabalhos que o silenciamento da PR-10 causou o aumento da expressão de 

outras PRs, incluindo PR-5, aumentando a tolerância de Medicago truncatula a 

infecção do oomiceto Aphanomyces euteiches.  

Recentemente, TLPs foram encontradas em outros organismos que não 

plantas. A expressão de TLPs foi verificada em fungos (Sakamoto et al., 2006; 

Wang e Ng, 2004) e em animais (Brandazza et al., 2004; Wang e Duman, 2006). 

Alguns estudos demonstram que TLPs exibem atividade anticongelante, como as 

AFPs (antifreeze proteins). Isso foi demonstrado através do isolamento de TLPs 

de centeio durante aclimatação ao frio (Hiilovaara-Teijo et al., 1999; Yu e Griffith, 

1999). Outros experimentos demonstraram que uma TLP da larva do besouro 

Dendroides canadensis agiria como realçadora da atividade de AFPs, interagindo 

com estas, formando complexos maiores que as AFPs sozinhas (Wang e Duman, 

2006) 

Estudos demonstram que as TLPs possuem atividade antifúngica (Hu e 

Reddy, 1997, Ye et al., 1999, Lam e Ng, 2001). Alguns relatos sugerem que esta 

atividade pode estar ligada a sua capacidade de hidrolisar β 1-6 glucanas (Grenier 
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et al., 1999). Porém, a atividade antifúngica pode não estar ligada à atividade 

hidrolítica, já que nem todas as TLPs capazes de inibir o desenvolvimento fúngico 

possuem a capacidade de hidrolisar glucanas (Van damme et al., 2002). 

Curiosamente, Narasimhan et al. (2005) verificaram que a proteína TLP de tabaco 

conhecida como osmotina se liga a receptores da família GPCR (G-Protein 

Coupled Receptors), induzindo morte celular programada em uma cepa de 

levedura. Recentemente, foi encontrada uma TLP que apresenta atividade 

inibidora de xilanase (Thaumatin-like xylanase inhibitor - TLXI) (Fierens et al., 

2007). Os autores atribuem essa nova atividade de uma TLP a um resíduo de 

histidina presente na posição 22 da proteína, já que ao sofrer mutação nesse 

resíduo de histidina, a proteína resultante não foi capaz de formar complexo com 

GH11- xilanase, o que ocorre normalmente na proteína não mutada (Rombouts et 

al., 2008). Além disso, foi verificado que TLXI é um inibidor não competitivo (não 

se liga ao sítio ativo da enzima inibida) e que é capaz de se ligar ao substrato da 

reação (Fierens et al., 2008).  

Xilanases são glicosidases (O-glycoside hydrolases) que catalizam a 

hidrólise das ligações 1,4-b-D-xilosídicas em xilanas. Xilanases vegetais estão 

envolvidas na produção de xilose, uma fonte de carbono essencial para o 

metabolismo celular e na infecção de patógenos, sendo produzidas por bactérias, 

fungos e insetos (Collins et al., 2005). Xilanases vegetais foram relacionadas ao 

amadurecimento de frutos e na germinação de sementes (Manenoi e Paull, 2007; 

Caspers et al., 2001). Além disso, A. thaliana possui xilanases expressas no 

sistema vascular (Suzuki et al., 2002). Fitopatógenos também produzem xilanases 

que são capazes de degradar a parede celular vegetal agindo como enzimas que 

ajudam na sua infecção (Brutus et al., 2005).  

Outras enzimas hidrolíticas produzidas pelos vegetais são as β 1-3 

glucanases (PR-2). Essas enzimas clivam a parede celular fúngica inibindo o 

crescimento do patógeno. Além disso, essa clivagem gera açúcares livres (beta-

glucanas) que são sinalizadores de defesa vegetal (York et al, 2003).  

A atividade β-Glucanase exibida por algumas TLPs foi verificada em alguns 

estágios de desenvolvimento do corpo de frutificação do fungo shitake Lentinula 
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edodes (Sakamoto et al.; 2006). Observou-se que em primórdios jovens do corpo 

de frutificação ocorre um aumento de atividade β-Glucanase. Porém, em tecidos 

maduros essa atividade é diminuída. Sakamoto et al. (2006) ainda citaram que 

essa atividade pode estar relacionada à lise da parede das células do fungo para 

que ocorra a formação dos primórdios de basidiocarpo e ainda que essa atividade 

pode ser derivada da ação de uma TLP.  

Em Aspergillus nidulans, o gene CetA, similar à taumatina teve sua 

expressão reprimida em presença de glicose no meio, repressão essa dependente 

da presença de proteína kinase A (Greenstein et al, 2006). Esse estudo ainda cita 

que o gene CetA não está presente em conídios, mas é altamente expresso nas 

primeiras 6 horas de germinação, e que sua deleção acarreta em diminuição de 

germinação, crescimento lento e anormal das hifas e defeitos na parede celular. 

A estrutura secundária de TLP é muito rica em folhas β pregueadas (cerca 

de 13), apresentando cerca de duas a quatro alfa hélices ao final da proteína. 

Estudos cristalográficos da estrutura terciária de TLPs (Ghosh e Chakrabarti, 

2008, Leone et al., 2006 ) indicam que a molécula possui 3 domínios distintos, e 

que o acidic cleft (região responsável pela atividade enzimática das proteínas) 

está situado entre os domínios 1 e 2 da proteína.  

A produção de proteínas TLPs recombinantes tem sido obtida através da 

superexpressão em E. coli. Entretanto, na maioria das vezes TLPs são 

armazenadas em corpos de inclusão, caracterizando sua insolubilidade, 

provavelmente derivada da incapacidade de formação de pontes dissulfeto no 

citoplasma de E. coli. Porém, é possível que essa proteína mal estruturada seja 

renaturada utilizando um sistema de glutationa oxidada (Daniell et al., 2002) e por 

renaturação por uréia/guanidina combinada a glutationa (Hu e Reddy, 1997). 

Outra técnica utilizando tampão redox de glutationa oxidada/reduzida foi utilizada 

para a renaturação de uma osmotina de Solanum nigrum (Campos et al., 2008).  

Outro método de superexpressão de proteínas utiliza a levedura 

metilotrófica Pichia pastoris. Sendo um modelo eucariótico de expressão, esse 

microorganismo é capaz de formar pontes dissulfeto no citoplasma, assim como 

propiciar outras modificações pós-traducionais, como glicosilação. Masuda et al. 
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(2004) produziram grande quantidade de taumatina solúvel e ativa utilizando um 

plasmídeo de expressão em P. pastoris contendo um peptídeo sinal para o meio 

extracelular.  

 

2- OBJETIVOS E JUSTIFICATIVAS: 
 

Na biblioteca de EST construída a partir de micélio biotrófico de M. 

perniciosa crescido em meio contendo extrato de cacau, foi encontrada uma 

seqüência com alta similaridade a taumatinas. Tendo em vista que essas 

proteínas podem apresentar atividade antifúngica, podem participar da interação 

planta-patógeno e que o fungo possivelmente enfrenta competidores durante sua 

interação com cacau, decidimos então caracterizar o gene MpTLP1. Traçamos 

como objetivos conhecer a expressão desse gene nas diferentes fases de vida do 

fungo e na presença de compostos relacionados com a interação planta-patógeno, 

a fim de inferirmos se TLPs expressas por um fitopatógeno também estariam 

sendo expressas durante uma interação fitopatológica. Para descobrir de que 

forma esta participação ocorre, traçamos metas para obtenção da proteína 

MpTLP1 em sua forma nativa a fim de executarmos testes de atividade proteica, 

de acordo com o que foi descrito na literatura.  

 

Assim sendo, esse trabalho teve como objetivos principais: 

 

1) Clonagem e superexpressão da proteína similar a taumatina (Thaumatin-

like protein) de Moniliophthora perniciosa (MpTLP1) com o intuito de verificarmos 

sua possível atividade antifúngica e glucanolítica; 

2) Análise da expressão gênica de MpTLP1 durante as diferentes fases de 

desenvolvimento de M. perniciosa; 

3) Clonagem e análise do promotor do gene MpTLP1, visando ao 

entendimento da regulação da expressão gênica do gene MpTLP1 sob diferentes 

condições de crescimento.  
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3- MATERIAIS E MÉTODOS: 

3.1- Isolados de M. perniciosa 

Foram utilizados dois isolados de M. perniciosa coletados em Ilhéus, BA: 

FA553 (referente ao genoma) e BP10, ambos apresentando patogenicidade ao 

cacaueiro.  

 

    3.2- Análise do gene MpTLP1 

3.2.1- Seqüenciamento de MpTLP1  

As bibliotecas de ESTs existentes no Laboratório de Genômica e Expressão 

(LGE) foram construídas a partir de clonagens no plasmídeo pDNRLib (Clontech, 

EUA). Para o seqüenciamento do gene MpTLP1 foram utilizados os 

oligonucleotídeos M13F e M13R alinhados no plasmídeo pDNRLib. O 

seqüenciamento foi realizado no seqüenciador AbiPrism 377 (Perkin Elmer-

Biosystems) segundo protocolo padrão para seqüenciamento pelo método dideoxi 

do Laboratório de Genômica e Expressão 

(http://www.lge.ibi.unicamp.br/vassoura/bib). 

 

3.2.2- Southern blot:  

O DNA genômico do fungo foi extraído através do método CTAB com 

modificações (Sambrook et al., 2001). Os micélios foram macerados em nitrogênio 

líquido, e em seguida foi adicionado ao macerado o tampão CTAB aquecido 

previamente a 65˚C. Em seguida, adicionou-se β-mercaptoetanol (2% do volume 

final) e o volume total foi dividido em microtubos de 1,5 ml. Foram adicionados 

mais 500µl de tampão CTAB nas amostras, que foram então incubadas a 65˚C por 

30 minutos. Em seguida, foram adicionados 300µl de clorofórmio/ álcool isoamílico 

(24:1) e 300ul de fenol equilibrado, agitando vigorosamente. As amostras foram 

centrifugadas a 1200 rpm por 5 minutos. A fase aquosa foi recuperada e foram 

adicionados 1/10 do volume de acetato de sódio e 2 volumes de etanol absoluto. 

Apos agitação, os tubos foram incubados em banho de gelo por 15 minutos e 

submetidos à nova centrifugação (1.200 rpm por 2 minutos). O sobrenadante foi 

descartado e o precipitado seco a temperatura ambiente. Em seguida, o DNA foi 

ressuspendido em 100µl de água MiliQ estéril. 
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Após a extração, o DNA genômico foi submetido a digestões com enzimas 

de restrição de DNA (EcoRI, EcoRV, HindIII e BamHI) seguindo orientações dos 

fabricantes quanto ao tampão apropriado para cada enzima. Os tubos contendo 

DNA genômico, enzimas e tampão foram incubados a 37˚C por 16 horas. As 

digestões foram aplicadas em gel de agarose 1%, TAE 1X, e submetido à 

eletroforese em voltagem constante. Em seguida, o gel foi tratado em agitação 

moderada nas seguintes condições: 15 min em solução de depurinação, 1 hora 

em solução de desnaturação e 1 hora em solução de neutralização. 

Posteriormente, o gel foi colocado em um aparato de transferência contendo SSC 

10X. Após 16 h, o DNA foi transferido para uma membrana de náilon (Hybond N+, 

GE Healthcare, EUA) e fixado a esta através de incubação a 80˚C. 

A pré-hibridação, hibridação e lavagem das membranas contendo o DNA 

digerido foram feitas segundo as instruções do fabricante. A membrana foi 

incubada a 65˚C durante 16h para pré-hibridação em tampão de hibridação. A 

sonda específica para o gene MpTLP1 foi preparada a partir de um fragmento de 

700 pb derivado de digestão de DNA plasmidial extraído do clone de EST CP02-

EC-001-001-E11-UE. Este produto foi marcado radioativamente com [α32P] ATP 

(10mCi/ml, GE Healthcare, EUA) seguindo a técnica de random primers (Feinberg 

e Volgenstein, 1983). 

Após a marcação radioativa, a sonda foi purificada em coluna Microspin 

HS300 (GE Healthcare, EUA) para retirada dos nucleotídeos não incorporados. A 

sonda marcada foi então desnaturada (95ºC por 5 min) e adicionada à solução de 

pré-hibridação. A hibridação permaneceu a 65ºC por 16 horas sob rotação 

constante em forno de hibridação. Em seguida, a membrana foi lavada em alta 

estringência (2X SSC, 0,1% SDS por 15 minutos temperatura ambiente; 0,5X 

SSC, por 15 minutos, temperatura ambiente e 0,1X SSC, 0,1% SDS, por 15 

minutos a 65˚), selada e exposta a uma auto-radiografia em filme IBF–Medix (IBF) 

durante 5 dias a -70oC. O mesmo protocolo foi utilizado com uma membrana de 

Eletroforese em gel de campo pulsado (Pulse Field Gel Electrophoresis), cedida 

pela pesquisadora Johana Rincones. 
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3.3- Alinhamentos de seqüências e Filogenia de MpTLPs 

Os alinhamentos foram executados utilizando o programa ClustalW 

(www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw) e editados manualmente através do programa 

GeneDoc (http://www.psc.edu/biomed/genedoc). As árvores filogenéticas foram 

construídas utilizando-se o programa MEGA4 (Tamura et al., 2007). O 

dendograma das 9 TLPs de M. perniciosa foi feito pelo método de Neighbor 

joining. As distâncias entre seqüências foram calculadas pelo modelo de distância 

p. Os números nos ramos indicam as porcentagens do teste de confiança de 

Bootstrap (5000 réplicas). Para a filogenia de 41 TLPs descritas em plantas, 

nematódeos, artrópodes, ascomicetos e basidiomicetos, incluindo MpTLPs, foram 

utilizados os mesmos parâmetros com exceção do número de réplicas de 

Bootstrap (10000). 

 

3.4- Clonagem do gene MpTLP1  

 3.4.1- Organismos hospedeiros  

 As células competentes de E. coli utilizadas nas subclonagens eram das 

cepas DH10B e GM2163. As cepas de E. coli utilizadas para expressão da 

proteína recombinante foram BL21-trxB(DE3), BL21-pRIL, BL21-C41 e BL21-C43. 

As linhagens de Pichia pastoris utilizadas foram KM71 e GS115.  

 

3.4.2- Plasmídeos e oligonucleotídeos 

 Para subclonagem dos fragmentos amplificados por PCR foi utilizado o 

plasmídeo pGEM-T Easy (Promega, EUA). Para a superexpressão de proteínas 

recombinantes em bactéria foram usados os plasmídeos pET28a, pET29a 

(Novagen, EUA), pMal-p2X, (New England Biolabs, EUA), pSW202 (cedido pelo 

Dr. Winfried Wels, Frankfurt University, Alemanha). Para expressão em P. pastoris 

foi utilizado o plasmídeo pPIC9K (Invitrogen, EUA). Para os experimentos de 

análise do promotor de MpTLP foi utilizado o plasmídeo YEP358 (Myers et al., 

1996). 

 Oligonucleotídeos foram desenhados conforme a estratégia de clonagem 

em vetor de expressão. As seqüências em negrito correspondem ao sítio de 

restrição das enzimas presentes em cada oligonucleotídeo. 
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pET28a: NdeI_D_Thau: 5’CATATGGCTCGTACCTTCACGGTCT3’ 

            HindIII_R_Thau: 5’AAGCTTTCAGGGACAGAATGTCAAAGTAT 3’ 

 

pSW202: HindIII_D_Thau: 5’AAGCTTGCTCGTACCTTCACGGTCT 3’ 

                XbaI_R_Thau: 5’TCTAGATCAGGGACAGAATGTCAAAGTAT 3’ 

 

pMalP2X: EcoRI_D_Thau: 5’GAATTCGCTCGTACCTTCACGGTCT 3’ 

                 HindIII_R_Thau: 5’AAGCTTTCAGGGACAGAATGTCAAAGTAT 3’ 

 

pPIC9K: EcoRI_D_Thau: 5’GAATTCGCTCGTACCTTCACGGTCT 3 

 AvrII_R_Thau: 5’CCTAGGTCAGGGACAGAATGTCAAAGTAT 3’ 

 

            O gene MpTLP1 foi amplificado utilizando os pares de oligonucleotídeos 

construídos com sítios de enzimas de restrição para as estratégias de expressão 

de proteína, utilizando como molde a seqüência de EST CP02-EC-001-001-E11-

UE. Os fragmentos obtidos por PCR foram clonados em pGEM-T Easy e 

transformados em E. coli DH10b eletrocompetentes através da técnica de 

eletroporação. Para a construção voltada para a expressão no plasmídeo 

pSW202, o plasmídeo pGEM-T Easy ligado a seqüência da proteína foi 

transformado em E.coli GM2163 (Promega, EUA), adicionando 10µl de produto de 

PCR e 80µl de tampão a 100µl de bactéria quimiocompetente, incubando-a em 

banho de gelo durante 30 minutos. Em seguida, o tubo contendo as células 

competentes juntamente com o produto de PCR foi incubado a temperatura 

ambiente durante 30 minutos. Logo após, foi adicionado 1ml de meio LB ao tubo 

que em seguida foi incubado a 37˚C durante uma hora. 

 Os transformantes foram selecionados em meio de cultura seletivos, 

contendo o antibiótico ampicilina (100µg/ml) e X-gal (30 µg/ml) (técnica de α-

complementação). Esses clones foram crescidos em meio de cultura LB contendo 

ampicilina (100µg/ml) e em seguida submetidos à extração de DNA plasmidial por 

lise alcalina (Sambrook et al., 1996).  

20 
 



                 
Materiais e métodos 

 
 3.4.4 - Digestão de MpTLP e clonagem em vetores de expressão 

 Os plasmídeos obtidos foram digeridos com as enzimas de restrições 

específicas para cada estratégia de clonagem: EcoRI + HindIII (para pMalP2X); 

HindIII + XbaI (para pSW202), NdeI + HindIII (para pET28a) e EcoRI + AvrII (para 

pPIC9K). As digestões foram aplicadas em gel de agarose 0,8% em TAE 1X e os 

fragmentos referentes à seqüência do gene MpTLP1 foram purificadas do gel 

através do Kit PureLink (Invitrogen, EUA), e utilizadas para ligação aos 

plasmídeos de expressão de proteína. Após a ligação, os plasmídeos foram 

novamente transformados em E.coli DH10B e os transformantes foram 

selecionados através de plaqueamento em meio de cultura LB contendo 

antibiótico (canamicina 25µg/ml para construções em pET28a, e ampicilina 100 

µg/ml para as demais construções) e posteriormente através da técnica de PCR. 

Confirmados os clones, uma nova purificação de DNA plasmidial por lise alcalina 

foi realizada, e assim obtivemos o gene ligado nos plasmídeos de expressão.  

 

 3.5- Superexpressão da proteína MpTLP1 

 3.5.1- Transformação 

 As construções pMAL-p2X-MpTLP1 e psw202-MpTLP1 foram introduzidas 

nas linhagens de E.coli e BL21-pRIL através de eletroporação (Sambrook et al, 

1996). A construção pET28a-MpTLP1 foi inserida em E-coli BL21-TRX-B  através 

de eletroporação e em BL21-C41 e BL21-C43 através do método de 

transformação por choque térmico (Sambrook et al, 1996). Os transformantes 

foram selecionados através de plaqueamento em meio LB seletivo (contendo 

antibiótico cuja construção apresenta resistência) e confirmados através de PCR.  

 

 3.5.2- Teste de indução da proteína recombinante em pequena escala: 

 Para a construção em plasmídeo da família pMAL (New England Biolabs, 

EUA) a expressão em pequena escala foi feita seguindo orientações do fabricante. 

Utilizamos um volume de 50ml de meio LB+glicose para inocular 0,8ml de um pré 

inóculo crescido durante a noite contendo o plasmídeo de fusão, e também o 

plasmídeo vazio (utilizado como controle de indução). A cultura foi incubada em 
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temperatura de 37˚C a 250 rpm até atingir A600 = 0,7. Foi retirado 1 ml dessa 

cultura (amostra sem indução) e adicionado IPTG (concentração final 0,3 mM) e 

mantidas nas mesmas condições de temperatura e rotação. Dessa cultura, foram 

retiradas amostras após 1, 2 e 3 horas de indução. As células colhidas da indução 

foram precipitadas por centrifugação, ressuspendidas em tampão de lise, 

desnaturadas a 95˚C por 5 min e aplicadas em gel SDS-PAGE 12,5% para 

verificar a presença da proteína recombinante. O marcador de peso molecular 

Unstained Protein Molecular Weight Marker (Fermentas, EUA) foi usado como 

referência. Com o volume restante dessa indução, seguimos com uma lise celular 

em pequena escala, precipitando as células por centrifugação e ressuspendendo 

em tampão de lise gelado e mantido em banho de gelo. As células foram 

quebradas usando um sonicador (Sonics Vibra-cell) a 30% da intensidade máxima 

(20 vezes por 15 segundos). Em seguida as células foram centrifugadas a 13000 

rpm durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante equivalente à fração solúvel das 

proteínas totais foi coletado, e o sedimento foi ressuspendido em 5ml de tampão 

de coluna. Essa amostra corresponde à fração insolúvel de proteínas totais. Foi 

recolhido 1 ml de amostra das frações solúveis e insolúveis, e incubadas com 

resina de amilose (50 µl) durante 15 minutos. As amostras foram centrifugadas 

durante 1 minuto e o sobrenadante foi descartado. A amostra resultante 

compreende a resina ligada às proteínas recombinantes das frações solúvel e 

insolúvel. 

 Para as construções em plasmídeo pET28a e pSW202, seguimos 

orientações do fabricante da família pET (Novagen, EUA). A indução foi feita em 

LB, e os passos seguintes executados conforme descrito anteriormente. 

Entretanto, o tampão utilizado para ressuspender o sedimento celular foi o tampão 

de lise e como controle negativo foi utilizada como referência uma amostra sem 

indução.  

 

 3.5.3- Indução de MpTLP1 em larga escala 

 A expressão em larga escala foi feita com células de E.coli BL21-TRXB 

contendo construções em pET28a e pSW202. Um pré-inóculo foi crescido 
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overnight a 37˚C a 250 rpm, em 50 ml de meio LB contendo antibióticos 

correspondentes nas concentrações já citadas (ver tópico 3.5.2). A DO6oo obtida 

nesse inóculo foi medida, e o volume correspondente a A600 final 0.1 foram 

transferidos para o volume de 500 ml de meio LB, e incubados a 37˚C, 250 rpm. O 

crescimento bacteriano foi monitorado até atingir o valor de A600 entre 0,6 – 0,8. 

Cinco ml do inóculo foi retirado e precipitado por centrifugação. Esse sedimento 

corresponde à amostra não induzida. Foi adicionado IPTG na concentração de 0,1 

mM ao inóculo que foi incubado a 30˚C, na velocidade de 250 rpm durante 6 

horas. As bactérias foram sedimentadas por centrifugação e estocadas a -20˚C. 

Essa indução foi repetida conforme descrito acima, porém induzindo com IPTG 

durante a noite na temperatura de 24˚C a velocidade de 200 rpm. 

 

   3.6- Purificação de MpTLP1 

 3.6.1- Lise celular em larga escala: 

 As células estocadas após indução em larga escala foram ressuspendidas 

em tampão de lise e submetidas à sonicação a 30% da intensidade máxima (8 

pulsos de 30 segundos) em banho de gelo. Feito isso, as amostras foram 

sedimentadas por centrifugação (45 minutos a 9000 rpm). Esse sedimento 

correspondia aos corpos de inclusão (fração insolúvel das proteínas totais 

celulares). O sobrenadante foi utilizado para a cromatografia de afinidade.  

  

 3.6.2- Choque osmótico 

 Para construção em pSW202, realizamos a extração do conteúdo 

periplasmático celular. Após indução em larga escala as células foram 

sedimentadas por centrifugação a 4000 X g durante 20 minutos. O sobrenadante 

foi descartado e o sedimento de células ressuspendido em 200 ml de uma solução 

contendo Tris-HCl pH 8,0 30 mM, sacarose 20%, e EDTA 1 mM. As amostras 

foram incubadas sob agitação à temperatura ambiente por 5 minutos. Logo após, 

as células foram novamente sedimentadas por centrifugação a 8000 X g por 20 

minutos a 4˚C. O sobrenadante foi novamente descartado, e o sedimento 

ressuspendido em 200 ml de MgSO4 5 mM gelado. As células foram então 
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incubadas em banho de gelo por 10 minutos com agitação. Essa amostra foi 

centrifugada a 8000 X g por 20 minutos a 4˚C. O sobrenadante resultante 

correspondia ao líquido periplasmático celular. Foi adicionado 8ml de Tris-HCl 1M, 

pH 7,4 ao periplasma que então foi estocado em geladeira até o dia seguinte. A 

fração periplasmática foi submetida à diálise reversa com PEG 8000, para que seu 

volume fosse diminuído para ¼ do incubado (volume final= 50 ml). Verificou-se 

uma sedimentação formada no líquido, que foi então submetido à nova 

centrifugação a 9000 X g por 20 minutos. O sedimento formado, assim como o 

sobrenadante, foi aplicado em gel SDS-PAGE. Esse experimento foi repetido, 

mudando apenas o volume final da solução de MgSO4 (50ml). Novamente, ocorreu 

a formação de sedimento. O sedimento celular que foi gerado no ensaio de 

choque osmótico foi submetido aos procedimentos citados no item 3.6.3 e 3.7. 

 

 3.6.3- Cromatografia de afinidade 

 As proteínas recombinantes contendo etiqueta de 6 histidinas foram 

purificadas através de cromatografia de afinidade com metal imobilizado (IMAC), 

usando Ni2+ como metal de afinidade. Os sobrenadantes obtidos a partir das lises 

celulares foram aplicados em coluna de 5 ml Ni-NTA (GE Healthcare, EUA). O 

primeiro eluato foi recolhido e denominado flow through. Em seguida foram 

passados pela coluna 50 ml dos tampões contendo concentrações crescentes de 

Imidazol (5 mM, 25 mM, 50 mM, 100 mM , 200 mM e 500 mM). Os eluatos foram 

coletados e armazenados a -20˚C. Para as frações de 100mM, o eluato foi 

recolhido de 10 em 10 ml, formando um total de 5 amostras, e para a 

concentração de 200mM de imidazol, o eluato foi colhido em duas frações. Foi 

retirada uma alíquota de cada fração dos eluatos, e também uma alíquota do 

sedimento (fração insolúvel), que foram então aplicados em gel SDS-PAGE.  

 

3.7- Western blot 

  Os experimentos de Western blot foram realizados com as frações solúveis 

e insolúveis das tentativas de expressão da proteína recombinante MpTLP1. Géis 

de SDS-PAGE foram preparados, e as amostras das frações obtidas nos 
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experimentos citados acima foram carregadas no gel feito em duplicata, utilizando 

como referência um marcador de peso molecular PageRuler™ Prestained Protein 

Ladder (Fermentas, EUA). Em seguida, um dos géis foi corado com Comassie 

Blue R-250, e o outro foi utilizado para transferência de seu conteúdo para uma 

membrana de nitrocelulose (Hybond C Extra; GE Healthcare) utilizando o aparato 

de transferência por eletroforese (BioRad, EUA) em tampão de transferência para 

Western Blot. Logo após a transferência, a membrana foi incubada em solução de 

bloqueio a 4˚C por 16 horas. Após bloqueio, a membrana foi lavada com TBS 1X 

durante 10 minutos, por três vezes. Foi feita então a incubação da membrana com 

solução TBS 1X contendo anticorpo monoclonal Anti-His (Novagen, EUA) na 

diluição de 1:2000, durante duas horas. Logo após, a membrana foi novamente 

lavada como descrito anteriormente, e então submetida à incubação com solução 

reveladora até que o sinal fosse visualizado. A membrana foi então lavada com 

água e seca à temperatura ambiente. 

 

 3.8- Desnaturação e renaturação de MpTLP1: 

 Algumas tentativas de solubilização de MpTLP1 foram executadas 

conforme descrito a seguir: 

 

 3.8.1- Desnaturação utilizando uréia 8M e solubilização com utilização 

de DTT: 

 Após lise celular, a fração insolúvel foi ressuspendida em tampão de 

desnaturação contendo uréia 8M; 50 mM Tris pH 8,0; 19 mM CaCl2; 10 mM MgCl2; 

2 mM DTT; 0,2 M arginina e incubado em temperatura ambiente sob agitação 

moderada. A proteína desnaturada foi novamente submetida à centrifugação 

(4000 rpm, 1 hora) para separação de proteínas desnaturadas de fração insolúvel. 

O material resultante foi submetido a sucessivas diálises em 1L de tampão de 

desnaturação, contendo concentrações decrescentes de uréia (6M, 4M, 2M, 1M, 

0,5M, 0M). A proteína permaneceu em diálise durante 16 horas, a 4ºC e a cada 

mudança de tampão, a solução contendo a proteína foi submetida à centrifugação 

para retirada de frações precipitadas. 
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 3.8.2- Desnaturação utilizando uréia 8M e solubilização com utilização 
do sistema de Glutationa oxidada e Glutationa reduzida 

 Após lise celular, a fração insolúvel foi ressuspendida em tampão de 

desnaturação contendo uréia 8M, 50 mM Tris pH 8,0; 19 mM CaCl2; 10 mM MgCl2; 

5 mM glutationa; 0.5 mM glutationa oxidada (Hu e Reddy, 1997) e incubado em 

temperatura ambiente sob agitação moderada. A proteína desnaturada foi 

novamente submetida à centrifugação (4000 rpm por 1 hora) para separação de 

proteínas desnaturadas de fração insolúvel. A solução resultante teve a 

concentração de uréia ajustada a 6M e submetida à purificação em coluna de 

afinidade Ni-NTA (GE Healthcare, EUA). Foram colhidos eluatos com diferentes 

concentrações de Imidazol (25 mM, 50 mM, 100 mM , 200 mM e 500 mM). A 

presença de MpTLP1 foi confirmada em gel SDS-PAGE, e as frações que 

continham a maior concentração da proteína pura foram unidas e submetidas a 

uma série de diálise utilizando tampão de desnaturação, porém contendo 

concentrações decrescentes de uréia (4M, 2M, 1M, 0,5M, 0M). O tempo e 

condições de diálise estão descritas no item 3.8.1. 

 Também foi feita uma tentativa de obtenção de MpTLP1 solúvel a partir de 

desnaturação com uréia 8M e renaturação utilizando glutationa reduzida/oxidada 

segundo o trabalho de Campos et al. (2008). Dez ml de solução contendo MpTLP1 

desnaturada com uréia 8M e purificada foram gotejadas lentamente em uma 

solução contendo 200 mM de Tris-HCl, pH7,5; 500 mM NaCl, 10 mM glutationa 

reduzida, 5 mM glutationa oxidada; em agitação constante. Em seguida, a solução 

resultante foi submetida a sucessivas diálises em 2L de solução contendo 200 mM 

Tris-HCl, pH7,5; e 500 mM NaCl, para total retirada da uréia e glutationa. A 

solução resultante foi concentrada utilizando PEG 8000, até o volume de 5 ml. A 

integridade das proteínas foi conferida em gel SDS-PAGE. 

 

 3.8.3- Desnaturação utilizando uréia 8M e solubilização com utilização 
de tampão Tris- HCl. 

 A desnaturação e purificação de MpTLP1 foi feita como descrito no item 

3.8.2, porém, a retirada de uréia da amostra não foi feita de maneira gradativa. A 

diálise foi feita em solução que continha 50 mM Tris pH 8,0; 19 mM CaCl2; 10 mM 
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MgCl2, sendo que para cada 10ml de suspensão protéica desnaturada foi utilizado 

1L de solução para diálise. Esta solução foi substituída a cada 24 horas durante 4 

dias. A solução dialisada resultante foi submetida à centrifugação (3000 rpm, 40 

minutos). Alíquotas do sedimento e sobrenadante foram conferidas em gel SDS-

PAGE. A solução resultante das diálises contendo MpTLP1 foi concentrada 

utilizando PEG 8000, e logo após, submetida a novas diálises utilizando o mesmo 

tampão da diálise anterior. Essa diálise foi repetida 3 vezes, e a proteína obtida foi 

quantificada, para ser utilizada em testes de atividade. 

 

 3.9- Expressão de MpTLP1 em  Pichia pastoris 

 3.9.1- Transformação: 

 As linhagens KM-71 e GS-115 de Pichia pastoris foram transformadas 

através do método de Cloreto de Lítio, descrito no protocolo do fabricante 

(Invitrogen). A seleção dos transformantes foi feita primeiramente através de 

plaqueamento em meio seletivo deficiente em histidina. As colônias foram 

submetidas a PCR de colônia, descrito no manual do fabricante, para a eliminação 

de clones falso-positivos. Posteriormente, foi feito uma busca por selecionar 

clones contendo múltiplas cópias do inserto através de plaqueamento das colônias 

positivas em meio YPD contendo concentração crescente de geneticina (G418), 

(0; 0.25; 0.5; 0.75; 1.0; 1.5; 1.75; 2,0 e 3 mg/ml),  conforme descrito pelo 

fabricante. 

 As colônias que cresceram em maior concentração de G418 foram 

submetidas a testes Mut+, Muts, conforme protocolo do fabricante (Invitrogen). As 

colônias selecionadas em maior concentração de geneticina foram inoculadas em 

placas contendo MM e MD, sendo que, primeiro foram riscadas em MM. As placas 

foram incubadas a 30ºC por dois dias e verificado em qual meio de cultura as 

colônias cresceram mais vigorosamente. Foram inoculadas ao todo 100 colônias. 

 

 3.9.2- Expressão de MpTLP1 em pequena escala: 

 Uma colônia da linhagem GS115 selecionada como MutS foi inoculada em 

100 ml de meio BMGY e incubada a 30ºC 250 rpm até A600= 2-6 

(aproximadamente 18 horas). As células foram coletadas por centrifugação (3000g 
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por 5 min) e ressuspendidas em 20 ml de meio de BMMY. O inóculo foi incubado 

nas mesmas condições de temperatura e agitação. Amostras de 1 ml foram 

coletadas a cada 24 horas durante 6 dias, acrescentado diariamente metanol ao 

inóculo na concentração final de 0,5%. As amostras coletadas foram 

centrifugadas, sobrenadante e células reservadas congeladas em nitrogênio 

líquido e estocados a -80ºC. Ao final de seis dias, o sedimento de células e o meio 

de cultura foram analisados em gel SDS PAGE. 

 Para a colônia selecionada como Mut+, foi feito um inóculo em 25 ml de 

meio BMGY, até A600= 2-6, nas mesmas condições de temperatura e agitação 

citadas anteriormente. As células foram coletadas por centrifugação (3000g por 5 

min) e ressuspendidas em 200 ml de BMMY, em erlenmeyer de 1 L, sob as 

mesmas condições de agitação e temperatura. Amostras de 1 mL foram coletadas 

a cada 24 horas durante 6 dias, sendo acrescentado diariamente metanol ao 

inóculo na concentração final de 0,5%. As amostras coletadas foram 

centrifugadas, os sobrenadantes e células foram reservados, congelados em 

nitrogênio líquido e estocados a -80ºC. Após seis dias, o sedimento das células e 

o meio de cultura foram analisados em gel SDS-PAGE. 

  

3.10- Quantificação de MpTLP1 

 A proteína obtida através da renaturação descrita no item 3.8.3 foi 

quantificada através de leitura em espectrometria 

 

Absorbância 280 nm = caminho ótico (1 cm) X Coeficiente de extinção X 

Concentração 

 

Concentração = Absorbância 280 nm/ Coeficiente de extinção = 1.769 
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3.11- Teste de atividade antifúngica de MpTLP1  

 A proteína obtida através da renaturação descrita no item 3.8.3 foi 

quantificada através de leitura em espectrometria, e em seguida foi utilizada para 

testes de atividade. 

 Os fungos utilizados para o teste foram os leveduriformes Saccharomyces 

cerevisiae e P. pastoris, e os filamentosos Alternaria alternata, Curvilaria 

eragrostides, Aspergillus nidulans, Aspergillus niger, Aspegillus fumigatus e 

Moniliophthora perniciosa.  

 Os fungos filamentosos foram inoculados em placas contendo YPD e 

juntamente com o fungo, foram colocados discos de papel de filtro estéreis nas 

placas em torno do inóculo, onde foram adicionadas quantidades crescentes de 

MpTLP1 (10 µg, 20 µg e 30 µg). Foram utilizados ainda, como controle negativo, a 

solução onde MpTLP1 foi renaturada (tampão para MpTLP1) e como controle 

positivo, 5000 U de Nistatina (Pharma Nostra). As placas foram incubadas em 

estufa a 30ºC durante 20 dias e observadas diariamente.  

 Os fungos com crescimento menos expansivos (Alternaria alternata, 

Curvilaria eragrostides) foram inoculados da seguinte forma: discos de tamanho 

padronizado dos fungos foram inoculados em cinco pontos da placa (para testes 

controle -, controle +, e MpTLP1 10 µg, 20 µg e 30 µg). Os discos contendo a 

solução a ser testada foram colocados a uma distancia de 1cm do inóculo. Esses 

inóculos foram medidos para verificar atividade antifúngica. Testes similares, com 

as mesmas concentrações de MpTLP1 e controles (+ e -) também foram feitos a 

fim de verificar se MpTLP1 possui atividade fungicida (se MpTLP1 é capaz de 

matar os fungos após seu crescimento em placa). Para tal, os fungos foram 

inoculados em YPD. Após seu crescimento completo foram adicionados os discos 

estéreis com a proteína a ser testada e os controles, como já descrito. As placas 

foram mantidas a 30ºC durante uma semana e observadas diariamente.  

 No caso das leveduras S. cerevisiae e P. pastoris KM71 e GS115 foi feita 

uma curva de inibição de crescimento utilizando MpTLP1 como inibidor. Um pré-

inóculo das leveduras foi feito em 10ml de YEPD, e incubado a 30ºC durante a 

noite. A A600 do pré-inóculo foi medida para calcular a quantidade utilizada deste 
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para inóculos em 50ml de YEPD, YEPD+60ug de MpTLP1 e YEPD+ 5000u 

Nistatina, todos com A600 inicial de 0,005. As células foram incubadas a 30ºC a 

rotação de 200 rpm, e a absorbância medida a cada 2 horas a 600 nm. 

  

 3.12- Teste de atividade β-glucanase 

 Para testar a atividade β-glucanase de MpTLP1, utilizamos metodologia 

descrita por Gorjanovic et al (2007) baseada no método de Somogyi-Nelson. 5µg 

de MpTLP1 purificada foi adicionada a 40 µL do substrato laminarina (2.5% m/v) 

em acetato de amônio 10 µM pH 6.0, e DTT 1 mM. Para um controle positivo da 

reação, MpTLP1 foi substituído por Glucanex, β-glucanase de Trichoderma sp. 

comercial (Novozymes) na mesma concentração. Após 12 horas de incubação a 

30°C, a amostra foi submetida a medição de açúcar reduzido. Em cada tubo foram 

adicionados 50 µL da amostra e 1mL do reagente A. Os tubos foram fechados 

com papel alumínio e incubados a 100 °C por 10 min. Após resfriamento dos tubos 

até a tempertaura ambiente, foram adicionados 1 mL do reagente B aos tubos. Os 

tubos forma agitados vigorosamente e em seguida foram adicionados 8 mL de 

água destilada, homogeneizando a solução. A leitura de absorbância foi feita a 

540 nm no espectrofotômetro. 

 

 3.13- Dicroísmo Circular (CD) 

Os experimentos de dicroísmo circular foram realizados no 

espectropolarímetro JASCO J-810, com a temperatura controlada a 20 °C através 

de um sistema interno de controle de temperatura (Peltier type control system PFD 

425S, JASCO). Os espectros de dicroísmo circular no UV distante (250-190 nm) 

foram obtidos utilizando-se uma cubeta de quartzo de 0,1 cm de caminho ótico, e 

0,2 mg/mL de proteína solução para MpTLP1. 

Todos os espectros de dicroísmo circular foram corrigidos com a subtração 

dos espectros dos tampões utilizados e os dados gerados com a subtração 

desses espectros foram convertidos em elipticidade molar por resíduo, [θ], dado 

em graus cm2 dmol-1, calculado de acordo com a equação: 
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[θ] = (φ MRW)/(10 c I) 

onde φ é a elipticidade (em graus), MRW é o peso médio do resíduo, c é a 

concentração da proteína em g/mL e I é o caminho óptico em cm. 

 

3.14- Espalhamento dinâmico de luz (DLS) 

Os experimentos de espalhamento dinâmico de luz foram realizados com o 

equipamento DynaPro-99-E-15 (Protein Solutions). Uma concentração de 0,2 

mg/mL de proteína foi utilizada para os experimentos. A temperatura foi mantida a 

25 °C durante todo o experimento. Foram realizadas 300 medidas com o objetivo 

de melhorar a estatística dos resultados. Os dados foram tratados com o 

programa fornecido pelo fabricante. 

  

3.15- Predição da estrutura secundária 

O conteúdo de estrutura secundária da proteína foi estimado a partir da 

seqüência de aminoácidos da proteína, utilizando o programa PSIPRED 

(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). Este programa utiliza cinco componentes de 

estrutura secundária (α-hélice, folha-β antiparalela, folha-β paralela, Random coil e 

estrutura irregular). 

 

 3.16- Predição da estrutura terciária 

 Estrutura terciária de MpTLP1 foi modelada pelo programa CPHmodels-2.0 

Server - prediction results (http://www.cbs.dtu.dk/services/CPHmodels/) utilizando 

como base a seqüência de Pru Av2, TLP de ameixa que possui estrutura resolvida 

através de cristalografia (Dall'Antonia et al., 2005). Em seguida, a predição da 

estrutura eletrostática da proteína foi feita através do software PyMOL. 

 

3.17- Análise de indução da expressão gênica de MpTLP1  através do 
método de Northern blot: 

Para realização dos experimentos de análise de expressão gênica foram 

utilizadas linhagens de M. perniciosa FA553 (referente ao genoma). Os micélios 

foram mantidos em cultura sólida de meio malte. Dessa cultura foram retirados 

cubos e transferidos para 50ml de meio mínimo de crescimento de micélios 
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necrotróficos de M. perniciosa durante três semanas a 25˚C sob agitação (150 

rpm). Após esse período, os micélios foram colhidos e o meio  trocado por um 

novo meio contendo os mesmo componentes do meio mínimo, porém com 

algumas substituições quanto às fontes de carbono (glicose, glicerol ou extrato de 

cacau) e nitrogênio (NaNO3 ou BSA): [1: 1% glicose + 0.6% NaNO3 (controle1) ; 2: 

2% glicose + 0,6% NaNO3; 3:  3% glicerol + 0.6% NaNO3; 4 : extrato de cacau 

suscetível + 0,6% NaNO3; 5: extrato de cacau resistente + 0,6% NaNO3; 6: 1% 

glicose + 2% BSA].  Os micélios foram mantidos nesse meio por 24 horas. Logo 

após, foram coletados, congelados em N2 líquido e mantidos a -80˚C. 

Um experimento similar foi efetuado, porém foram adicionadas ao meio 

substâncias relacionadas a mecanismos de defesa/fitopatogenicidade (ácido 

salicílico/SA ou peróxido de hidrogênio/H2O2) : 7: 1% glicose + 0,6% NaNO3 

(controle2); 8: 1% glicose + 0,6% NaNO3 + 2,5mM H202; 9: 1% glicose + 0,6% 

NaNO3 + 5mM H2O2; 10: 1% glicose + 0,6% NaNO3 + 10mM H2O2; 11: 1% glicose 

+ 0.6% NaNO3 + 1mM ácido salicílico, 12: 1% glicose + 0,6% NaNO3 + 2mM ácido 

salicílico. Os micélios foram mantidos nesse meio por 4 horas. Em seguida foram 

coletados, congelados em N2 líquido e mantidos a -80˚C. 

Em outro experimento micélios foram inoculados em meio mínimo (0,05% 

KCl +0,05%  MgSO4, 0,15% KH2PO4, FeSO4 e ZnSO4 (traços) + 1% extrato de 

cacau e 0,6% NaNO3) e incubados a 28ºC, 150 rpm. Após 3 semanas de 

crescimento, o meio foi trocado por meio mínimo contendo: 1) controle: 0,05% KCl 

+0,05%  MgSO4, 0,15% KH2PO4, FeSO4 e ZnSO4 (traços) + 1% extrato de cacau e 

0,6% NaNO3, e 2) Indução por glicose: 0,05% KCl +0,05%  MgSO4, 0,15% 

KH2PO4, FeSO4 e ZnSO4 (traços) + 1% glicose e 0,6% NaNO3 e mantido nesse 

meio nas mesmas condições de temperatura e agitação por 24 horas. Após esse 

período os micélios foram coletados, congelados em N2 líquido e mantidos a -

80˚C. 

Para análise de expressão gênica dos micélios novos e senescentes, foram 

inoculados micélios referentes a cada condição em meio malte (5 g/l de extrato de 

levedura, 17 g/l de extrato de malte) durante 15 dias a 28˚C com rotação de 200 

rpm. Em seguida os micélios foram coletados para extração de RNA. 
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O RNA total dos micélios foi extraído através do método do fenol quente 

(Hegde et al, 2000). Os micélios foram macerados em nitrogênio líquido e 

aliquotados em tubos de 2 ml. Em seguida, adicionou-se tampão de extração de 

RNA, fenol ácido e os tubos foram agitados vigorosamente. Em seguida, os tubos 

foram incubados a 65ºC durante 30 a 60 minutos, sendo agitados a cada 10 

minutos. Após incubação, os tubos foram submetidos a banho de gelo por 5 

minutos e centrifugados a 14000 rpm durante 5 minutos. A fase aquosa foi 

recolhida a qual adicionou-se clorofórmio. Após uma nova centrifugação (14000 

rpm, 5 minutos) a fase aquosa foi recuperada e o RNA contido  foi precipitado com 

acetato de sódio (0,2 Volumes) e etanol absoluto (2 volumes), centrifugando por 

mais 10 minutos a 14000 rpm. O precipitado foi então lavado com etanol 70% e 

depois de seco, ressuspendido com H2O. O RNA foi em seguida quantificado pela 

análise da intensidade das bandas de RNA ribossomal em gel de agarose - 

formaldeído (1% agarose - 6% formaldeído; Sambrook et al 2001). Após 

eletroforese, as amostras contidas no gel foram transferidas para membrana de 

náilon (Hybond N+, GE Healthcare, EUA) por transferência em solução salina (20X 

SSC), segundo protocolo descrito por Sambrook et al, (2001). A membrana foi 

então incubada a 80˚C por 2 horas para a fixação do ácido nucléico. 

A pré-hibridação, hibridação e lavagem das membranas contendo o RNA 

foram feitas segundo as instruções do fabricante. Em virtude da presença da 

formamida, a pré-hibridação e hibridação foram conduzidas a 43ºC (Sambrook et 

al., 2001) A preparação da sonda específica para o gene MpTLP1, lavagens e 

exposição da membrana foram feitas conforme o descrito no tópico 3.2.2. 

 

              3.18- Cultivo de basidiocarpos de M. perniciosa 

             Para dar continuidade aos experimentos de expressão gênica, 

implantamos em nosso laboratório uma metodologia de produção de esporos de M 

perniciosa (Acássia Pires, comunicação verbal). Inicialmente, inoculamos micélios 

do fungo em meio para bolacha, durante cerca de 20 dias. Em seguida, cubos 

dessa cultura foram transferidos para um triturado contendo galhos e folhas de 

cacaueiro (77% p/v), misturadas com aveia (20% p/v), CaSO4 (3% p/v) e um 
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pouco de água. Os triturados foram colocados em placas de petri de vidro e 

autoclavados 2 vezes durante 1 hora com intervalo de uma noite entre as 

autoclavagens, a fim de que organismos contaminantes e esporos fossem 

eliminados. Esse preparado foi denominado de “bolacha” pela sua forma 

arredondada. Após o inóculo dos micélios nas bolachas, estas foram mantidas 

ainda dentro das placas de petri em estufa a 25˚C, até que o micélio colonizasse 

todo o meio (aproximadamente 1 mês). Após a colonização, as bolachas foram 

transferidas para potes de vidro, sendo penduradas por um arame. Os potes de 

vidro foram tampados, formando um sistema estéril isolado. Esses potes foram 

mantidos em estufa BOD, à temperatura constante a 25˚C, com fotoperíodo de 14 

horas de luz e 10 horas de escuro. As bolachas foram submetidas a regas diárias 

para manutenção da umidade até começarem a apresentar coloração rosada, 

momento em que sofreram um estresse de seca, no qual a rega foi cessada 

durante 7 dias. Esse estresse é dado aproximadamente 45 dias após a 

transferência das bolachas para os potes. Após o estresse de seca, as bolachas 

voltaram a ser regadas, porém em menor freqüência até que aparecessem os 

primórdios de basidiocarpos (o que pode acontecer em um período aproximado 

entre 20 dias ou mais após estresse). Quando os basidiocarpos se abriram, esses 

foram colhidos para a coleta dos esporos. Os basidiocarpos foram retirados das 

bolachas e lavados com uma solução aquosa contendo antibiótico (rifamicina 

10µg/ml). Depois, foram fixados pelos estipes em placas de petri, e essas foram 

emborcadas em bechers contendo uma solução de glicerol 16% e MES (10 mM). 

Os esporos resultantes foram inoculados em meio de crescimento da fase 

biotrófoca de M. perniciosa (Meinhardt et al., 2006). Esse trabalho foi desenvolvido 

em parceria com o aluno de Iniciação científica Paulo Jose Teixeira, que 

aprimorou a técnica de produção de basidiocarpos, inoculando micélio necrotrófico 

do fungo em galhos de cacau seco, em frascos contendo meio de cultura para 

bolacha. Os frascos foram mantidos na BOD por volta de dois meses, até que o 

basidiocarpo se desenvolvesse. Esses foram coletados e tratados como descrito 

anteriormente para coleta de esporos. Adicionalmente, basidiocarpos foram 

congelados em nitrogênio líquido e mantidos a -80ºC para extração de RNA. 

34 
 



                 
Materiais e métodos 

 
 3.19- Análise da expressão gênica de MpTLP1 ao longo do ciclo de vida 
de M. perniciosa através do método de Real time RT-PCR 

 Para as análises por Real-Time PCR, foi utilizado RNA de M. perniciosa 

nas seguintes condições: micélio necrotrófico crescido em meio biotrófico de 

manutenção, micélio necrotrófico novo em meio malte (5 g/l de extrato de 

levedura, 17 g/l de extrato de malte) e micélio necrotrofico senescente em meio 

malte extraídos pelo método de fenol quente. Os RNAs do micélio biotrófico 

crescido em meio biotrófico de manutenção, do primórdio do basidiocarpo e do 

basidiocarpo foram extraídos com o kit RNeasy Mini Kit (Qiagen) segundo as 

instruções do fabricante. Após a extração, os RNAs foram tratados com DNAse I 

(0,5 U) (Invitrogen, EUA), e quantificados. Um μg de RNA de cada condição foi 

utilizado para a síntese de cDNA com o sistema de trancrição reversa SuperScript 

III First-Strand Synthesis System (Invitrogen, EUA), utilizando-se random primers 

como iniciadores para a transcrição. O cDNA de cada condição foi utilizado para 

as reações de Real time RT-PCR. 

 As seqüências dos oligonucleotídeos desenhados para amplificação do 

gene MpTLP1 foram: MpRetTLP_For 5’-CGGTCTATAACGCGTGTC C-3’ e 

MpRetTLP_Rev 5’-TTGGAGAAGTCGTAACG -3’ com temperatura de anelamento 

de 55ºC. O desenho dos oligonucleotídeos foi feito com o auxílio do programa 

GenScript online Real-Time Primer Design tool (www.genscript.com/ssl-

bin/app/primer).  

 O Real time foi realizado com o kit SYBR® Green PCR Master Mix 

(Applied Biosystems, EUA) para detecção da fluorescência durante a amplificação 

no aparelho ABI PRISM 7500 Sequence Detection System (SDS) acoplado ao 

software ABI PRISM 7500 SDS. As reações foram padronizadas do seguinte 

modo: 8µl de Sybr Green PCR Master Mix, 1µl de oligonucleotídeo forward a 5 

µM, 1µl de oligonucleotídeo reverse a 5µM e aproximadamente 25 ng de cDNA 

num volume final de 16µl. As reações foram preparadas em placas de 96 poços e 

cada placa possuía dois conjuntos de reações: A) reações da curva padrão do 

gene composta por uma diluição seriada de 40ng/µl de cDNA (de 100 a 10-7) para 

análise de regressão e B) as diferentes condições nas quais a expressão gênica 

seria avaliada. O cDNA utilizado para a confecção da curva padrão foi um pool 
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dos cDNAs de todas as condições analisadas. Todas as condições e pontos da 

curva padrão foram feitos em triplicata. As condições utilizadas na reação PCR 

foram: incubação a 50ºC por 2min, incubação a 95ºC por 10min e, finalmente, 40 

ciclos de 95ºC por 15 seg; 53ºC por 30 seg e 60ºC por 1min. Uma análise da 

curva de dissociação foi conduzida para verificar a formação de dímeros de 

oligonucleotídeos e amplificações inespecíficas. O método da eficiência descrito 

por Pffafl (2001) foi utilizado para tratamento dos dados de expressão gênica 

obtidos. Este método se baseia na eficiência dos oligonucleotídeos na reação e na 

variação de Ct (cycle threshold) entre as amostras (Pffafl, 2001). Um fator de 

normalização para cada condição analisada foi obtido a partir dos níveis de 

expressão dos genes escolhidos como controles endógenos através da utilização 

do programa geNORM para Microsoft Excel (Vandesompele et al., 2002). Este 

fator de normalização corrigiu os níveis de expressão de cada gene em cada 

condição. A amostra do micélio necrotrófico em meio biotrófico foi utilizada como 

amostra-referência, ou seja, após a normalização da expressão em cada condição 

pelos controles endógenos, os valores obtidos foram divididos pelos valores de 

expressão do micélio necrotrófico em meio biotrófico para que assim pudesse ser 

obtido o fold de expressão das demais condições em relação a esta amostra.  

 

3.20- Clonagem e estudo do promotor do gene MpTLP1 

Para avaliação do promotor do gene MpTLP1, a seqüência do EST CP02-

EC-001-001-E11-UE foi lançada contra as seqüências de DNA genômico de M. 

perniciosa. Através de análises de bioinformática (ver detalhes em resultados) foi 

detectada uma seqüência contendo aproximadamente 829 pb a montante ao 

códon de início da tradução do gene. Esta seqüência foi amplificada através de 

PCR utilizando oligonucleotídeos específicos contendo sítios de restrição, 

destacados em itálico: (ThauProBamDir: 5´-

GGATCCCCCGTTAATATCTCTCCTCAA–3´; ThauProHindRev: 5´- 

AAGCTTTTCATGTTGAGAATTCAGAAGG – 3´).  A seqüência promotora obtida 

foi analisada nos programas MATCH (http://www.gene-regulation.com/cgi-

bin/pub/programs/match/bin/match.cgi; Kel e Goessling, 2003), Neural Network 
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Promoter Prediction (Reese et al., 2001) e HcTATA 

(http://l25.itba.mi.cnr.it/~webgene/wwwHC_tata.html; Milanesi et al., 1996) em 

busca pelo TATA box, início de transcrição e seqüências cis hipotéticas. Após 

amplificação da seqüência, esta foi clonada em pGEM-T Easy (Promega, EUA) e 

inserida em E.coli DH10B através de transformação por eletroporação. As células 

resultantes foram plaqueadas em meio seletivo contendo X-gal. As colônias 

positivas foram inoculadas em meio líquido para posterior extração de DNA 

plasmidial através de lise alcalina. O plasmídeo obtido foi digerido com enzimas de 

restrições cujos sítios foram inseridos na seqüência pelos óligonucleotídeos 

(HindIII e BamHI). A digestão foi submetida à eletroforese em gel de agarose 0,8% 

e em seguida, o fragmento referente à seqüência do promotor de MpTLP1 foi 

purificada do gel através do Kit de purificação PureLink (Invitrogen, EUA). 

O fragmento purificado foi ligado no plasmídeo YEP358, e introduzido em S. 

cerevisiae eletrocompetente cepa HD93-15D, preparada conforme protocolo 

padrão. Os transformantes foram selecionados em meio YNB (6,7g/l YNB, 3% 

glicose, Triptofano, Histidina, Leucina e mix de aminoácidos denominado Drop out; 

Ausubel et al., 1998) deficiente em Uracila. Em paralelo, foram transformadas 

leveduras com YEP358 sem inserto para serem utilizadas como controle negativo, 

e também, com uma construção utilizada por Carraro et al., (1998), como controle 

positivo de repressão à glicose e indução à glicerol. Em seguida, foi feito o 

experimento para teste de expressão do gene repórter LacZ da seguinte forma: 

após o crescimento dos transformantes, foi feita uma suspensão das colônias  que 

foram pingadas em meio SC + glicose 2%; SC+ glicose 4%; SC+ glicerol 1%; SC + 

glicerol 2%; SC + extrato de cacau 2%; SC + extrato de cacau 4%. As colônias a 

serem testadas foram transferidas para uma membrana de náilon (Hybond N+ - 

GE Healthcare, EUA), colocando a membrana sobre as culturas e esperando 

estas ficarem bem molhadas. Em seguida as células foram lisadas por imersão em 

nitrogênio líquido. A revelação foi feita utilizando solução Z. A formação de 

colônias azuis nas membranas foi acompanhada visualmente. Outras alterações 

foram testadas na busca de resultados conclusivos: 1) plaqueamento de X-gal 

(20ug/ ml de meio) em placa de YPD Ura-, seguido de inóculo de colônias 
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positivas. As placas foram incubadas a 30ºC durante 3 dias e observadas 

diariamente para detecção de colônias azuis. 2) adição de 100ul de solução Z 

para cada 25ml de YPD Ura-. Inóculos e incubação foram feitos conforme descrito 

anteriormente. 

Devido à falta de precisão nos resultados obtidos, alterações no protocolo 

foram testadas. Resultados obtidos em Northern blot nos guiaram a mais uma 

condição de teste de ativação do promotor, substituindo a glicose por extrato de 

cacau no meio YNB. 
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 4- RESULTADOS 
 

 4.1- Análise do gene MpTLP1 

A partir de análises nos bancos de dados de EST de M. perniciosa, foi 

encontrada uma seqüência contendo similaridade com TLPs: o EST CP02-EC-

001-001-E11-UE. Essa biblioteca de ESTs é advinda de micélios necrotróficos 

cultivados em extrato dializado de cacau (EC). 

Para isolar o gene completo, utilizamos os oligonucleotídeos M13 

aninhados no plasmídeo pDNRLIB (Clontech, EUA), utilizado para  a construção 

das bibliotecas de ESTs de M. perniciosa (Rincones et al., 2008). O resultado do 

seqüenciamento foi uma seqüência de 1086 pb, contendo uma matriz de leitura de 

774 pb, uma região 5´UTR de 163 pb e um 3´UTR de 149 pb. 

 
TCTCGCAGGAGCATTCAACACCTGCCGCAGGCATCGTGTGGCTCGTATACCGTGCCTATCAGAGCGTATGGAAGAA

CATCTAGAGCGCAGACGGGAAGAGTATAAGTAGACCATTTTACAAGGTCGAATTCTTCAGTCTGAACTCGCCTTCTGAATT

CTCAACATGAAACTTTTCGTCGCAAGTGCTTCTCTCGCTGGGTTGTCCACCGTTGCAGCTCGTACCTTCACGGTCTATAAC

GCGTGTCCGTTTACCATCTGGCCAGCTCTATTTACGGATCTCCATGCTGGATCCGCTGTTCCTAACTTCAAGACCGGCTGG

GAAGCTCCCGCATGGTCCACGGTAACGTTCTCGGTGCCAGACAACTGGACGGCAGGAAGGATCTGGGCCAGACGTAACTGC

GACTTCTCCAAGACCGGAGGTCCCACTGCTCAGTGCCTCACTGGCGGGTGCAATGGAGGCCTCGAATGCGACAGAAACACA

GGCACCGGTGTGCCTCCCGCAACGATAGCGGAGTGGACTTTGTCGAGTAACCCCAATATTCCCGATAACTACGATGTCTCG

CTTGTGGACGGTTACAATCTTCCTGCCAGGATCTCTAACAACAAAGGGTGCCCCGTTGCCGAATGTGCAAAGGATCTAGGA

CCAGACTGTCCTGCTCCCTTGAAAGGCCCATTTGACTCGACGGGATTCCCCGTGGGTTGCAAGAGTGCTTGCTTTGCAAAC

TTGGACGGCCACCCTCAGGACTCGGCCAATTGTTGTTCTGGCAGCCATAACACCCCGCAAACCTGCCCTGCCAGCGGCGTT

CAATACTATAGTTACTTCAAGTCAAATTGTCCAAGGTCTTACGCCTACGCCTACGACGAGAATAGTGGCACTGCTTTGTTC

ACTTGCGACTCGAAACTCAAGGCTGATTATACTTTGACATTCTGTCCCTGAGCGGGGAGCGCGCGGGGAGCGCTNTTGAGC

TCACCGCGGGGTACTAACCCGTAACCAGGGTAATGGATTCTAGTTGTATATCACATTTTGAAATGTACTGTTTGAGGACCC

CAAGATGAATGAATATTGTTGATGGAAAAAAAAAAAAA 

Figura 5: Seqüência do gene MpTLP1 presente no EST CP02-EC-001-001-E11-UE. Realce 
verde: códon de início de tradução. Realce vermelho: códon de parada de tradução. Cinza: Sítio de 
reconhecimento da enzima BamHI. 
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Essa seqüência foi lançada no banco de dados do NCBI através de um 

BLASTX. Verificou-se que o EST CP02-EC-001-001-E11-UE possui alta 

similaridade com as duas TLPs do fungo Laccaria bicolor (75% e 72% de 

identidade), com a três TLPs do fungo Coprinopsis cinerea (68%, 67% e 58% de 

identidade) e com a TLP do fungo shitake japonês Lentinula edodes (64 de 

identidade; Sakamoto et al., 2006). A ORF derivada do EST foi denominada 

MpTLP1 (M. perniciosa Thaumatin-Like Protein 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: BlastX da seqüência do EST referente ao gene MpTLP1 de M. 
perniciosa. Query = EST CP02-EC-001-001-E11-UE; Sbjct = thaumatin-like protein de 
Laccaria bicolor (ref|XP_001878784.1)
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 Através de análises no site EXPASY (http://www.expasy.ch/cgi-

bin/pi_tool), verificamos que a seqüência de nucleotídeos de MpTLP1 origina uma 

proteína de 257 aminoácidos com peso molecular de aproximadamente 27,2 KDa 

e ponto isoelétrico de 5,5. O preditor de peptído sinal usado foi 

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

 

 

MKLFVASASLAGLSTVAARTFTVYNACPFTIWPALFTDLHAGSAVPNFKTGWEAPAWSTVTFSVPDNWTAGRI

WARRNCDFSKTGGPTAQCLTGGCNGGLECDRNTGTGVPPATIAEWTLSSNPNIPDNYDVSLVDGYNLPARISN

NKGCPVAECAKDLGPDCPAPLKGPFDSTGFPVGCKSACFANLDGHPQDSANCCSGSHNTPQTCPASGVQYYSY

FKSNCPRSYAYAYDENSGTALFTCDSKLKADYTLTFCP 

 
Figura 7: Seqüência de aminoácidos de MpTLP1. Sublinhado: peptídeo sinal para secreção.  
 
 
 A fim de verificarmos o número de cópias similares a MpTLP1 no genoma, 

o fragmento referente ao gene foi digerido do EST CP02-EC-001-001-E11-UE 

utilizando as enzimas de restrição EcoRI e HindIII. Essa digestão foi aplicada em 

gel de agarose e a banda referente à MpTLP1 foi purificada. Após purificação, 

esse fragmento foi utilizado para o preparo da sonda radioativa que foi utilizada no 

experimento de Southern, e também em experimentos de Pulse-Field e Northern 

blot. 

 O resultado de Southern blot sugeriu que possam existir genes similares a 

MpTLP1 no genoma do fungo M. perniciosa, já que foi possível visualizar pelo 

menos três bandas na trilha referente à digestão com BamHI, sítio que corta 

dentro do gene (figura 8). O resultado de Pulse-field sugere que estes genes 

podem estar localizados no mesmo cromossomo, já que nesse experimento foi 

possível visualizar apenas uma banda intensa (figura 9). 
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Figura 8: Análise de 
Soutern blot do 
gene MpTLP1: DNA 
genômico de M 
perniciosa foi digerido 
com enzimas de 
restrições e 
hibridizado com o 
gene MpTLP1. A 
esquerda: gel de 
agarose corado com 
brometo de etídeo. 
Direita: Soutern blot 
com MpTLP1. 1- 
EcoRI, 2 - EcoRV, 3- 
HindIII, 4- BamHI 

 

 

 

 

 

 Figura 9: Análise do gene MpTLP1 em gel de 
Pulse-field.    1 - Gel de Pulse Field contendo 
cromossomos de  M. perniciosa.   
2- Cromossomos hibridizados com o gene 
MpTLP1.  
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 4.2- Análise de taumatinas em M. perniciosa e filogenia de MpTLP1: 

 Apesar de termos a seqüência completa do EST referente a MpTLP e uma 

cobertura de 2X do genoma de M. perniciosa seqüenciado pelo método Sanger 

(Mondego et al., 2008), até então não era possível mapear todos os éxons e 

íntrons de MpTLP pois somente 344 pb do início do EST tinham similaridade com 

uma seqüência do genoma, o clone da biblioteca de shotgun CP02-S2-000-101-

G05-UE. Em 2008, foram adicionadas à montagem genômica de M. pernicosa, 

seqüências derivadas de pirosequenciamento, executado em colaboração com a 

Univerisdade Penn State e o ARS-USDA (Estados Unidos). Após a montagem 

híbrida (Sanger + pirosequenciamento), aumentamos a cobertura do genoma para 

6,2 X sendo possível alinhar o gene MpTLP1 na seqüência do genoma. Através de 

BlastN contra o banco de dados do genoma, foi verificado que MpTLP1 alinhou 

com o Contig 5418. Por alinhamento visual e com auxílio de programas de 

predição de genes aplicados pelo grupo de Bionformática do LGE, foi possível 

mapear os éxons e íntrons de MpTLP1 (figura 10). MpTLP1 possui 12 introns, o 

mesmo número de introns presente na TLP de L. edodes (Sakamoto et al., 2006).  

 Tendo em vista uma maior cobertura do genoma, nossos dados de 

Southern blot e dados da literatura que demonstram que as taumatinas formam 

famílias gênicas em diversos organismos, buscamos outras taumatinas no 

genoma de M. perniciosa. Essa mineração de dados foi feita primeiramente 

utilizando a seqüência de MpTLP1 em um TBlastN contra a montagem híbrida de 

M. perniciosa (figura 11). Esse Blast resultou no alinhamento de outros contigs 

além do Contig 5418 com MpTLP1, sendo que 10 contigs apresentaram 

similaridade maior que 50%.  
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CGCAGGAGCATTCAACACCTGCCGCAGGCATCGTGTGGCTCGTATACCGTGCCTATCAGAGCGTATGGAA 

GAACATCTAGAGCGCAGACGGGAAGAGTATAAGTAGACCATTTTACAAGGTCGAATTCTTCAGTCTGAAC 

TCGCCTTCTGAATTCTCAACATGAAACTTTTCGTCGCAAGTGCTTCTCTCGCTGGGTTGTCCACCGTTGC 

                    M  K  L  F  V  A  S  A  S  L  A  G  L  S  T  V  A  

AGCTCGTACCTTCACGGTATGGCAGTCCCTTTTTCCGTGGGGTTTCTTCTGATCCCTCATCAACCAGGTC 

 A  R  T  F  T                                                     V  

TATAACGCGTGTCCGTTTACCATCTGGTGAGTTACTGCCATTAATCACGTAGTATATACCTTTTTCTCAT 

Y  N  A  C  P  F  T  I  W 

TCACCAACACAGGCCAGCTGTAATTTCACGCTTTTGCTTCCTTGGACTTTTCCTCACAAGAGTCCTAGCT 

             P  A                                                   L 

ATTTACGGATCTCCATGCTGGATCCGCTGTTCCTAACTTCAAGACCGGGTGCGCTTCATGAATAGTCTTG 

 F  T  D  L  H  A  G  S  A  V  P  N  F  K  T  G  

GGAATATCGCTCTGACTCTTTTATTGTAGCTGGGAAGCTCCCGCATGGTCCACGGTAACGTTCTCGGTGC 

                              W  E  A  P  A  W  S  T  V  T  F  S  V  P 

CAGGTAAGTCCAAGTTCCATTTAGCTGCGTTCATTTCTAACAAATGCGCAGACAACTGGACGGCAGGAAG 

  D                                                  N  W  T  A  G  R  

GATCTGGGCAAGTAATATACTTGGTTTGTTAAAGGCAGACAGCTAACTGCTCAATACAGGCCAGACGTAA 

 I  W                                                      A  R  R  N  

CTGCGACTTCTCCAAGACCGGAGGTCCCACTGCTCAGTGCCTCACTGGCGGGTGCAATGGAGGCCTCGAA 

 C  D  F  S  K  T  G  G  P  T  A  Q  C  L  T

TGCGACAGAAACACAGGCACCGGTGTGCCTCCCGCAACGATAGCGAAAATATTAGCTTATTTGATGACCA 

  G  G  C  N  G  G  L  E   

C  D  R  N  T  G  T  G  V  P  P  A  T  I  A  

TCTTCCCTTACTGACATTGCTTTGTATTATAGGGAGTGGACTTTGTCGAGTAACCCCAATATTCCCGATA 

                                 E  W  T  L  S  S  N  P  N  I  P  D  N 

ACTACGATGGTAAGCGGCTGCTTTTATCACACCGGTAAATATGATGCTGACACCTCCTACCTAGTCTCGC 

  Y  D  V                   

TTGTGGACGGTTACAATCTTCCTGCCAGGTACCAGCAGAAAGCCTCAGTGTGGACTACTTCCTGATCACG 

                                      S  L 

  V  D  G  Y  N  L  P  A  R   

TACCCAGGATCTCTAACAACAAAGGGTGCCCCGTTGCCGAATGTGCAAAGGATCTAGGACCAGACTGTAA 

        I  S  N  N  K  G  C  P  V  A  E  C  A  K  D  L  G  P  D  C 

GGAATAGATACATCTTACTGGGGAATGATACAGATCTGATTGTTTCACGTAGGTCCTGCTCCCTTGAAAG 

                              

GCCCATTTGACTCGACGGGATTCCCCGTGGGTTGCAAGAGTGCTTGCGTAAGTAGTTAAATCCTCCGCTC 

      P  A  P  L  K  G 

  P  F  D  S  T  G  F  P  V  G  C  K  S  A  C  

AAGGCCAAGACTGAAATTATCTCAGTTTGCAAACTTGGACGGCCACCCTCAGGACTCGGCCAATTGTTGT 

                         F  A  N  L  D  G  H  P  Q  D  S  A  N  C  C  

TCTGGCAGCCATAACACCCCGCAAACCTGCCCTGCCAGCGGCGTTCAATACTATAGTTACTTCAGTGCGT 

S  G  S  H  N  T  P  Q  T  C  P  A  S  G  V  Q  Y  Y  S  Y  F  K 

CGGGTTGCATTCATTTATAGGCTTCTGGGATACTCAACATCATTCAATCAGAGTCAAATTGTCCAAGGTC 

             S  N  C  P  R  S 

TTACGCCTACGCCTACGACGAGAATAGTGGCACTGCTTTGTTCACTTGCGACTCGAAACTCAAGGCTGAT 

 Y  A  Y  A  Y  D  E  N  S  G  T  A  L  F  T  C  D  S  K  L  K  A  D   

TATACTTTGACATTCTGTCCCTGAGCGGGGAGCGCTGCTGAGCTCACCGCGGGTACTAACCGTAACAAGG 

Y  T  L  T  F  C  P 

CGTAATGGATTCTAGTTGTATATCACATTTTGAAATGTACTGTTTGAGGACCCAAGATGAATGAATATTG 

 

TTGATGGA 

 

Figura 10: Sequencias de nucleotídeos e aminoácidos de MpTLP alinhadas com contig 
genômico 5418. Em verde o códon de início de tradução e em vermelho o códon de parada de 
tradução.  
 
 
 
 

44 
 



                 
Resultados 

 
  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: tBlastN da seqüência de MpTLP1 contra os contigs genômicos de M. perniciosa. 
 

 Em seguida as seqüências desses contigs foram lançadas no preditor 

utilizado pela bioinformática de LGE, a fim de localizarmos dentro de cada contig 

os genes similares a MpTLP1. Dos 10 contigs analisados o preditor gênico 

conseguiu mapear taumatinas em 7 destes, sendo que no Contig 11536 existem 

duas seqüências in tandem similares a taumatinas (MpTLP3 e MpTLP4). No total 

foi possível anotar 9 taumatinas em M. perniciosa. Três das proteínas hipotéticas 

estão incompletas (MpTLP2, MpTLP5 e MpTLP9), pois não apresentam o códon 

de iniciação e alguns aminoácidos na porção N-terminal. Essas seqüências foram 

alinhadas através do programa ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw/; 

figura 12), juntamente com a sequencia da taumatina de L edodes (Sakamoto et 

al., 2006) e esse alinhamento foi usado para a predição de um cladograma (figura 

13) 

 Pelo alinhamento foi possível verificar que todas as MpTLPs, assim como a 

taumatina de L. edodes,  apresentam aminoácidos ácidos conservados nas 

posições apropriadas do “acidic cleft”, região importante para atividade de ligação 

a β-1,3-glucanas (Koiwa et al., 1999). Em MpTLP1, esses aminoácidos seriam 

E117, D131, e D136.  
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Figura 12: Alinhamento das MpTLPs com a taumatina de L. edodes (Sakamoto et al, 2006). As setas indicam 
aminoácidos ácidos que circundam o “acidic cleft” importantes para função de ligação à glucanas. L. edodes – 
Lentinula edodes  - (dbj|BAE95855.1|) 

 

L. edodes

 MpTLP1

 MpTLP2

 MpTLP8

 MpTLP9

 MpTLP5

 MpTLP7

MpTLP6

MpTLP4

MpTLP3

99

94

99

88

72

80

100

0.05  
Figura 13: Cladograma das taumatinas de M. perniciosa. A topologia da árvore foi construída 
pelo método de Neighbor joining através do programa MEGA4. As distâncias entre seqüências 
foram calculadas pelo modelo de distância p. Os números nos ramos indicam as porcentagens do 
teste de confiança de Bootstrap (5000 réplicas).  

46 
 



                 
Resultados 

 
 O cladograma demonstra que MpTLP1 e MpTLP2 são as taumatinas de M. 

perniciosa mais similares a de L. edodes. Por esse cladograma também é possível 

separar as MpTLPs em alguns sub-grupos provavelmente relacionados com a 

história evolutiva dessas proteínas em M. perniciosa. 

 A fim de buscarmos mais inferências sobre a função das MpTLPs foi feito 

um alinhamento MpTLP1 com outras seqüência de TLPs depositadas em banco 

de dados (figura 14).  
MpTLP1      : -MKLFVAS--ASLAGLSTV-AARTFTVYNACPFTIWPALFTDLHAGSAVPNFKTGWEAPAWSTVTFSVPDNWTAGRIWARR :  77

L. edodes   : -MKFTTAASLVSVGLVSTVDAARTFTVYNGCPFTIWPAMFTGVNQATASPAYTTGWAANAYTAVSFSVPDNWQAGRIWARR :  80 

S. gregaria : -MITVAHSLLVLAVASLSEGR--TFQFQNKYGETIWVGSLGNPGHQSI---NGGGWEMAAGSTMTVNVDDSWQG-RIWGRT :  74 

C. elegans  : -MALVKLTLALLLLALGADAR--TITIYNKCPFTIWPGILG-PGNP-----AGGGFQLTAGQSRNIDVDDAWTAGRVWART :  72 

A. thaliana : MMNRILLFMILAFVSSLSEVEPISFKITNRCRNTIWPGLLSGANSAPL---PTTGFRLSRGKSKTVAIPESWSG-RLWART :  77 

T. danielli : ----------------------ATFEIVNRCSYTVWAAASKGDAAL-----DAGGRQLNSGESWTINVEPGTNGGKIWART :  54 

Osmotin     : -MGNLRSSFVFFLLALVTYTYAATIEVRNNCPYTVWAASTP----------IGGGRRLDRGQTWVINAPRGTKMARVWGRT :  70 

CetA        : ----------MMFTKALVAATLATLTAALPQPTVVRR---------------EGG---DAGVTIVNNMDSDVYAWSVTDGV :  53 

 

                                                                                                     

                     *       100         *       120         *       140         *       160         

MpTLP1      : NCDFSKTGGPTAQCLTGGCN-GGLECDRNTGTGVPPATIAEWTLSSNPNIPDNYDVSLVDGYNLPARISNN--------KG : 149 

L. edodes   : DCDFSVNPGPNS-CLDGGCN-GGLVCDPTTGTGVPPASLAEFTLSGAGGL-DYFDISFVDGYNLPISITNN--------VN : 150 

S. gregaria : GCKFD-ASGRGS-CQTGDCG-GVLKCNGAG--GKPPSSLLEVTLRGSGGN-DYYDVSLVDGYNIPITMTPTDASGGGDHYR : 149 

C. elegans  : GC-----DGNFN-CETGFCR-NSEQCNGAG--GVPPASLAEFTLKAWGGQ-DFYDVSLVDGYNLPVLIDPHGGSG-----C : 138 

A. thaliana : LCSQDRSSGSFV-CLTGDCGSGKVECSGSG--AKPPATLAEFTLNGTGGL-DFYDVSLVDGYNLPMLILPKKIVIG----G : 150 

T. danielli : DCYFD-DSGSGI-CKTGDCG-GLLRCKRFG---RPPTTLAEFSLNQY-GK-DYIDISNIKGFNVPMDFSPTTRG------- : 120 

Osmotin     : NCNFN-AAGRGT-CQTGDCG-GVLQCTGWG---KPPNTLAEYALDQFSGL-DFWDISLVDGFNIPMTFAPTNPSGG----K : 140 

CetA        : SKMHTLSSGGGSYTENFQANPNGGGVSIKLSTHQDQTDVLQFEYTKSGET-IFWDMSCIDMDRAASTFTKN---------- : 123 

 

                                                                                                     

                    *       180         *       200         *       220         *       240          

MpTLP1      : CPVAECAKDLGPDCPAPLKGPFDSTGFPVGCKSACFANLDGHPQDSANCCSGSHNTPQTCPASGVQYYS--YFKSNCPRSY : 228 

L. edodes   : CPAPICAVDLGPNCPAPLAGPFDSTGFPVGCKSACDANLDGDQQNSPNCCSGQYDTPATCPVSGVEYYT--YFKDACPDAY : 229 

S. gregaria : CRPATCTANVNAKCPSELQVVAN--GAVVACKSACLA-----FNTDQYCCRGAYNTPQTCKSSTWPKNYPSFFKGLCPDAY : 223 

C. elegans  : KRAGGCVKDINAECPAALSVKGHN-GNTVACKSGCLG-----YNTDQECCRGAYGTPDKCHRSATAQ----MFKDACPTAY : 209 

A. thaliana : CGATGCLVDLNGACPRDLKLVTRGNGNGVACRSACEA-----FGDPRYCCSDAYATPDTCQPSVYSL----FFKHACPRAY : 222 

T. danielli : CRGVRCAADIVGQCPAKLKAPGGG------CNDACTV-----FQTSEYCC-----TTGKCGPTEYSR----FFKRLCPDAF : 181 

Osmotin     : CHAIHCTANINGECPRELRVPGG-------CNNPCTT-----FGGQQYCC-----TQGPCGPTFFSK----FFKQRCPDAY : 200 

CetA        : -GFDVSPSQTSGDCPAVNCHAGDT-----SCAEAYLQ-----PKDDHATHGCPIDTSFTLTLGAPSE----FLFAVLIQEY : 189 

 

                                                                                   

                   *       260         *       280         *       300             

MpTLP1      : AYAYDENSGTALFTCDSKLKADYTLTFCP---------------------------------- : 257 

L. edodes   : AYAYDESSESALWTCADSLNADYTITFCPPA-------------------------------- : 260 

S. gregaria : SYAYDDKS--STFTCA--NTG-YRITFG----------------------------------- : 246 

C. elegans  : SYAYDDGS--STFTCR--ATASYTVQFC----------------------------------- : 233 

A. thaliana : SYAYDDKT--STYTCA--TGADYFIIFCPPPYTSEKLLGSRKDGATLPLVNKSMIHLPHPHSS : 281 

T. danielli : SYVLDKPT---TVTCP-G-SSNYRVTFCPTA-------------------------------- : 207 

Osmotin     : SYPQDDPTS--TFTCP-GGSTNYRVIFCPNGQAHPNFPLEMPGSDEVAK-------------- : 246 

CetA        : SYIFPISVTICPQSSP--FLATYLPLFKSA--------------------------------- : 217

 

 

  

  

 

Figura 14: Alinhamento de TLP1 com outras TLPs. Em vermelho estão as lisinas descritas como 
possíveis sinalizadoras de sabor doce na taumatina de T. danielli. L. edodes – Lentinula edodes  - 
(dbj|BAE95855.1|), S. gregaria - Schistocerca gregaria – (gb|AAR97603.1|), A. thaliana 2 – 
Arabidopsis thaliana  - (ref|NP_195579.2|), T. danielli – Thaumatococcus danielli – (dbj|BAF44567.1|), 
Osmotin – Nicotiana tabacum – (emb|CAA46623.1|) C. elegans 1 – Caenorhbiditis elegans - 
ref|NP_502362.1|.  
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 Pelo alinhamento foi possível verificar que nenhuma outra TLP além da 

taumatina de T. danielli possui lisinas alinhadas na posição das lisinas que 

corroboram para a sinalização de sabor doce (Kaneko e Kitabake, 2001). 

Curiosamente uma dessas lisinas está alinhada na posição de um aspartato 

importante para a atividade glucanolítica. Além da taumatina de T. danielli 

somente a proteína CetA de A. nidulans (Greenstein et al., 2006) não possui todos 

os aminoácidos ácidos conservados no “acidic cleft”, o que indica que as TLPs 

possam ter atividade conservada em diversos organismos.  

          As 9 MpTLPs foram alinhadas com 36 seqüências  de TLPs depositadas no 

banco de dados, sendo 7 TLPs de artrópodes, 3 de nematódeos, 13 de plantas, 6 

de fungos ascomicetos e mais 7 TLPs de fungos basidiomicetos. O resultado 

desse alinhamento foi utilizado na construção de uma árvore filogenética.  A 

filogenia separou as TLPs em cinco grandes grupos condizentes com a origem 

evolutiva dos organismos utilizados (figura 15). Este resultado também indicou que 

MpTLP1 e MpTLP2 são as TLPs de M. perniciosa mais similares as taumatinas de 

L. bicolor e C. cinerea. As outras 7 MpTLPs formam dois clados a parte, um mais 

próximo do grupo de MpTLP1 e MpTLP2  (contendo MpTLP5 a MpTLP9) e outro 

contendo MpTLP3 e MpTLP4. A presença de 9 taumatinas em M. perniciosa, 

enquanto que em outros dois agaricomicetos, existem 2 a 3 TLPs indica uma 

expansão dessa família gênica em M. perniciosa e sugere uma diversificação na 

função dessa família de proteínas em nosso microorganismo de estudo.  
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Figura 15: Árvore filogenética das TLPs de fungos ascomicetos e basidiomicetos, 
artrópodes, nematódeos e plantas. A topologia da árvore foi construída pelo método de Neighbor 
joining através do programa MEGA4. As distâncias entre sequencias foram calculadas pelo modelo 
de distância p. Os números nos ramos indicam as porcentagens do teste de confiança de 
Bootstrap (10000 réplicas). Veja anexo 1 para informações sobre as seqüências usadas. 
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          A predição da estrutura secundária de MpTLP1 gerou um dado bem 

próximo ao citado na bibliografia (Leone et al, 2005), que descreve TLPs contendo 

uma grande quantidade de estruturas folhas-β (figura 16). 

 

                                         

 

  

Figura 16: Predição da estrutura secundária de MpTLP1. Predição feita através do programa 
PSIPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/).Setas amarelas: folhas-β, cilindro verde: α- hélice    

4.3- Clonagem do gene MpTLP1 

Para dar início à clonagem do gene MpTLP1, oligonucleotídeos contendo 

seqüências reconhecidas por enzimas de restrições em suas terminações foram 

desenhados para a amplificação do fragmento. As mesmas enzimas foram 

utilizadas para introduzir o fragmento nos plasmídeos de expressão de proteínas. 

As primeiras amplificações se deram utilizando os quatro pares de 

oligonucleotídeos descritos no item 3.4.3 e a enzima Taq High Fidelity (Invitrogen, 

EUA). Para que houvesse ligação em pGEM-T Easy, seguimos orientação do 
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fabricante da polimerase que recomenda acrescentar cauda de adenina no 

começo e no final da seqüência. Para evitar problemas de metilação no sítio de 

restricão XbaI, a transformação do fragmento amplificado com o oligonucleotídeo 

contendo essa terminação foi feita em  E. coli cepa GM2163, enquanto as demais 

foram inseridas em DH10B. Em paralelo, os plasmídeos para a expressão da 

proteína recombinante foram digeridos utilizando as mesmas enzimas de restrição 

usadas para digerir o plasmídeo pGEM-T Easy. 

    

       

Figura 17: PCR do gene MpTLP1 utilizando os  
4 pares de oligonucleotídeos para as 
construções em pMALp2X (1), pET28a (2), 
pSW202 (3) e pPIC9K (4) e controle negativo (5). 

                                                                           

Figura 18: 1- marcador de peso 
molecular 1Kb, 2- perfil de digestão com 
EcoRI de MpTLP1 clonada em pGEM-T 
Easy . 

 

  Após digestão, os fragmentos foram purificados com Kit PureLinK 

(Invitrogen, EUA), e ligados em seus plasmídeos correspondentes, e novamente 

transformados em DH10B. 

 

 4.4- Superexpressão da proteína MpTLP1 

 A partir de estudos com a seqüência de aminoácidos da proteína, 

juntamente com dados da literatura, definimos algumas estratégias para 

expressão da proteína. MpTLP1 possui 16 cisteínas o que indica que podem ser 

formadas oito pontes dissulfeto em sua estrutura. Foram escolhidos plasmídeos 

de expressão com características especiais como pSW202 e pMALp2X, que 
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possuem seqüências sinalizadoras capazes de enviar a proteína formada para o 

periplasma, onde ocorre a formação das pontes dissulfeto em bactérias. 

 Em nosso primeiro experimento em pequena escala, utilizamos as 

construções pMalp2X-MpTLP1 nas cepas de E.coli BL21-TrxB e BL21-PRIL 

(figura 19).  

 
Figura 19: Experimento de indução em pequena escala de MpTLP1. SDS-PAGE contendo 
proteína total de E. coli BL21-TrxB (2 e 3) e BL21-PRIL (4 e 5) transformadas com plasmídeo 
pMALp2X (2 e 4) e pMALp2X –MpTLP1 (3 e 5). A expressão de proteína foi induzida com 0,3 mM 
de IPTG e o conteúdo celular foi coletado após 1, 2 e 3 horas de indução. 1 – marcador de peso 
molecular de proteína. Seta superior indica expressão de MpTLP1 recombinante ligada a MBP. 
Setas inferiores indicam MBP sendo expressa pelas bactérias transformadas com pMALp2X sem 
inserto. 
  

 Nesse experimento, observamos que a constução com pMALp2X em BL21-

TRX-B obteve uma expressão mais eficiente. Optamos por testar as outras 

contruções que são purificadas pela cauda de 6 histidinas. Após o experimento de 

expressão com as construções pET28a-MpTLP1 e pSW202-MpTLP1, observamos 

que a quantidade de MpTLP1 produzida com o tempo de indução de 3 horas não 

produzia uma quantidade suficiente de proteína. Desse modo, decidimos induzir 

as células por doze horas. Esta indução resultou em uma maior quantidade de 

proteína, porém, após a purificação, teste de solubilidade, e observação em gel 

SDS-PAGE, verificamos que a proteína se encontrava predominantemente em 

corpos de inclusão, o que nos levou a uma repetição do experimento em 

temperatura mais baixa (24˚C) para que a proteína fosse produzida mais 
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lentamente e  ficasse em uma corformação mais favorável para sua solubilidade. 

Os resultados obtidos foram idênticos aos anteriores.  

 As figuras 20 e 21 mostram os experimentos de Western blot, cujos eluatos 

derivados da purificação via His-Tag de pET28a-MpTLP1 e pSW202-MpTLP1, 

foram incubados com anticorpo Anti-6xHis. Essa análise mostra que a proteína 

preponderante na fração insolúvel contém uma sequência Anti-6xHis, o que indica  

que essa se trata de MpTLP1. 

 

             

Figura 20: Purificação por afinidade 
a His-Tag da proteína MpTLP1 e 
Western blot (construção pET28a-
MpTLP): A: gel SDS-PAGE contendo 
diferentes etapas de purificação de 
MpTLP.1-marcador de peso 
molecular, 2- sem indução, 3- 
sedimento, 4- flow through, 5- 
Imidazol 5 mM, 6- Imidazol 25 mM, 7- 
Imidazol 50 mM, 8- Imidazol 100 mM-
1; 9- Imidazol 100 mM-2; 10- Imidazol 
100 mM-3, 11- Imidazol 10 0mM-4, 12 
Imidazol 100 mM-5 ,13- Imidazol 200 
mM-1, 14- Imidazol 200 mM-2, 15- 
Imidazol 500 mM; B: Western blot 
contendo proteínas presentes na 
figura A, utilizando anticorpo Anti His-
Tag. 

 

 Para a purificação de MpTLP1 a partir da construção pSW202-MpTLP1, foi 

executado um experimento de choque osmótico, que propicia a quebra da parede 

celular bacteriana e liberação do conteúdo periplasmático. Em todas os 

experimentos de choque osmótico foi evidenciada a turbidez do tampão, indicando 

a precipitação da proteína recombinante. O tampão de choque osmótico foi   

submetido a  centrifugação a 9000 X g durante 20 minutos. O sedimento foi então 

separado do sobrenadante, o que gerou as amostras 3 e 4 mostradas na figura 

15. Esse resultado indicou que a maior parte da proteína MpTLP1 expressa 

através da construção pSW202-MpTLP1 ficou insolúvel seja na fração intercelular 

quanto no periplasma bacteriano.                                            
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Figura 21: Purificação por afinidade a 
His-Tag da proteína MpTLP1 e Western 
blot (construção pSW202-MpTLP1): A: gel 
SDS-PAGE contendo diferentes etapas de 
purificação de MpTLP1. 1-sem indução, 2- 
sedimento, 3- líquido periplasmático, 4- 
sedimento do choque osmótico, 5- 
marcador de peso molecular, 6-Imidazol 5 
mM, 7- Imidazol 25 mM, 8- Imidazol 50 mM 
1; 9- Imidazol 100 mM-1; 10- Imidazol 100 
mM-2, 11- Imidazol 100 mM-3, 12 Imidazol 
100 mM-4 ,13- Imidazol 100 mM-5, 14- 
Imidazol 200 mM-1 , 15- Imidazol 200 mM-
2. B: Western blot contendo proteínas 
presentes na figura A, utilizando anticorpo 
Anti 6xHis-Tag. 

  

 Todas as tentativas de expressão em E.coli resultaram em MpTLP1 na 

fração insolúvel. Foi observado que a cepa de E-coli BL21-C41 quando 

transformada com a construção pET28a-MpTLP1, produziu maior quantidade da 

proteína (figura 22). Essa construção foi então utilizada para tentativa de obtenção 

da proteína em seu estado nativo. Para eliminar a dúvida de que a cauda de 

histidina existente nessa construção poderia estar atrapalhando no enovelamento 

da mesma, testes de renaturação também foram realizados com a construção em 

MpTLP1- pET29a.  

 

                     

Figura 22. Indução de 
MPTLP1 em pET28a  E-coli 
Bl21- C41: 1- Sem indução 2- 
fração insolúvel,  3- fração 
solúvel 
 

  

 Tentativas de expressão da proteína em P. pastoris em sua forma solúvel 

também foram realizadas. A transformação de P. pastoris GS115 foi confirmada 

através de crescimento em placas contendo meio seletivo (HIS-) e posteriormente 
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através de PCR de colônia. Logo após, teste Mut+ e Muts foram realizados, 

resultando em 1 colônia de cada condição (colônia 1 = Mut+; colônia = 28 Muts). 

Essas colônias foram submetidas a teste de indução em pequena escala. 

 

                        
Figura 23. Fração intracelular da indução de P. pastoris contendo MpTLP1  2 a 8: colônia1, 9 
a 15, colônia 28. 1 : marcador de peso molecular, 2:  Sem indução, 3: 1 dia de indução, 4: 2 dias 
de indução, 5: 3  dias de indução, 6: 4 dias de indução, 7: 5 dias de Indução, 8: 6 dias de indução, 
9 Sem indução, 10: 1 dia de indução, 11: 2  dias de indução, 12: 3 dias de indução, 13: 4 dias de 
indução, 14: 5 dias de indução, 15: 6 dias de indução. 
 

                        
Figura 24: Fração extracelular da indução de P. pastoris contendo MpTLP1 . 2 a 8: colônia 1; 
9 a 15, colônia 28 . 1: marcador de peso molecular, 2:  Sem indução, 3: 1 dia de indução, 4: 2 dias 
de indução, 5: 3  dias de indução, 6: 4 dias de indução, 7: 5 dias de Indução, 8: 6 dias de indução, 
9 Sem indução, 10: 1 dia de indução, 11: 2  dias de indução, 12: 3 dias de indução, 13: 4 dias de 
indução, 14: 5 dias de indução, 15: 6 dias de indução.  
 
 Na figura 23, correspondente a fração intracelular da indução, não foi 

observada nenhuma banda diferencialmente expressa, o que já era esperado, já 

que o plasmídeo contém um peptídeo sinal, responsável pela expressão da 

proteína extracelular. Na figura 24 que mostra a fração extracelular da indução de 
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MpTLP1-pPIC9K em P. pastoris, observamos uma banda diferencialmente 

expressa próxima à altura de 25KDa, que pode corresponder a MpTLP1.  

 Como não observamos nenhuma banda induzida com tamanho esperado 

advindo da indução com a colônia 28, esta levedura “transformante” e a colônia 1 

foram novamente riscadas em meio de cultura MM e MD (2% glicose, 5% glicose) 

sem histidina (marca de seleção de pPIC9K). Um controle, pPIC9K GS115 sem 

transformação também foi inoculado nesse meio como controle (figura 25).  

 

 

 

 

Figura 25: Teste de confirmação de transformante em P. pastoris GS115: 1- colônias 
riscadas em MD glicose 5%, 2- colônias riscadas em MD glicose 2%, 3- colônias riscadas em 
MM . 

  

 O resultado indica que a colônia 28 é um falso-positivo, já que não houve 

crescimento em meio sem histidina. A colônia 1 é um transformante real, pois foi 

capaz de crescer sem histidina. Esse dado reforça o resultado na figura 24, 

sugerindo que a banda indicada é MpTLP1. Tentativas de indução em larga escala 

foram realizadas, porém sem sucesso, já que o inóculo não atingia massa celular 

adequada para uma indução em meio de cultura. Devido a esses problemas na 

indução de MpTLP1 em P. pastoris resolvemos seguir com os experimentos de 

desnaturação/renaturação de MpTLP1 expressa em E. coli. 

 

 4.5- Desnaturação e renaturação de MpTLP1: 

 As tentativas de renaturação da proteína foram feitas através da expressão 

de MpTLP1 em pET28a em E.coli BL21 C41, já que essa foi a construção que 
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mais produzia MpTLP1. Primeiramente, testamos um protocolo citado por Hu e 

Reddy (1997), com adaptações a condições de nosso laboratório. O tampão 

utilizado para desnaturação protéica continha 8 M uréia, 50 mM Tris pH 8,0, 19 

mM CaCl2, 10 mM MgCl2, 2 mM DTT  0,2M e arginina. 

 A figura 26 mostra que grande parte de MpTLP1 foi desnaturada com 

sucesso, e esse material foi utilizado para tentativas de ressolubilização da 

proteína através de diálises para retirada do agente desnaturante (uréia) de forma 

gradativa como descrito no tópico 3.8.1                                     

                                        
Figura 26. Desnaturação de MpTLP1 pela metodologia descrita em 3.8.1 : 1- fração insolúvel 
da indução; 2- sedimento após incubação com tampão uréia 8M; 3- Sobrenadante após incubação 
com solução Uréia 8M 
 

 A cada troca de solução com menores concentrações de uréia ocorreu a 

precipitação de parte da proteína. Ao final da diálise a 0 M Uréia, não foi possível 

observar a presença de MpTLP1 na solução correspondente a fração solúvel 

(figura 27) Para nos certificarmos de que a cauda de histidina presente na proteína 

expressa não estaria prejudicando a renaturação da proteína, o mesmo método foi 

testado com a proteína sem a cauda, expressa em pET29a (figura 28) 
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Figura 27: Renaturação de MpTLP1 pela metodologia descrita em 3.8.1: 1- Fração insolúvel da 
indução; 2- sedimento em 6M de uréia; 3- sobrenadante 6M de uréia; 4- sedimento em 4M uréia; 5- 
sobrenadante em 4M Uréia; 6- sedimento em 2M de uréia;  7- sobrenadante de 2M de uréia; 8- 
sedimento em 1M de uréia; 9- sobrenadante em 1M de uréia; 10- sedimento em  0,5M de uréia; 11- 
sobrenadante em  0,5M de uréia.  
  

  

               
Figura 28: Teste de renaturação de MpTLP1 em pET29a: 1- Sem indução; 2- fração insolúvel da 
expressão; 3- fração solúvel da expressão; 4- sobrenadante em 6M de uréia ; 5- sedimento em 4M 
de uréia; 6- Sobrenadante 4M uréia; 7- sedimento em 2M de uréia; 8- sobrenadante em 2M de 
uréia; 9- sedimento em 1M de uréia; 10- sobrenadante em 1M de uréia; 11- sedimento em 0,5M de 
uréia; 12- sobrenadante em  0,5M de uréia. 
 

 Um fato que deve ser levado em consideração é que nesse experimento, a 

proteína MpTLP1 não foi purificada, e, portanto, a desnaturação e renaturação de 

MpTLP1 pode ter sofrido interferência de outras proteínas celulares presentes no 

sistema de renaturação. Pensando nisso, o próximo experimento foi feito com a 

inclusão do passo de purificação de MpTLP1 por coluna de afinidade Ni-NTA em 

condição desnaturante, excluindo DTT do tampão. A nova tentativa de obtenção 

de MpTLP1 solúvel foi feita como descrito por Hu e Reddy, (1997), que utilizou 

sistema de glutationa oxidada e reduzida na tentativa de estabelecimento de 
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pontes dissulfeto de taumatinas de A. thaliana. Primeiramente, purificamos 

MpTLP1 em coluna de afinidade (figura 29). 

            
Figura 29: Purificação de MpTLP1 desnaturada em 8M de Uréia, purificado em coluna de 
afinidade Ni-NTA. 1- marcador de peso molecular, 2- Flow -through, 3- 25 mM Imidazol, 4- 50 mM 
Imidazol, 5- 100 mM Imidazol, 6- 200 mM Imidazol (1), 7- 200 mM Imidazol (2),8- 200 mM Imidazol 
(3),9- 200 mM Imidazol (4), 10- 200 mM Imidazol (5). 
 

As frações que continham MpTLP1 pura foram submetidas a diálises 

consecutivas e ao final do procedimento o resultado obtido foi semelhante ao 

descrito anteriormente, não resultando em MpTLP1 solúvel sem agente 

desnaturante (uréia). Paralelamente, diálises para retirada total de uréia e 

glutationa foram realizadas com o intuito da obtenção da proteína purificada em 

estado insolúvel para confecção de anticorpo anti-MpTLP1. Curiosamente, essa 

tentativa resultou em uma parcela de proteína em estado solúvel. A figura 30 

compara a quantidade inicial de MpTLP1 total produzida no experimento de 

indução, e a quantidade de MpTLP1 resultante do processo de desnaturação e 

renaturação.  

                    
Figura 30: Obtenção de MpTLP1 solúvel: A) A: gel SDS-PAGE contendo 5µl de extrato proteico 
da indução desnaturada; B: gel SDS-PAGE contendo 10µl da proteína purificada e renaturada da 
indução. 
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Na tentativa de renaturação segundo Campos et al., (2008), a solução de 

MpTLP1 obtida através das diálises consecutivas em 200 mM Tris-HCl, pH7,5; 

500 mM NaCl não suportou a concentração do volume e sofreu precipitação. 

 

4.6- Teste de atividade antifúngica de MpTLP1 

           Experimentos foram montados com o intuito de verificarmos a existência de 

atividade antifúngica e enzimática de MpTLP1. Primeiramente, testamos a 

possível atividade inibitória de MpTLP1 ao crescimento de fungos filamentosos 

(Alternaria alternata, Curvilaria eragrostides, Aspergillus nidulans, Aspergillus 

niger, Aspegillus fumigatus, e também Moniliophthora perniciosa). Concentrações 

crescentes de MpTLP1 foram adicionadas a discos de papel de filtro estéreis 

posicionados a uma distância de 1 cm do ponto de inoculação dos fungos na 

placa. Os experimentos também contaram com um controle positivo (Nistatina) e 

um controle negativo (tampão de diluição de MpTLP1). Esses testes foram feitos 

em 4 repetições, sendo que nas 2 primeiras, as doses de MpTLP1 utilizadas foram 

de 3, 6 e 12 μg de proteína. Os testes subseqüentes foram feitos com maiores 

quantidades de proteína (10, 20 e 30 μg). Para todos os fungos não foi possível 

constatar uma ação antifúngica clara de MpTLP1. Em nenhum dos casos 

observamos formação de halo de inibição de crescimento fúngico em quaisquer 

das concentrações de MpTLP1 utilizadas (figura 31). Além disso, verificamos se 

essa proteína poderia exibir atividade fungicida (se ela é capaz de matar o fungo 

após seu crescimento estabelecido). Após crescimento total do fungo em placas, 

adicionamos o papel de filtro e pingamos concentrações crescentes de MpTLP1, 

controle negativo e controle positivo. Nenhuma atividade foi observada. 
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Figura 31: Teste de atividade antifúngica de MpTLP1 em fungos filamentosos. A) Aspergillus 
fumigatus, B) Aspergillus nidulans, C) Moniliophthora perniciosa, D) Aspergillus niger, E) Alternaria 
alternata, F) Curvilaria eragrotides.1- Controle positivo (Nistatina 5000u), 2- 30ug de MpTLP1, 3 - 
20ug de MpTLP1, 4- 10ug de MpTLP1, 5 – Tampão da proteína (100ul). 

 Para fungos leveduriformes (P. pastoris e S. cerevisiae), o teste de 

atividade antifúngica se deu através de curva de crescimento feita em cultura em 

YPD + 1,6 ug/ml de MpTLP1. Foi utilizada Nistatina (2000U) como controle 

positivo de inibição de crescimento. Não foi observada a diminuição do 

crescimento das leveduras em presença de MpTLP1 (figura 32). 
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Figura 32: Curva de crescimento de leveduras.  As leveduras contendo  e não contendo MpTLP1  
foram crescidas durante 18 horas, e seu crescimento foi acompanhado através de medições da 
absorbância (A600) a cada 2 horas. 

 Foram executados experimentos para verificar se MpTLP1 apresenta 

atividade β-glucanolítica (teste de Somogyi-Nelson) utilizando laminarina como 

substrato. Esse teste é capaz de medir a liberação de acúcares resíduais 

derivados da quebra de um açúcar contendo ligações do tipo β 1-3. O composto 

Glucanex (300U/g de β-glucanase de Trichoderma sp.) foi utilizado em um 

controle positivo de reação. A leitura da absorbância (A540) indicou que MpLTP1 

não apresentou atividade β-glucanolítica. (figura 33). 

            Devido aos resultados negativos para ação anti-fúngica e β-glucanolítica 

decidimos verificar a conformação estrutural de MpTLP1 após ter sofrido 

desnaturação e renaturação. Esses processos podem não ter sido eficientes no 

enovelamento da proteína, resultando em uma conformação molecular alterada, o 

que poderia afetar a sua atividade enzimática. 
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Figura 33: Teste Somogyi- Nelson para atividade β-glucanolítica de MpTLP1: Painel superior: 
gráfico gerado pela absorbância em 540nm para medida de glicose presente da amostra. Painel 
inferior: imagem do teste. 

 Experimento de dicroísmo circular (CD) gerou uma curva de absorbância, 

que mostra que a proteína apresenta predominantemente folhas β em sua 

estrutura (mínimo em 215 nm). O gráfico gerado (figura 34), quando comparado 

ao gráfico publicado por Masuda et al. (2004) apresenta uma diferença em relação 

à absorção a 230 nm, o que pode representar a falta de algumas ligações que 

poderiam mudar a conformação da proteína, prejudicando assim sua atividade 

enzimática.           

 
Figura 34: Dicroismo circular (CD) de MpTLP1 
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 Dados de Espalhamento dinâmico de luz (DLS) indicaram que MpTLP1 em 

solução apresenta um peso molecular aproximado de 126 KDa (figura 35). A 

seqüência da proteína recombinante (MpTLP1 sem peptídeo sinal mais 6XHis 

tag), indica um peso molecular de 28,607 KDa. Analisando esses dados, podemos 

dizer que na solução de trabalho, MpTLP1 está formando tetrâmeros, já que o 

peso molecular estimado por DLS foi de aproximadamente 4 vezes maior que o 

peso molecular de um monômero da proteína. Pela literatura, TLPs são 

monoméricas. Logo, a formação de tetrâmeros em solução poderia estar afetando 

a capacidade enzimática de MpTLP1. Além disso, não foi possível concentrar a 

proteína além de 0,2 mg/ml. Quando esta é submetida a técnicas para 

concentração (p.e., diálise reversa em PEG 8000), ela rapidamente forma 

agregados e precipita. Podemos então concluir que a renaturação da proteína não 

foi totalmente eficaz para garantir sua estrutura nativa e seu funcionamento 

enzimático.  

 

Figura 35: Espalhamento dinâmico de luz (DLS) de MpTLP1
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 A título de comparação fizemos a estimação da estrutura terciária de 

MpTLP1 através do programa de modelagem online CPHmodels-2.0 Server - 

prediction results (http://www.cbs.dtu.dk/services/CPHmodels/). Para isso, fizemos 

um alinhamento de MpTLP1 com as TLP com estrutura resolvida através de 

cristalografia. A comparação da seqüência entre elas mostra que MpTLP1 é mais 

parecida com Pru av 2 de Prunus avium, como mostra o alinhamento entre as 

seqüência de TLPs com estrutura resolvida (figura 36).  A seqüência de Pru av 2 

foi então utilizada como molde para o programa, resultando num modelo estrutural 

para MpTLP1 (figura 37). 

 

 

 Figura 36: Alinhamento de TLPs que possuem estrutura terciária resolvida e MpTLP1. 
MpTLP1 de Moniliophthora perniciosa, 2AHN (Pru av 2) de Prunus avium: 2IOW (NP24-I) de 
Lycopersicon esculentum, 1PCV (PR-5d) de Nicotiana tabacum, 1Z3Q (BanTLP) de Musa 
acuminata, 1DU5 (Zlp) de Zea mays, 1THI (Taumatina-1) de Thaumatococcus danielli. Vermelho: 
alto consenso, azul: baixo consenso 
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 Figura 37: Estrutura terciária de MpTLP1 modelada por CPHmodels-2.0 Server - prediction 
results 

 

 Em seguida, comparamos a estrutura terciária de MpTLP1 com todas as 

TLPs com estrutura terciária resolvida (figura 38). Podemos notar que MpTLP1 

possui loops a mais que as demais TLPs. Foram utilizadas para comparação: 

Taumatina1 de Thaumatococcus danielli (van der Wel, 1975), Pru av 2 de Prunus 

avium (Dall'Antonia et al, 2005), NP24-I de Lycopersicon esculentum (Ghosh e 

Chakrabarti, 2005), Zeamatina de Zea mays (Batalia et al., 1996), Ban TLP de 

Musa acuminata (Leone et al., 2006), osmotina de Nicotiana tabacum (Min et al., 

2004). A superfície eletrostática dessas proteínas também foram observadas e 

comparadas, através da utilização do software PyMOL (figura 39) 
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Figura 38: Comparação da estrutura terciária de MpTLP1 com outras TLPs com estruturas 
resolvidas. A- TLPs e MpTLP1 sobrepostas, vista em 2 ângulos: verde: MpTLP1, Rosa: ZIp, 
Salmão: PR-5d, Azul: Ban-TLP, Laranja: NP24-I, Ciano: Pru av 2  B- Destaque para regiões que se 
mostram diferente das demais TLPs. Seta indica alça a frente do acidic cleft 

 

 

 

 

Figura 39: comparação da superfície eletrostática de MpTLP1 com outras TLPs obtidas através 
do software Pymol.1: MpTLP1 de Moniliophthora perniciosa, 2:Taumatina de Thaumatococcus 
daniellii, 3: Pru av 2 de Prunus avium, 4: NP24-I de Lycopersicon esculentum, 5: Zlp de Zea mays, 6: 
BanTLP de Musa acuminata, 7: PR-5d de Nicotiana tabacum  

 Podemos observar na figura acima que a região que corresponde ao acidic 

cleft de MpTLP1 possui uma alça em frente a entrada (seta indicada). Dentre as 

regiões observadas, é a que apresenta maior diferenciação nessa região. Essa 
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alça é formada pelo loop 1 da proteína, região marcada em vermelho na figura 34-

B. Essa região se tornou ainda mais importante para nosso estudo após a 

publicação do trabalho de Roubouts et al (2008), onde o autor atribui uma nova 

atividade a um resíduo de histidina presente nesse loop de uma proteína inibidora 

de xilanase similar a taumatina, nomeada como TLXI (Fierens et al., 2007). 

MpTLP1 também possui essa histidina no loop 1, não sendo observada em 

nenhuma outra seqüência de TLPs (figura 40), inclusive as de M. perniciosa 

(figura 12).  

 
MpTLP1     : -----MKLFVAS--ASLAGLSTV-AARTFTVYNACPFTIWPALFTDLHAGSAVPNFKTGWEAPAWSTVTFSVPDNWTAGRI :  73

TLX1       : MASPARSASASPVLLLLVVLAAGASAAPLTITNRCHFTVWPAVALVLHQG------GGGTELHPGASWSLDTP-VIGSQYI :  74 

L. edodes  : -----MKFTTAASLVSVGLVSTVDAARTFTVYNGCPFTIWPAMFTGVNQATASPAYTTGWAANAYTAVSFSVPDNWQAGRI :  76 

C. elegans : -----MALVKLTLALLLLALGADAR--TITIYNKCPFTIWPGILG-PGNP-----AGGGFQLTAGQSRNIDVDDAWTAGRV :  68 

S. gregaria: -----MITVAHSLLVLAVASLSEGR--TFQFQNKYGETIWVGSLGNPGHQSI---NGGGWEMAAGSTMTVNVDDSWQG-RI :  70 

A. thaliana: ----MMNRILLFMILAFVSSLSEVEPISFKITNRCRNTIWPGLLSGANSAPL---PTTGFRLSRGKSKTVAIPESWSG-RL :  73 

T. danielli: --------------------------ATFEIVNRCSYTVWAAASKGDAAL-----DAGGRQLNSGESWTINVEPGTNGGKI :  50 

Osmotin    : -----MGNLRSSFVFFLLALVTYTYAATIEVRNNCPYTVWAASTP----------IGGGRRLDRGQTWVINAPRGTKMARV :  66 

       

                                                                                                     

                     *       100         *       120         *       140         *       160         

MpTLP1     : WARRNCDFSKTGGPTAQCLTGGCN-GGLECDRNTGTGVPPATIAEWTLSSNPNIPDNYDVSLVDGYNLPARISNN------ : 147 

TLX1       : WGRTGCSFD-RAGKGR-CQTGDCGGSSLTCGGNP---AVPVTMAEVSVLQGNYT--YGVTSTLKGFNLPMDLKCS------ : 142 

L. edodes  : WARRDCDFSVNPGPNS-CLDGGCN-GGLVCDPTTGTGVPPASLAEFTLSGAGGL-DYFDISFVDGYNLPISITNN------ : 148 

C. elegans : WARTGC-----DGNFN-CETGFCR-NSEQCNGAG--GVPPASLAEFTLKAWGGQ-DFYDVSLVDGYNLPVLIDPHGGSG-- : 137 

S. gregaria: WGRTGCKFD-ASGRGS-CQTGDCG-GVLKCNGAG--GKPPSSLLEVTLRGSGGN-DYYDVSLVDGYNIPITMTPTDASGGG : 145 

A. thaliana: WARTLCSQDRSSGSFV-CLTGDCGSGKVECSGSG--AKPPATLAEFTLNGTGGL-DFYDVSLVDGYNLPMLILPKKIVIG- : 149 

T. danielli: WARTDCYFD-DSGSGI-CKTGDCG-GLLRCKRFG---RPPTTLAEFSLNQY-GK-DYIDISNIKGFNVPMDFSPTTRG--- : 120 

Osmotin    : WGRTNCNFN-AAGRGT-CQTGDCG-GVLQCTGWG---KPPNTLAEYALDQFSGL-DFWDISLVDGFNIPMTFAPTNPSGG- : 139 

  

                                                                                                     

                    *       180         *       200         *       220         *       240          

MpTLP1     : --KGCPVAECAKDLGPDCPAPLKGPFDSTGFPVGCKSACFANLDGHPQDSANCCSGSHNTPQTCPASGVQYYS--YFKSNC : 224 

TLX1       : ----------------------------------SGDALPCR-----------------------------------KAGC : 154 

L. edodes  : --VNCPAPICAVDLGPNCPAPLAGPFDSTGFPVGCKSACDANLDGDQQNSPNCCSGQYDTPATCPVSGVEYYT--YFKDAC : 225 

C. elegans : ---CKRAGGCVKDINAECPAALSVKGHN-GNTVACKSGCLG-----YNTDQECCRGAYGTPDKCHRSATAQ----MFKDAC : 205 

S. gregaria: DHYRCRPATCTANVNAKCPSELQVVAN--GAVVACKSACLA-----FNTDQYCCRGAYNTPQTCKSSTWPKNYPSFFKGLC : 219 

A. thaliana: ---GCGATGCLVDLNGACPRDLKLVTRGNGNGVACRSACEA-----FGDPRYCCSDAYATPDTCQPSVYSL----FFKHAC : 218 

T. danielli: ----CRGVRCAADIVGQCPAKLKAPGGG------CNDACTV-----FQTSEYCC-----TTGKCGPTEYSR----FFKRLC : 177 

Osmotin    : ---KCHAIHCTANINGECPRELRVPGG-------CNNPCTT-----FGGQQYCC-----TQGPCGPTFFSK----FFKQRC : 196 

 

                                                                                       

                   *       260         *       280         *       300         *       

MpTLP1     : PRSYAYAYDENSGTALFTCDSKLKADYTLTFCP---------------------------------- : 257 

TLX1       : DVVQPYAK---------SCS-AAGSRLQIVFCP---------------------------------- : 177 

L. edodes  : PDAYAYAYDESSESALWTCADSLNADYTITFCPPA-------------------------------- : 260 

C. elegans : PTAYSYAYDDGS--STFTCR--ATASYTVQFC----------------------------------- : 233 

S. gregaria: PDAYSYAYDDKS--STFTCA--NTG-YRITFG----------------------------------- : 246 

A. thaliana: PRAYSYAYDDKT--STYTCA--TGADYFIIFCPPPYTSEKLLGSRKDGATLPLVNKSMIHLPHPHSS : 281 

T. danielli: PDAFSYVLDKPT---TVTCP-G-SSNYRVTFCPTA-------------------------------- : 207 

Osmotin    : PDAYSYPQDDPTS--TFTCP-GGSTNYRVIFCPNGQAHPNFPLEMPGSDEVAK-------------- : 246 

 

 

  
4.7- Análise de indução da expressão gênica de MpTLP1 

 

Figura 40: Alinhamento de MpTLP1 com outras TLPs. Em azul destaque para o resíduo de 
histidina responsável pela atividade inibidora de xilanase de TLXI (Roumbouts et al., 2008) 
presente também em MpTLP1. Em vermelho estão as lisinas descritas como possíveis 
sinalizadoras de sabor doce na taumatina de T. danielli.
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Os experimentos de indução da expressão gênica de MpTLP1 realizados 

até o momento correspondem a culturas de micélios na fase necrotrófica. Os 

ensaios foram executados conforme descrito no tópico 3.17. O RNA dos micélios 

foi extraído e aplicado em gel de agarose-formaldeído ideal para ensaios de 

Northern blot. O primeiro experimento mostra um considerável aumento da 

expressão gênica de MpTLP1 em presença de extrato de cacau em relação ao 

controle (crescimento em meio mínimo + glicose) (figura 41). No segundo 

experimento, medimos o comportamento da expressão gênica submetida a 

estresse oxidativo com adição de H2O2, em concentrações crescentes (2,5 mM; 5 

mM; 10 mM). Nesse caso, nos micélios incubados com 2,5 mM de H2O2, houve 

um aumento na expressão gênica de MpTLP1. Porém, quando adicionamos a 

concentração de 10 mM, ocorreu uma diminuição no nível de expressão. Esse 

resultado pode ser derivado da sensibilidade do fungo M.perniciosa a altas 

concentrações de peróxido (figura 42), o que pode ter causado uma inibição da 

transcrição de M. perniciosa. Também foi adicionado aos micélios ácido salicílico 

(SA), em concentrações crescentes (1 mM e 2 mM). Foi possível observar um 

pequeno aumento no nível de indução de expressão de MpTLP1 com 2 mM de 

SA. Como o SA é uma molécula sinalizadora de defesa em plantas que induz a 

expressão de TLPs, esse resultado pode ser relacionado com a indução de 

MpTLP1 pelo extrato de cacau. Como este extrato é derivado de um exsudato que 

contém moléculas pequenas (filtrado de macerado de cacau dialisado em 

membrana de poro 12KDa), pode ser que exista SA em sua composição. De todo 

modo, esse resultado é bastante interessante, o que nos permite sugerir a 

existência de uma via em comum de indução de TLPs dependente de SA em 

plantas e fungos, além de reforçar nossa hipótese de que MpTLP1 possa 

participar ativamente da interação planta-patógeno.          
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Figura 41: Northern blot do gene MpTLP1 em micélios necrotróficos crescidos em 
presença de diferentes fontes de carbono e nitrogênio. M. perniciosa foi crescido em 
meio mínimo - MM (KCl + MgSO4, KH2PO4, FeSO4 e ZnSO4) + 1% Glicose e 0,6% NaNO3 
durantes 3 semanas. O meio foi trocado, os micélios foram crescidos durante 24 horas, 
depois coletados para extração de RNA. O novo meio continha todos os componentes do 
meio mínimo mais: 1% glicose + 0,6% NaNO3 (controle1); 2: 2% glicose + 0,6% NaNO3; 3:  
3% glicerol + 0.6% NaNO3; 4 : extrato de cacau suscetível + 0,6% NaNO3; 5: extrato de 
cacau resistente + 0,6% NaNO3; 6: 1% glicose + 2% BSA; A) MpTLP1 hibridizado com RNA 
de M. pernciosa . B) gel de agarose- formaldeído corado com brometo de etídeo, utilizado 
como controle de quantidade de RNA presente no Northern blot. 
 

 

 

 

 

Figura 42: Northern blot do gene MpTLP1 em micélios necrotróficos crescidos em 
presença de moléculas sinalizadoras de defesa em plantas. M. perniciosa foi crescido 
em meio mínimo - MM (KCl + MgSO4, KH2PO4, FeSO4 e ZnSO4) + 1% Glicose e 0,6% 
NaNO3 durantes 3 semanas. O meio foi trocado, os micélios foram crescidos durante 24 
horas, depois coletados para extração de RNA. O novo meio continha todos os 
componentes do meio mínimo mais: 7: 1% glicose + 0,6% NaNO3 (controle2); 8: 1% 
glicose + 0.6% NaNO3 + H202 2,5mM; 9: 1% glicose + 0,6% NaNO3 + H202 5mM; 10: 1% 
glicose + 0.6% NaNO3 + H202 10mM; 11: 1% glicose + 0,6% NaNO3 + Ácido salicílico 1mM, 
12: 1% glicose + 0,6% NaNO3 + Ácido salicílico 2mM. A) MpTLP hibridizado com RNA de 
M. perniciosa . B) gel de agarose - formaldeído corado com brometo de etídeo, utilizado 
como controle de quantidade de RNA presente no Northern blot 

70 
 



                 
Resultados 

 
Para verificarmos que o gene MpTLP1, além de ser induzido por extrato de 

cacau, é reprimido por glicose, um experimento inverso ao demonstrado na figura 

38 foi executado. O micélio necrotrófico foi crescido em meio contendo extrato de 

cacau, e após o crescimento, o meio foi trocado por outro contendo glicose como 

fonte de carbono. Para controle, o meio foi trocado pelo mesmo meio de cultura 

inicial. Após 24 horas o micélio foi coletado, seu RNA foi extraído e esse foi 

submetido a Northern blot que gerou a figura 43. Podemos observar que o gene 

MpTLP1 foi reprimido pela adição de glicose ao meio. 

 

 Figura 43: Northern blot do gene MpTLP1 em micélios 
necrotróficos de M. perniciosa crescido com extrato de cacau 
como fonte de carbono, induzido com glicose M. perniciosa foi 
crescido em meio mínimo - MM (KCl + MgSO4, KH2PO4, FeSO4 
e ZnSO4) + 1% extrato de cacau 0,6% NaNO3. O meio foi 
trocado, os micélios foram incubados durante 24 horas, depois 
coletados para extração de RNA. O novo meio continha todos os 
componentes do meio mínimo mais: 1% extrato de cacau + 0,6% 
NaNO3 (controle 1), e 1% glicose + 0,6% NaNO3 (2). A) MpTLP1 
hibridizado com RNA de M. perniciosa . B) gel de agarose - 
formaldeído corado com brometo de etídeo, utilizado como 
controle de quantidade de RNA presente no Northern blot 

     
 

Em outro experimento, comparamos a expressão de MpTLP1 em micélios 

necrotróficos novos em relação à micélios necrotróficos senescentes (figura 44). 

Podemos observar uma maior expressão de MpTLP1 em micélios novos (N) do 

que em relação ao micélio senescente (V). Esse resultado sugere que MpTLP1 

possa exercer suas funções durante o início do desenvolvimento do fungo 

necrotrófico. Podemos extrapolar esse resultado para a interação M. perniciosa – 

cacaueiro, onde MpTLP1 seria mais expressa nos estágios iniciais do 

desenvolvimento da hifa necrotrófica. 

               

Figura 44: Northern blot do gene MpTLP1 em micélios 
necrotróficos de M. perniciosa em estágios jovem (N) e 
senescente (V). Os micélios foram crescidos em meio malte 
(extrato de levedura + extrato de malte). A) MpTLP1 hibridizado 
com RNA de M. perniciosa . B) gel de agarose - formaldeído corado 
com brometo de etídeo, utilizado como controle de quantidade de 
RNA presente no Northern blot 
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Visando à obtenção de basidiocarpos e esporos utilizados para o 

desenvolvimento do fungo na fase biotrófica, otimizamos um sistema de produção 

in vitro de cogumelos de M. perniciosa (figura 45).  

O método inicial de produção de basidiocarpos consistia em manter o fungo 

em bolachas, sendo submetido a regas periódicas até que o fungo começasse a 

apresentar uma coloração vermelho escuro. Nesse estágio, esta era submetida a 

um estresse de seca de cerca de sete dias, e a rega era então retomada. Após 

algumas semanas pós-estresse de seca era possível observar em algumas 

bolachas a formação de basidiocarpos, que eram colhidos para realização da 

coleta de esporos. Para isso, o basidiocarpo era fixado em uma placa de petri 

utilizando parafina e essa placa era emborcada em um Becher pequeno, com 

cerca de 10 ml de solução de coleta de esporos. O frasco era então incubado a 

25ºC durante a noite até que os esporos caíssem no líquido. Este líquido era 

então plaqueado em meio de germinação de esporos para a obtenção da fase 

biotrófica.  

Recentemente, o aluno de Iniciação Paulo Teixeira iniciou uma série de 

testes com o intuito de aprimorar essa técnica, já que esta é bastante trabalhosa, 

seu rendimento é baixo (produção de esporos em apenas 1 entre 10 bolachas 

produzidas) sendo também bastante demorada (cerca de 4 a 6 meses após 

inoculação das bolachas para aparecer os basidiomas). O aluno citado acima 

aumentou o rendimento de produção de basidiocarpos em nosso laboratório 

inoculando M. perniciosa em pequenos galhos de T. cacao fixados em meio agar-

água (2% agar) dentro de pequenos frascos. Essa técnica é menos trabalhosa, 

pois não requer regas periódicas e por permanecer tampado, o frasco é menos 

susceptível a contaminantes. Entre 1 a 2  meses é possível observar a formação 

de primórdios. 
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Figura 45: Cultivo de bolachas de M. perniciosa. 1) bolacha de aproximadamente 30 dias após 
a transferência em ponto de submissão a estresse de seca; 2) bolacha com aproximadamente 20 
dias após estresse de seca, com um basidiocarpo indicado pela seta; 3) potes contendo bolachas 
na estufa BOD 
 

 4.8- Análise da expressão do gene MpTLP1 ao longo do ciclo de vida de 
M. perniciosa  

 M. perniciosa é um fungo basidiomiceto e possui um ciclo de vida 

hemibiotrófico, com dimorfismo entre as fases biotrófica e necrotrófica. 

Experimentos preliminares (Rincones et al., 2008) mostraram uma variação da 

expressão do gene MpTLP1 em diferentes fases de desenvolvimento do fungo. 

Assim, a análise da expressão desse gene no ciclo de vida do fungo foi realizada 

com o intuito de se confirmar e complementar o perfil de expressão deste gene em 

todas as fases de desenvolvimento de M. perniciosa, buscando possíveis 

mecanismos de ação da proteína. As amostras analisadas foram: A) micélio 

biotrófico (crescido em meio biotrófico de manutenção), B) micélio necrotrófico 

novo (crescido em meio biotrófico de manutenção), C) primórdio de basidiocarpo e 

D) basidiocarpo, e também E) micélio necrotrófico novo em meio rico malte, F) 

micélio necrotrófico senescente em meio malte, sendo que E e F foram 

comparados entre si. Não foi possível incluir os esporos nestes experimentos, pois 

a obtenção dos mesmos era uma condição limitante em nosso laboratório.  

 As diferenças entre os meios utilizados para crescimento se devem ao fato 

de que o micélio biotrófico só pode ser mantido em condições axênicas no meio 

biotrófico de manutenção, evitando-se assim sua mudança para fase saprotrófica. 

Por outro lado, não é viável fazer as análises do micélio novo e senescente em 

meio biotrófico, pois, este é um meio com menor disponibilidade de nutrientes em 

relação ao meio malte, e tal fato pode induzir consideravelmente a expressão 
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gênica de MpTLP1. Como a variação da expressão gênica entre os micélios novo 

e senescente é pequena, o meio poderia mascarar as diferenças relacionadas à 

fase de desenvolvimento, caso existam.   

 A extração de RNA do micélio biotrófico em meio biotrófico de manutenção, 

do primórdio do basidiocarpo e do basidiocarpo foram feitos com o kit RNeasy Mini 

Kit da Qiagen foi utilizado devido à limitação da quantidade de material destas três 

fases de desenvolvimento do fungo como também em conseqüência das grandes 

quantidades de polissacarídeos presentes nos basidiocarpos, que impossibilitaram 

a extração de RNA pelo método fenol quente.  

RNAs de todas as condições acima mencionadas foram extraídos, testados 

quanto à contaminação por DNA genômico através de amplificação por PCR e 

quantificados. Prosseguiu-se então para a síntese de cDNA com primers ao 

acaso. Uma vez obtidos os cDNAs de todas as condições em questão, os primers 

desenhados para os experimentos de Real time foram testados com estes cDNAs. 

Além do gene MpTLP1, três outros genes foram adicionados às análises, os 

genes da α-actina e os ribossomais 60S e 18S com o intuito de se avaliar a 

estabilidade da sua expressão entre as diferentes amostras de RNA e, assim, 

selecionar um ou mais controles internos apropriados. Uma menor variação foi 

observada para os genes 60S e actina, de acordo com análises realizadas com o 

programa geNORM para Microsoft Excel (Vandesompele et al. 2002). A condição 

de referência foi determinada como sendo o micélio saprotrófico em meio de 

manutenção de biotrofico. As placas com as reações de amplificação para análise 

da expressão gênica de cada gene continham a curva padrão (com uma diluição 

seriada do cDNA de puro até 10-7) e as condições a serem analisadas.  

 O método de eficiência descrito por Pffafl (2001) foi utilizado para 

tratamento dos dados de expressão gênica obtidos. A quantidade de RNA 

normalizada das amostras em relação ao controle endógeno foi calculada com 

base na fórmula:  
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Etarget é a eficiência do primer do gene alvo e ΔCPtarget é a diferença de Cts 

médios (cycle threshold) entre a condição que está sendo analisada (por exemplo, 

o basidiocarpo) e a condição com menor Ct (para o gene em questão). O fator de 

normalização (normalization factor) é obtido para condição com o programa 

geNORM. 

Os resultados já tratados (ou seja, o fold dos níveis de expressão gênica 

em relação à condição de referência) foram utilizados para a confecção do gráfico 

que mostra a expressão diferencial do gene MpTLP1 no ciclo de vida do fungo 

(figura 46).                    

 

 Figura 46: Expressão diferencial do gene MpTLP1  no ciclo de vida de M. perniciosa : BIO – 
Biotrófico em meio biotrófico, NECRO: necrotrofico em meio biotrofico, PRIMO:  primórdio do 
basidiocarpo, BASIDIO: Basidiocarpo  

 

A expressão do gene MpTLP1 na fase biotrófica mostrou-se muito maior do 

que em qualquer outra fase de vida do fungo (9 vezes mais expresso que na fase 

necrotrófica). Em outro gráfico, comparamos a expressão de MpTLP1 em micélios 

necrotróficos novo e velho. Como já havia sido observado em experimentos de 

Northern Blot, o micélio novo apresenta uma expressão de MpTLP1 cerca de 3x 

maior do que em micélio velho, como mostra a figura 47. 
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Figura 47: Expressão diferencial do gene MpTLP1 em micélios necrotróficos novo e 
senescente. Novo: micélio necrotrofico novo; Velho: micélio necrotrófico senescente. 

 4.9- Clonagem e estudo do promotor do gene MpTLP. 

 Foi feito uma busca por similaridade entre o EST CP02-EC-001-001-E11-

UE.F e as seqüências da biblioteca genômica de Shotgun de M. perniciosa. 

Verificamos que 344 pb deste EST alinhavam na região do genoma referente ao 

clone de Shotgun CP02-S2-000-101-G05-UE.R. Por esse alinhamento verificamos 

mais 264 pb a montante da seqüência do EST. Buscamos então o read referente 

ao seqüenciamento com o oligonucleotídeo M13 forward para o clone de shotgun 

CP02-S2-000-101-G05-UE. O alinhamento entre as duas seqüências do clone de 

shotgun deu origem a um Contig de 1376 pb, sendo que 829 estão antes da 

seqüência do EST e 992 pb estão antes do ATG referente a MpTLP1 (figura 48). 

Desse modo verificamos que o promotor de MpTLP1 está presente em nosso 

banco de dados. Entretanto essa seqüência apresentava regiões de baixa 

qualidade no sequenciamento.  

 Como mencionado anteriormente, com a montagem híbrida foi possível 

demarcar os íntrons e exons de MpTLP1 no contig 5418, melhorar a qualidade da 

seqüência do promotor de MpTLP1 e inclusive verificar o gene a montante desta 

taumatina de M. perniciosa. Curiosamente este gene é similar a uma β 1,3 glucana 

sintase de L. bicolor (GenBank ref|XP_001875386.1).  

 A partir de análises computacionais, o promotor de MpTLP1 não apresenta 

uma seqüência TATA-box clássica, podendo ser classificado como um gene 
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“TATA-less”. Submetemos o fragmento de 829 pb ao programa de predição de cis-

elementos MATCH (figura 49) que utiliza um banco de dados. Utilizando a matriz 

de fungos, foram encontrados cis-elementos de ligação aos fatores de transcrição 

NIT2 (regulador do metabolismo de nitrogênio; Pellier et al., 2003), GCR1 

(regulador global da expressão de enzimas glicolíticas; Sasaki et al., 2005), ADR1 

(regulador do metabolismo de glicerol, etanol e da biogênese de peroxissomos; 

Bemis e Dennis, 1998) e MATalpha2 (repressor transcricional de genes 

específicos de haploidia em leveduras diplóides; Mathias et al., 2004). Os cis-

elementos correspondentes estão anotados nas figuras 48 e 49. 
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ATTCGAATTGCGGTCATTTCCCTTGGTCCTATCGTTTGGAACGCGGCCAT 

TCTCTTGGTGTTGTTCATCTTCTCCCTCTTCCTCGGACCAATGTTGGATC 

CCGTCTTCCCTTTGTTTGGAACCATCATGGCCTTCATTGCCCATACGCTC 

GCTGTAGTTGGAATGATTGGTTTCTTTGAATTCCTGGTATGTATCACCGC 

CGAACATGAACATCTTGTCATTCTTACATTTGATTGTAGTGGTTCCTGGA 

GCTTTGGCAAGTTTCTCATGCGGTACTTGGTCTGATTGCAGTCGTCGCTA 

TTCAGCGTGCAATTCACAAAGTCCTCATTGCCGTCTTCCTTTCTCGAGAG 

TTCAAGCACGATGAGACGAATAGGGCGTGGTGGTCAGGACGCTGGTATGG 

CCGCGGTCTTGGTACACATGCCATGTCGCAGCCAGCTCGTGAATTTGTCG 

TCAAGATCATCGAACTGTCACTCTGGAGTTCTGATCTCATCATTGGACAT 

ATCCTGCTGTTCATGCTCACACCTCCCATACTCATTCCCTACTTCGACCG 

CTTCCATGCCACTATTCTGTGTAAGCTGGTTCCTCGTAATGTGATTCTTT 

CTGGTGCTGATCATTGTCGATAGTCTGGCTGCGTCCATCAAAGCAAATTC 

GCGCACCCCTTTACTCCATCAAGCAAAAGCAACGGCGTCGCTGGATGGTC 

AGTTATTATTCGTTCATCATTGTTCTCCGCTCTCATCGTCTTCTTCCGAC 

AGATAATAAAATACGGAATCATATATATACTCGTCATCGCCGTTTTCACT 

GCATTAATAGCTATTCGTGAGTTCTACCGAGCGCTATTTCGAGGCTTCCG 

TTCGCTAACTTGCTCACCCATAGCTGCCATCTTCCGTACTACCATGCATC 

TGAACTGTGAACTTTGCAACAATCTTTAATGGACTTCTACGATTCTGTCA 

CGACAGTACACATCACTTAGATCCCTTTCCTTTCTATACACCCTGTATTC 

ATGTTTGGTTTTTCCCATGCCAGTGCTGGTGTGCAGTGGACGTTTATTTT 

TTCCGCCCACCTCCGTGGAAGAAATTTTCTAAACTATGTCAAGGACTTTT 

TTTTAGTTAGTGTATGTCTAGCATGATACCAATTCCATTGATATCGCTAA 

ACCTTCGCTTTGTGTTGCATATGCTTTCTGGTGGAATGCCATCAGCACGA 

GACTATCTCTCCTCAAGGTATATTTTGCCACATCTCTGACAATCTATTCT 

AGATGATATGTCATTTCGAAGGTATTTGTTCACTGCCGAGTTCCGTACTG 

CGCGTTGATGCTTTTGCGTAGGTAATCTATCTATGAATCTATCTATCTCC 

CGTTTCCACGGACTTGTTTTCGGGATTCTGTTGTCTCTATAATCCTCTCA 

CCGAACAGCATCCAGCTATCTACGCATTGGCGGCACACCATAGCTTAGTC 

ATTTGCCGGAAATTCGCCGTGCACAAATCCGTTGCGCATGCTCCTTTTTG 

CTCCACCGATATTGGTCACCTCAGTTGAATTATAGAGTCCGTGAAGCGAA 

TTTGTTGCTTTGAGATCTGGGCAACTGAACTTTATCACAGAAGAGAGCAT 

GGGTATTGTGATCATAAGGTAAGAATCTACCCTCGATACCTGAGCAGCAT 

CTGATACCAGCAACCCAGACGGCTTCCAGCCCTCCGCCTCAGACTGTGCG 

GGGTAAAGCTAGCGCCGCTTCACTGCAATCGACCGCATGCAGCCTTCCGC 

CCAATCTGCACGGGTTGGACATCAATTTGACAAAAAAATCGGATCATTAG 

GCCCTGGCTGAACATCACCATATCGAAACGATCCCTGCGAATCTACATGA 

CTGTGTTTATTCAATTTACCGGTAAAATTCGGGGTGCGACCCCACTATCG 

TGGAGGCAGAGGGTACACGAGGAAAGACGATCGCGGTAAATCAATTTCTA 

TGTCTGCTTTGAGACGATTGACTATTTCTGCTTGTTGGTGTTTCTTTTGA 

ATCAATTGAATACGTAGAACACACGGGTCTCGCAGGAGCATTCAACACCT 

GGCCGCAGGCATCGTGTGGCTCGTATACCGTGCCTATCAGAGCGTATGGA 

AGAACATCTAGAGCGCAGACGGGAAGAGTATAAGTAGACCATTTTACAAG 

GTCGAATTCTTCAGTCTGAACTCGCCTTCTGAATTCTCAACATGAAACTT 

TTCGTCGCAAGTGCTTCTCTCGCTGGGTTGTCCACCGTTGCAGCTCGTAC 

 
Figura 48: Seqüência hipotética do promotor MpTLP1. A seqüência está presente no 
Contig5418 da montagem híbrida do genoma de M. perniciosa. Em negrito: região do promotor 
hipotético de MpTLP1. Sublinhado: seqüência referente ao EST CP02-EC-001-001-E11-UE.F. Em 
verde: sequencia referente aos oligonucleotídeos usados na amplificação. Realces em cor: cis-
elementos hipotéticos encontrados no promotor hipotético de MpTLP1 (análise via programa 
MATCH, detalhes no texto - Cinza: NIT2, Amarelo: ADR1, Rosa: GCR1, Verde: MatAlpha2); gene 
da Beta 1,3 glucana sintase de M. perniciosa realçado em azul.  
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Figura 49: Análise de cis-elementos na seqüência de 829 pb a montante do EST CP02-EC-
001-001-E11-UE.F, através do programa MATCH (http://www.gene-regulation.com) O score match 
de 1.0 indica similaridade total com cis-elementos no banco de dados. 

 

Oligonucleotídeos foram desenhados de modo a adicionar em cada ponta 

do fragmento um sítio de enzima de restrição, no caso, BamHI e HindIII.Todas as 

etapas da clonagem foram realizadas como descrito no tópico 3.20. O promotor de 

MpTLP1 foi clonado em pGEM-T-Easy e em seguida em YEP358. Através de 

análise por padrão de digestão com enzimas de restrição foi possível verificar que 

fragmento amplificado era realmente o promotor de MpTLP1 (figura 50). 

                                           
Figura 50: Amplificação por PCR da seqüência do promotor hipotético de MpTLP1- Marcador 
de peso molecular λ HindIII, 2 - promotor MpTLP1 amplificado por PCR com oligonucleotídeos 
específicos para clonagem. Gel de agarose corado com brometo de etídeo 
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Foram feitos experimentos para verificar a indução do gene LacZ sob o 

controle do promotor de MpTLP1 em leveduras crescidas em YNB - glicose 3% e 

depois passadas para meio SC contendo glicose 2%, glicose 4%, glicerol 1% ou 

glicerol 2%. Esses experimentos foram montados baseados nas análises da 

seqüência promotora, onde foram encontrados cis-elementos onde se ligam os 

fatores de transcrição GCR1 e ADR, relacionados com o metabolismo de glicerol e 

glicose. Os experimentos não geraram resultados satisfatórios, pois o controle 

positivo utilizado, que seria reprimido em crescimento em glicose 2% e induzido 

em crescimento com glicerol (YEpCB-lacZ, Carraro et al., 1998), não manteve 

esse padrão de expressão. O controle negativo (plasmídeo YEP358 sem inserto), 

que não apresentaria atividade em nenhuma nas condições de crescimento, 

apresentou expressão em algumas réplicas experimentais das condições de 

crescimento citadas em 3.20 (figura 51). Devido a dados obtidos em Northern blot, 

os transformantes também foram inoculados em meio SC contendo extrato de 

cacau como fonte de carbono para testar se o promotor apresentava atividade em 

uma condição onde era evidente a indução de MpTLP1. Entretanto, não obtivemos 

resultados satisfatórios para essa análise, utilizando diferentes métodos de 

detecção da coloração azul (veja material e métodos, tópico 3.20).  

 

                     
Figura 51: Indução do gene LacZ através da seqüência promotora de MpTLP. Membranas 
contendo colônias de S. cerevisae HD93-15D transformadas, crescidas em SC- glicose 2%, em 
réplicas A e B. As colônias 1 a 6 referem-se a transformantes contendo YEP358- MpTLP, As 
colônias 7 e 8 foram transformadas com a construção referente ao controle positivo YEpCB-lacZ, e 
as colônias 9 e 10, foram transformadas com o plasmídeo YEP358, utilizado como controle 
negativo 
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5- DISCUSSÃO: 
 

Estrutura gênica de MpTLP1, expansão de taumatinas e análises 

filogenéticas. 

 As proteínas similares à taumatina (TLP), classificadas como PR-5, foram 

descritas primeiramente em plantas, agindo na defesa durante a interação planta- 

patógeno, em especial, interação com fungos (Ryals et al., 1996, Guzzo, 2004). 

Essa família de proteínas vem sendo estudada em diversos organismos como 

artrópodes (Wang e Duman, 2006), nematódeos (Shatters et al., 2006), fungos 

ascomicetos  (Cheong et al., 1997; Greenstein et al., 2006) e basidiomicetos 

(Sakamoto et al., 2006) .  

O projeto genoma Vassoura de Bruxa gerou um banco de dados de ESTs e 

seqüências genômicas, obtidos pela metodologia Sanger. Essas seqüências foram 

analisadas, sendo encontrado num banco de dados de EST um gene que codifica 

uma proteína similar a taumatina, que nomeamos de MpTLP1. Essa proteína foi 

objeto de estudo da presente dissertação.  

Experimentos de Southern blot sugeriram que mais de uma MpTLP está 

presente no genoma do fungo (figura 8). Em 2007, após análises de seqüências 

de M. perniciosa obtidas pelo método de pirossequenciamento observamos a 

presença de mais 8 proteínas similares a taumatina, que foram nomeadas 

MpTLP2 a MpTLP9. Uma cladograma foi construído indicando que MpTLP1 e 

MpTLP2 são as taumatinas de M. perniciosa mais similares a de L. edodes (figura 

13). Pelo cladograma é possível inferir que houve eventos de duplicação gênica 

das taumatinas durante a evolução de M. perniciosa; algumas ancestrais 

(separam os clados MpTLp9/MpTLP5 – MpTLP7/MpTLP6) e outras mais recentes 

(gerando MpTLP3 /MpTLP4).  

 Uma árvore filogenética com 45 TLPs foi construída. A análise filogenética 

separou as TLPs em cinco grandes grupos condizentes com a origem evolutiva 

dos organismos utilizados (figura 15). Como citado em “resultados” a presença de 

9 taumatinas em M. perniciosa, indica uma expansão dessa família gênica em M. 

perniciosa. C. cinerea e L. bicolor possuem apenas 3 e 2 TLPs, respectivamente.  
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Dados comparativos entre os genomas de fungos demonstram que M. perniciosa 

é o fungo descrito que contém o maior número de taumatinas (Mondego et al., 

2008). A diversificação das TLPs em M. perniciosa sugere que essas proteínas 

tenham adquirido novas funções. Tendo em vista que M. perniciosa é um 

basidiomiceto patógeno de partes aéreas vegetais, uma características incomum 

entre os basidiomicetos, a diversificação de MpTLPs pode estar relacionada com a 

patogenicidade do causador da vassoura de bruxa.  

Curiosamente, MpTLP1 e a TLP de L. edodes (tlg1) possuem a mesma 

quantidade de introns (12). Além disso, o terceiro exon dos dois genes tem apenas 

7 pb (figura 10, Sakamoto et al., 2006). A análise filogenética corrobora com essa 

semelhança das estruturas gênicas de MpTLP1 e tlg1, pois juntamente com 

MpTLP2, MpTLP1 é a taumatina de M. perniciosa mais próxima filogeneticamente 

a de L. edodes. Sakamoto et al., (2006) descrevem que tlg1 tem atividade β-1,3-

glucanase, sendo mais expressa após a colheita dos cogumelos, o que indicou 

que esse gene está envolvido na senescência pós-colheita e na difusão dos 

esporos. Para buscarmos evidências da função de MpTLP1 no desenvolvimento e 

na patogenicidade de M. perniciosa executamos experimentos de expressão 

gênica, expressão de proteínas e testes atividade e modelagem de proteínas. 

 

Análise da expressão gênica de MpTLP1 

Devido ao isolamento de um EST com similaridade a uma taumatina numa 

biblioteca de EST advindo de micélios cultivados em um extrato dializado de 

cacau, e pelo fato de que as taumatinas de plantas (PR-5) serem bastante 

caracterizadas como envolvidas em defesa de plantas, decidimos testar se a 

interação de T. cacau e M. perniciosa causaria alguma alteração no nível de 

expressão de MpTLP1. Ou seja, verificar se durante uma interação fungo-planta 

ocorre a estimulação da expressão de uma TLPs fúngica. Resultados obtidos 

mostram que em fungos crescidos em meio cuja única fonte de carbono foi o 

extrato de cacau houve uma clara indução da expressão de MpTLP1 (figura 41). 

Após a execução de um experimento no qual o fungo em sua fase necrotrófica foi 

cultivado em meio com extrato de cacau sendo em seguida transferido para meio 
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mínimo de glicose, verificamos que a expressão de MpTLP1 foi reprimida (figura 

43). Esse resultado demonstra que substâncias presentes no exsudato de cacau 

são capazes de induzir a expressão de MpTLP1 e que a retirada desses 

compostos do meio reprime sua expressão, o que indica que a expressão desse 

gene possa estar diretamente relacionada com a interação entre fungo e planta. 

Além disso, no experimento no qual o micélio sofre indução por ácido salicílico, 

molécula sinalizadora de defesa em plantas, notamos o aumento da indução de 

MpTLP1 (figura 42), resultado este que corrobora com a relação do gene com a 

interação entre o fungo e a planta. Curiosamente, M. perniciosa possui uma 

família de genes similares a proteínas PR-1. Assim como taumatinas, proteínas 

PR-1 estão relacionadas com defesa vegetal e sua expressão é induzida por SA 

(Van Loon et al., 2006). Um dado ainda mais interessante, é que o gene MpPR-1a 

é induzido por extrato de cacau e AS, assim como MpTLP1 (dados não 

mostrados), o que sugere que proteínas de M. perniciosa com similaridade a 

proteínas PR vegetais possuem padrão de expressão similar, e que 

provavelmente devem exercer um papel importante na interação M. 

perniciosa/T.cacao. 

Outro fato que reforça a hipótese de que MpTLP1 esteja relacionada com a 

interação planta-patógeno é de que esse gene é cerca de 10 vezes mais expresso 

em micélios biotróficos do que em outras fases de desenvolvimento do fungo 

(figura 46). Durante a etapa biotrófica, ocorre o estabelecimento da doença e o 

aparecimento dos sintomas da planta. Logo, genes expressos nessa etapa 

provavelmente estão relacionados com o estabelecimento da doença. 

Curiosamente, verificamos uma baixa expressão de MpTLP1 em basidiomas, 

dados que se contrapõem a observado para Tlg1 de L. edodes que é bastante 

expressa em cogumelos pós-colheita (Sakamoto et al., 2006). Apesar de essas 

proteínas serem próximas filogeneticamente, estas não compartilham o mesmo 

padrão de expressão, o que pode ser atribuído aos estilos de vida de cada fungo: 

M. perniciosa é um patógeno hemibiotrófico e L. edodes é um saprobo.  

Foi verificado também que MpTLP1 é mais expressa (cerca de 3x) em 

micélios necrotróficos novos, quando comparados ao micélio necrotrófico velho ou 
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senescente (figura 47). O processo de senescência é caracterizado pelo declínio 

da taxa de elongação das extremidades da hifa que é acompanhado pelo 

aparecimento gradual de alguns sintomas característicos, dentre eles a redução 

da formação de hifas aéreas, a secreção de um pigmento escuro e o 

aparecimento de defeitos respiratórios. Isso ocorre após os micélios atingirem um 

tempo crítico de vida (Rizet, 1957). Desse modo, hifas necrotróficas novas seriam 

aquelas que realmente desempenhariam a ação de necrose. Assim sendo, 

acreditamos que além da expressão de MpTLP1 estar associada com a etapa 

infectiva do fungo, MpTLP1 poderia exercer funções no início do estágio 

necrotrófico de M. perniciosa.  

Durante o delineamento do experimento para verificação de expressão de 

MpTLP1 durante o ciclo de vida de M. perniciosa, aconteceram algumas limitações 

experimentais: não possuíamos todas as fases do ciclo de vida provenientes de 

um mesmo isolado e a quantidade de material disponível de micélio na fase 

biotrófica e de primórdios e basidiocarpos era limitante. Assim, o experimento do 

ciclo de vida foi realizado utilizando principalmente dois isolados do fungo, FA553 

e BP10. Os micélios necrotóficos novo e senescente são provenientes do isolado 

FA553, já o micélio biotrófico, necrotrófico novo em meio biotrófico e primórdio são 

provenientes do isolado BP10. O basidiocarpo foi coletado em campo na região de 

Ilhéus, Sul da Bahia, sendo provenientes de isolados desconhecidos de M. 

perniciosa, pois não possuíamos quantidades suficientes de material em 

laboratório. Atualmente, o aluno de iniciação científica Paulo Teixeira estabeleceu 

um método de produção de basidiocarpos do fungo em laboratório, possibilitando 

a obtenção do ciclo de vida completo do isolado do genoma FA553. Deste modo, 

pretende-se repetir estes experimentos utilizando unicamente o isolado FA553 

para que assim possamos ter uma análise rigorosa da expressão gênica no ciclo 

de vida do fungo, evitando variações isolado-dependentes. Entretanto, os 

resultados aqui apresentados são interessantes e confirmam algumas hipóteses 

anteriormente estabelecidas, dando suporte também à formulação de novas 

hipóteses acerca da importância desta expressão diferencial do gene MpTLP1 ao 

longo do ciclo de vida do fungo. Experimentos de indução com AS e extrato de 
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cacau serão executadas com micélio biotrófico, a fim de que possamos comparar 

a expressão de MpTLP1 nessas condições com resultados obtidos com o micélio 

necrotrófico. 

A proteína TLP denominada CetA não é expressa nos conídios mas é 

altamente expressa nas primeiras horas pós-germinação. Além disso, CetA é 

reprimida por glicose (Greenstein et al., 2006). Esses dados de expressão são 

similares ao observados para MpTLP1, que é bastante expresso no estágio 

biotrófico (“estágio pós-germinação”) e pouco expresso nas estruturas 

reprodutivas (conídios). No momento estamos padronizando a extração de RNA 

de esporos; RNA este que nos servirá para verificarmos a expressão de MpTLP1 

na estrutura infectiva de M. perniciosa.  

 

Expressão da proteína, testes de atividade e avaliação da estrutura de 

MpTLP1 

Para a expressão da proteína MpTLP1, várias estratégias foram traçadas, 

visto que na seqüência da proteína existem 16 cisteínas, que provavelmente 

formam oito pontos disulfeto, como descrito para outras TLPs (Campos et al., 

2008; Breiteneder, 2004, Fils-Lycaon, 1996). Os plasmídeos pSW202 e pMal2pX 

foram utilizados já que são capazes de enviar a proteína recombinante para o 

periplasma, local onde é mais provável a ocorrência de formação de pontes 

dissulfeto no caso de expressão em bactéria. O plasmídeo pET28a foi escolhido 

por ter sido utilizado na expressão de TLPs (Hu e Reddy, 1997).  

Apesar de nossos esforços, não obtivemos sucesso com a tentativa de 

expressão de MpTLP1 solúvel a partir de expressão em E. coli. Por isso, tentativas 

de renaturação da proteína insolúvel foram traçadas. A proteína foi submetida à 

desnaturação com uréia e adição de compostos para promover a formação de 

pontes dissulfeto, como o sistema de glutationa (oxidada e reduzida) (Hu and 

Reddy, 1997). Essas tentativas não resultaram em proteína solúvel. Apenas 

quando utilizamos uma fração da proteína desnaturada em tampão de 

desnaturação (6M uréia), e retiramos completamente a uréia através de três 

diálises em tampão sem uréia é que conseguimos uma fração de MpTLP1 solúvel. 
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Essa proteína solúvel foi então utilizada em ensaios para testar atividades 

enzimáticas que são comumente descritas na bibliografia desta proteína, como a 

atividade glucanolítica e antifúngica (Hu e Reddy; 1997, Ye et al., 1999; Lam e Ng, 

2001).  

A proteína obtida em renaturação não foi capaz de impedir ou retardar o 

crescimento dos fungos utilizados (figura 31). Estudos sugerem que a capacidade 

de TLPs impedirem o crescimento de fungos se dá ao fato de que estas proteínas 

são capazes de hidrolisar β 1-3 glucanas (Grenier et al., 1999). Porém, a atividade 

antifúngica pode não estar ligada à atividade hidrolítica, já que nem todas as TLPs 

capazes de inibir o desenvolvimento fúngico possuem a capacidade de hidrolisar 

glucanas (Van damme et al., 2002). Baseado nessas informações, testes para 

verificar a capacidade de MpTLP1 hidrolisar glucanas também foram feitos. Por 

este ensaio verificamos que MpTLP1 não foi capaz de clivar o substrato laminarina 

(figura 33). A partir desses resultados negativos, executamos experimentos de 

avaliação da estrutura de MpTLP1, a fim de verificarmos se a renaturação de 

MpTLP1 ocorreu de forma satisfatória.  

Dados de dicroísmo circular (CD) indicam que a estrutura secundária obtida 

corresponde à estrutura estimada obtida através da análise da seqüência de 

aminoácidos da proteína (figura 16), já que em ambos os casos a proteína 

apresenta predominantemente folhas β em sua estrutura. Entretanto, MpTLP1 

apresenta diferenças em relação a absorção a 230 nm quando comparado a 

dados de CD obtidos por Masuda et al., (2004) com a proteína Taumatina II de T. 

daniellii, o que pode significar que as pontes dissulfeto não foram bem 

estabelecidas, o que afetaria a manutenção da forma nativa da proteína. Outro 

resultado que indica que a proteína mesmo estando solúvel não está em sua 

conformação correta foi obtido através de espalhamento dinâmico de luz (DLS). 

Por essa técnica, MpTLP1 apresentou um peso molecular aproximado de 126 

KDa, indicando que MpTLP1 é um tetrâmero em solução. Pela literatura, não 

existe nenhum relato de TLPs que não sejam monoméricas (Grenier et al.,1999; 

Masuda et al., 2004; van der Wel et al.,  1975). Podemos supor que o tetrâmero de 

MpTLP1 não é funcional e sim fruto de uma agregação da proteína. De fato, não 
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foi possível concentrar a proteína além de 0,2mg/ml, pois acima dessa 

concentração ela rapidamente forma agregados e precipita. 

Logo, os dados de CD e DLS sugerem que a capacidade de MpTLP1 em 

desempenhar qualquer atividade enzimática pode estar está sendo prejudicada 

pela sua conformação estrutural incorreta.  

Em paralelo aos experimentos de tentativa de renaturação de proteínas, 

tentamos expressar MpTLP1 na levedura metilotrófica P. pastoris, clonando 

MpTLP1 no plasmídeo pPIC9K, que possui um peptídeo sinal para secreção no 

meio extracelular. Em ensaios de expressão em pequena escala, obtivemos uma 

proteína diferencialmente expressa na fração extracelular que possui tamanho 

similar a MpTLP1. A expressão foi realizada durante 7 dias, porém a intensidade 

da banda indica que não houve uma alta expressão da proteína recombinante. 

Não foi possível a realização de experimento de indução em larga escala, pois o 

inóculo não atingia massa celular adequada para uma indução em meio de 

cultura. Fizemos então testes de viabilidade das colônias transformadas. As 

colônias obtiveram crescimento aparentemente normal em meio de cultura seletivo 

MD, enquanto não apresentaram crescimento quando a fonte de carbono muda 

para metanol (meio MM). Isso nos leva a pensar que MpTLP1 pode estar sendo 

tóxica para o crescimento da levedura. Por essa hipótese, a pequena quantidade 

de MpTLP1 expressa inviabilizaria o crescimento da levedura levando a pouca 

expressão da proteína recombinante. Normalmente a expressão em leveduras 

metilotrópicas é regulada pelo promotor MOX. Esse promotor sofre um forte 

controle pela quantidade de glicose presente no meio. Provavelmente a 

concentração de glicose no decorrer do crescimento da levedura cai rapidamente, 

causando a derepressão do promotor. Isso acarreta uma expressão basal de 

MpTLP1 que pode ser tóxica para a levedura, impedindo seu crescimento. Novos 

testes serão feitos para a confirmação dessa teoria.  

Além disso, novos experimentos de expressão com a utilização de 

plasmídeos diferentes para o sistema de expressão em bactéria e leveduras, 

incluindo também Sacharomices cerevisiae, estão sendo traçados para dar 

continuidade ao estudo dessa proteína. 
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Como mencionado anteriormente, os resultados de CD e DLS sugerem que 

a capacidade de MpTLP1 em desempenhar as atividades testadas pode estar está 

sendo prejudicada pela sua conformação estrutural não estar correta. Porém, 

alinhamentos de seqüência e dados de modelagem de MpTLP1 nos sugerem uma 

outra função para essa proteína. 

 

Modelagem de MpTLP1 e análise de estrutura-função entre taumatinas  

Estudos apontam que o sabor extremamente doce, principal característica 

de taumatina de T. danielli, está relacionado com resíduos de lisina presentes em 

sua estrutura (Kaneko e Kitabake, 2008). Esses resíduos estão apontados na 

figura 14 no alinhamento de TLPs com MpTLP1. Esse alinhamento mostra que as 

TLPs não possuem esses resíduos na mesma posição da taumatina de T. danielli. 

De fato, nenhuma outra TLP testada conferiu sabor doce (Fils-Lycaon et al, 1996, 

Grenier et al,1999; Ghosh e Chakrabarti, 2008). A ausência dessas lisinas em 

MpTLP1 e nas outras TLPs de M. perniciosa indica que essas proteínas não 

devem apresentar sabor doce. 

No alinhamento mostrado na figura 12 também podemos observar as 

regiões que contém aminoácidos que circundam o acidic cleft, região fundamental 

para a ligação a β-1,3-glucanas e para a atividade β-1,3-glucanolítica (Koiwa et al., 

1999). Estudos estruturais obtidos através da cristalografia de TLP de banana 

(Ban-TLP, Leone et al, 2005) e tomate (NP24, Ghosh e Chakrabarti, 2008), 

mostram que a região pertencente ao acidic cleft está situada entre os domínios 2 

e 3 da proteína. Todas as MpTLPs apresentam aminoácidos ácidos conservados 

nas posições apropriadas no acidic cleft. Por esse alinhamento, acreditamos que 

as MpTLPs possuam atividade glucanolítica ou de ligação a açúcares.  

Nossa hipótese inicial de trabalho foi de que o fungo estaria produzindo 

MpTLP1 como uma proteína antifúngica, (Hu e Reddy., 1997, Ye et al., 1999, Lam 

e Ng, 2001) com possível atividade β-glucanolítica e de ligação a açúcares 

(Grenier et al., 1999). A ação de MpTLP1 se daria pela inibição do crescimento de 

outros fungos competidores. Entretanto, não foi possível detectar atividade 
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antifúngica ou glucanolítica, talvez por MpTLP1 não estar em sua conformação 

nativa. 

Foi demonstrado que a proteína similar a taumatinas TLXI possui ação 

inibidora de xilanases (Fierens et al., 2007), e que essa atividade é atribuída a um 

resíduo de histidina presente na posição 22 da seqüência de aminoácidos da 

proteína (Roumbouts et al, 2008). Curiosamente, MpTLP1 possui uma histidina 

alinhada com a Histidina importante para a inibição de xilanase de TLXI (figura 

40). Além disso, MpTLP1 é a única das MpTLPs que possui este resíduo nessa 

posição (His40) (figura 12).  TLXI é um inibidor de xilanase não competitivo, ou 

seja, não se liga ao sítio ativo das xilanases, interagindo com um sítio alostérico 

da enzima (Fierens et al., 2007). Em um trabalho mais recente, Fierens et al., 

(2008) verificaram que TLXI além de se ligar a enzima também é capaz de se ligar 

aos substratos de interação da xilanase, demonstrando sua capacidade de ligação 

a açúcares.  

Podemos então supor que MpTLP1 possa participar no estabelecimento da 

doença vassoura de bruxa em cacau agindo como uma molécula que combate a 

formação de HR na planta. Não é interessante para M. perniciosa que, enquanto 

ocorre sua invasão em T. cacao, ocorra uma resposta hipersensível no local de 

contaminação. Tendo como hipótese que MpTLP1 é um inibidor de xilanases, 

essa proteína pode estar combatendo o sistema de defesa de planta, impedindo 

que xilanases possam quebrar as paredes da planta liberando fragmentos que 

serviriam como moléculas sinalizadoras de defesa. Levando em conta que 

MpTLP1 seria um inibidor não competitivo ligante do substrato, assim como TLXI, 

a inibição poderia se dar pela ligação dessa proteína aos açúcares de parede 

liberados, pela ação de xilanases fúngias ou vegetais. 

Outra possibilidade é que MpTLP1 seja um inibidor de outras enzimas 

hidrolíticas, que não xilanases. De fato, TLXI é capaz de se ligar também a β-

glucanas (Fierens et al., 2008). Logo, sua possível ação inibitória pode se 

estender as outras enzimas hidrolíticas. Proteínas inibidoras de glucanases (GIP) 

são produzidas tanto por patógenos quanto por plantas. No caso de plantas, essas 

proteínas agem basicamente no momento de ataque por um patógeno, inibindo 
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celulases secretadas pelo fungo para atacar a parede celular vegetal (York et al., 

2003). Em contrapartida, fungos e oomicetos também produzem GIPs que 

bloqueiam a ação de glucanases vegetais. Desse modo, a parede celular fúngica 

permanece intacta, não ocorrendo a liberação de glucanas que agiriam como 

moléculas efetoras da defesa da planta (York et al., 2003).  

Outra possibilidade seria a ligação de MpTLP1 às glucanas na parede 

fúngica, inibindo a ação das enzimas vegetais. Esse sistema de supressão de 

defesa hipotético tem certa similaridade com o mecanismo desempenhado pela 

proteína AVR4 do fungo ascomiceto biotrófico Cladosporium fulvum. Assim como 

M. perniciosa, C. fulvum não possui estruturas de penetração como apressórios e 

haustórios, habitando o apoplasto vegetal durante a sua fase biotrófica. Durante a 

infecção de tomateiros, C. fulvum secreta Avr4 que se liga em quitinas de sua 

parede celular inibindo a ação de quitinases produzidas pelo hospedeiro que 

degradariam a parede celular fúngica (van de Burg et al., 2006).  

 

 

Figura 52: Desenho esquemático comparativo de xilana e β-glucana. 

  

  Analisando todos os resultados obtidos no decorrer desse trabalho, 

existem fortes indícios que MpTLP1 participa da interação planta patógeno, pois: 

(i) sua expressão é aumentada na presença de extrato da planta e por ácido 
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salicílico, (ii) sua expressão é maior em fases importantes para o estabelecimento 

e manutenção do fungo na planta (biotrófico e necrotófico novo) e (iii) MpTLP1 

possui similaridade com enzimas que tem a capacidade de se ligar a açúcares, 

podendo ou não exercer atividade hidrolítica. Além disso, dados comparativos de 

seqüência e modelagem de MpTLP1 apontam para uma função relacionada à 

inibição de proteínas hidrolíticas.  

A partir desses dados podemos formular três hipóteses da participação de 

MpTLP1 na interação planta-patógeno: 

1- MpTLP1 pode agir como um inibidor de crescimento antifúngico (Hu e 

Reddy; 1997, Ye et al., 1999; Lam e Ng, 2001). No estágio biotrófico é 

importante para M. perniciosa que não haja competidores na vassoura 

verde. Como observamos que MpTLP1 é mais expresso nessa fase de 

desenvolvimento do fungo, esta proteína pode estar agindo como 

glucanase digerindo a parede celular de fungos competidores que 

podem estar co-colonizando a planta no momento de sua infecção. 

2- Como esta proteína possui similaridade com um inibidor de xilanase não 

competitivo com afinidade pelo substrato, MpTLP1 pode estar agindo de 

três maneiras: (i) ligando-se a xilanas presentes na parede celular 

vegetal, impedindo assim que essas sejam digeridas pelas xilanases 

produzidas pela própria planta durante a defesa contra patógeno, (ii) 

ligando-se a xilanases, impedindo que essas clivem a parede celular 

vegetal, ou (iii) ligando-se a xilanas livres impedindo a sinalização de 

defesa. Nesse caso, a liberação das xilanas poderia ser executada tanto 

pela ação de xilanases vegetais ou fúngicas.  

3- Tendo em vista que em interações planta-patógeno, glucanas livres 

podem sinalizar a defesa de planta (York et al, 2003) MpTLP1 pode (i) 

estar se ligando a glucanas livres liberadas no apoplasto produzidas 

pelo ataque inicial da planta no fungo, impedindo que estas se liguem a 

receptores vegetais e sejam reconhecidas como elicitoras de defesa, (ii) 

MpTLP1 poderia se ligar à parede celular fúngica impedindo a ação de 

glucanases vegetais, protegendo o fungo da ação de enzimas vegetais e 
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ao mesmo tempo impedindo a liberação de glucanas sinalizadoras de 

defesa, ou (iii) MpTLP1 poderia inibir diretamente a ação das 

glucanases. 

 

 

Perspectivas: 

  Pretendemos dar continuidade com as análises de expressão gênica de 

MpTLP1, além de ampliarmos as análises comparativas entre as demais TLPs 

existentes no genoma de M. perniciosa A obtenção das proteínas em seu estado 

solúvel também é essencial para que o estudo sobre essa classe de proteínas em 

M. perniciosa seja executado. A obtenção dessas proteínas irá permitir que testes 

de atividade sejam feitos (atividade antifúngica, β-glucanolítica), além de testes de 

ligação a enzimas (xilanases) e componentes de parede celular, tanto vegetal 

(xilanas) quanto fúngica (glucanas). Esses experimentos nos ajudarão a elucidar o 

mecanismo de ação dessa proteína durante o estabelecimento do fungo no 

hospedeiro 
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Anexo 1 

ANEXO 1 : Seqüências presentes nos alinhamentos das figuras 12 e 14 e nos 
cladogramas das figuras 13 e 15.  
 
M. grisea – Magnaporthe grisea - ref|XP_366968.1| 
N. crassa – Neurospora crassa – ref|XP_964733.1| 
G. zeae – Giberella zeae - ref|XP_388725.1|  
P. nodorum  - Phaeosphaeria nodorum - ref|XP_001792998.1| 
L. bicolor 1 – Laccaria bicolor - ref|XP_001878783.1| 
L. bicolor 2 – Laccaria bicolor  - ref|XP_001878784.1| 
C. cinerea 1 - Coprinopsis cinerea - ref|XP_001837765.1|  
C. cinerea 2 - Coprinopsis cinerea - ref|XP_001837753.1| 
C. cinerea 3  - Coprinopsis cinerea  - ref|XP_001837754.1| 
L. edodes – Lentinula edodes  - dbj|BAE95855.1|  
C. neoformans – Cryptococcus neoformans - ref|XP_570780.1| 
C. elegans 1 – Caenorhbiditis elegans - ref|NP_502362.1| 
C. elegans 2 - Caenorhbiditis elegans  - ref|NP_502361.1| 
C. briggsae - Caenorhbiditis briggsae -  ref|XP_001670734.1| 
S. meidanensis – Suidasia medanensis - gb|ABU97476.1| 
A. ovatus - Aleuroglyphus ovatus - gb|ABU97465.1|  
L. testaceipes – Lysiphlebus testaceipes - gb|AAW56445.1|  
T. citricida – Toxoptera citricida - gb|AAW56444.1| 
D. canadensis – Dendroides canadensis - gb|AAY45729.1|  
T. castaneum – Tribolium castaneum - ref|XP_968724.1| 
S. gregaria - Schistocerca gregaria - gb|AAR97603.1| 
O. sativa 1 – Oryza sativa -  emb|CAB53479.1| 
O. sativa 2 – Oryza sativa - ref|NP_001058421.1|  
B. rapa - Brassica rapa - gb|AAB95118.1|  
V. vinifera – Vitis vinifera - emb|CAN80000.1|  
A. thaliana 1 – Arabidopsis thaliana - ref|NP_177893.1| 
A. thaliana 2 – Arabidopsis thaliana  - ref|NP_195579.2|  
N. tabacum – Nicotiana tabacum - emb|CAA06927.1|  
M. domestica – Malus domestica - gb|AAC36740.1|  
Osmotin – Nicotiana tabacum - emb|CAA46623.1|  
T. cacao – Theobroma cacao - gb|AAV34889.2|  
Zeamatin – Zea mays - ref|NP_001105356.1| 
TLXI – Triticum aestivum - emb|CAH10283.1| 
T. danielli – Thaumatococcus danielli - dbj|BAF44567.1|  
CetA – Aspegillus nidulans - ref|XP_660683.1| 
CalA - Aspegillus nidulans - ref|XP_680888.1| 
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